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PRODUCCION DE BIOETANOL A
PARTIR DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS DE Hordeum
vulgare (CEBADA) y Triticum vulgare
(TRIGO)

'Luis Angel Gonzalez Espindola
“Ricardo Trejo Calzada

RESUMEN

Los materiales lignocelulésicos, suponen
una fuente inagotable de productos con
interés industrial. En el norte de México no
se ha estudiado el potencial productor de
bioetanol a partir de especies vegetales con
alta produccion de biomasa y
particularmente de material lignoceluldsico;
Debido a que nos ofrece la ventaja de ser
econémica, natural y generar un minimo
dafio al medio ambiente. El objetivo de
este trabajo se centré en producir bioetanol
lignocelulosico a partir de rastrojo de Trigo
(Triticum vulgare) y cebada (Hordeum
vulgare). Se utilizaron tres tipos de pre
tratamiento siendo uno de ellos fisico
(reduccion del tamafio de particula) y otro
quimico (H,S044% v/v), posteriormente fue
realizado un tratamiento enzimatico con dos
complejos enzimaticos comerciales, y
llevados a incubacion a 50°C durante 72
horas, realizando la prueba Benedict
Cuantitativa para azUcares reductores por
medida espectrofotometrica. El tratamiento
1% H2S04 presento una concentracién de
1,71 g/L de etanol en el caso de la cebada.
Mientras que para el del trigo, la
concentraciéon de alcohol producido fue
superior a los 2,0 g/L. de etanol en los
tratamientos 3%, 4% y 5%.

Palabras clave: Azlcares reductores,
Triticum  vulgare, Hordeum vulgare,
Bioetanol.

BIOETHANOL PRODUCTION FROM
LIGNOCELLULOSIC RESIDUES OF
Hordeum vulgare (BARLEY) AND,

Triticum vulgare (WHEAT)

!Luis Angel Gonzalez Espindola
“Ricardo Trejo Calzada

ABSTRACT

Lignocellulosic materials, are an endless
source of products with industrial interest. In
northern Mexico have not studied the
potential producer of bioethanol from plants
with  high  biomass production and
particularly lignocellulosic material; because
it offers the advantage of being cheap,
natural and generate minimal damage to
environment. The aim of this work focused
on lignocellulosic bioethanol production
from wheat straw (Triticum vulgare) and
barley (Hordeum vulgare). Three differents
types of treatment were used, one being
physical (particle size reduction) and other
chemical (4% H,SO,4 v / v), then an enzyme
treatment was carried out with two
commercial enzyme complexes, and
brought to incubation at 50 ° C for 72 hours,
conducting the test for reducing sugars
Quantitative Benedict
spectrophotometrically. The 1% H,SO,
concentration treatment presented a
concentration of 1.71 g / L of ethanol in the
case of barley. As for the wheat, the
concentration of alcohol produced was
higher than 2.0 g / L ethanol in treatments
3%, 4% and 5%.

Keywords: Reducing sugars, Triticum
vulgare, Hordeum vulgare, Bioethanol.
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I. INTRODUCCION

El bioetanol es el sustituto principal de los combustibles fosiles liquidos. A nivel
mundial existe una tendencia creciente en la produccion de biocombustibles
(Gonzélez y Brugues, 2010). El interés por los biocombustibles se empez6 a
desarrollar hacia mediados de la década pasada, en el marco de una
preocupacion mas amplia para el desarrollo de fuentes de energia nuevas y
limpias; que sean mas amigables con el ambiente, que permitan avanzar en la

superacion del contexto energético actual basado en los combustibles fosiles.

Los biocombustibles liquidos ofrecen una alternativa viable a gran escala para
su produccion (Legge, 2008). Particularmente, los biocombustibles que
pertenecen a la segunda generacion, donde se busca la no competencia con la
alimentacion y son de origen biolégico obtenidos a partir de restos organicos,
debido que la gran mayoria de la energia actualmente producida es procedente
de la cafia de azulcar, trigo, maiz o semillas oleaginosas (Quaak et al., 1999).
El bioetanol es un recurso renovable biodegradable que reduce los niveles de

CO, y compuestos toxicos tales como el benceno y tolueno (Montiel, 2010)

Los materiales lignocelulésicos, suponen una fuente inagotable de productos
con interés industrial. En otro plano, a partir de la celulosa obtenida del material
vegetal puede obtenerse glucosa, siendo ésta utilizada por microorganismos
mediante la via Entner- Duodoroff para la produccion de etanol (Marquina,

1991). Sin embargo, hay fuentes de material distintos de los cultivos de



alimentos que tienen potencial para la conversion en etanol (Abideen et al.,

2011).

Existen una gran variedad de procesos industriales destinados a la
transformacion de los materiales lignocelulésicos en productos mas sencillos,
generalmente azlcares para su posterior transformacion en otros productos de
interés industrial, bien por via quimica, enzimatica o con el uso de
microorganismos (Marquina, 1991). En la actualidad los procesos quimico-
biolégicos para obtener los residuos celulésicos lo hacen con relativa
rentabilidad para su aplicacién industrial (Rojas y Cabanillas, 2008). La finalidad
de los pre-tratamientos es llevar a cabo la separacion de las moléculas de
azucares presentes y para su cuantificacion se usa una de las técnicas para la
deteccion de azucares reductores, denominada DNS o acido 3,5 dinitrosalicilico

(Miller, 1959) o la técnica de azucares reductores de Benedict.

Las posibles fuentes de material lignocelulésico en el norte de México como
productoras viables de biocombustibles no han sido exploradas. Con lo cual
se plantea el uso potencial de la obtencion biomasa para la produccion de
bioetanol a partir de trigo (Triticum vulgare), y cebada (Hordeum vulgare) lo
cual nos ofrece la ventaja de ser econémica, natural y generar un minimo dafio
al medio ambiente. En la Comarca Lagunera se ignora el uso de este tipo de
materiales forrajeros como fuente potencial para el proceso de produccién de
biocombustibles. El presente estudio tuvo como objetivo producir bioetanol

lignocelulosico a partir de paja de trigo y cebada.



IIl.  OBIJETIVO

.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento cientifico y tecnolégico en la produccién de

biocombustibles a partir de residuos agricolas como materia prima.

[.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la eficiencia de la aplicacion de &cido sulfarico como
pretratamiento &cido en el proceso de produccion de bioetanol a partir de
residuos de trigo y cebada.

2. Cuantificar los azlcares reductores producidos en residuos de trigo y
cebada tratados con acido y posterior hidrolisis enzimética.

3. Cuantificar el bioetanol producido mediante tratamientos &cidos y
posterior hidrélisis enzimatica y fermentacion de residuos de trigo y

cebada.



. HIPOTESIS

Ho: Altas concentraciones de acido sulfarico en el pretratamiento de residuos

de trigo y cebada no tienen ningun efecto sobre la produccion final de

bioetanol.



IV. REVISION DE LITERATURA

En la segunda mitad del siglo XIX comenz6 la era del petréleo, con la
exploracion y produccion de los yacimientos de Pennsylvania, Estados Unidos,
iniciativas que después fueron imitadas en otros paises, los cuales utilizaron el
petréleo para la iluminacion y calefaccion; y, si bien durante la época del
petréleo barato esta materia prima fue insustituible, a partir de la crisis
energética de la década de los setenta se tratdé de economizar combustible,
mediante la implantacion de regulaciones que implicaron, a su vez, una mayor
eficiencia energética de los motores de combustidn interna y un control de las

emisiones contaminantes (Aguilar, 2007).

La tendencia actual del agotamiento de los combustibles fosiles ha causado un
incremento en la necesidad de buscar nuevas fuentes alternativas de energia.
Hoy en dia la sustitucion de combustibles liquidos provenientes de fuentes
fésiles en motores de combustiébn por aquellos provenientes de recursos
renovables, es un hecho en pleno desarrollo a nivel mundial, gracias al aumento
de la demanda de energia, la escasez de petrdleo y el impacto de éste en el

calentamiento global.

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a
partir de materias producidas recientemente por seres vivos, a las cuales se les
denomina “biomasa”. Pueden ser liquidos, sdlidos o gaseosos, y su finalidad

tltima es liberar la energia contenida en sus componentes quimicos mediante



una reacciéon de combustion. Existen varios tipos de biocombustibles, a los
cuales se les clasifica de acuerdo al insumo o materia prima y a la tecnologia

empleada para producirlos (Alvarez, 2009).

El etanol puede ser utilizado en varias formas como un combustible de
transporte. Una de las mejores aplicaciones conocidas es en mezcla con
gasolina. Esta mezcla es normalmente llamada “Gasohol”, y es generalmente

seguido del porcentaje (volumétrico) de la mezcla (Yoosin, 2007).

En los Ultimos afios, en México se ha destacado la urgencia de realizar
reformas estructurales que permitan un mayor desarrollo para enfrentar las
necesidades que la globalizaciéon y la economia traen consigo. El sector
energético es uno de los campos en los que se resalta la importancia de

efectuar cambios y mejoras.

4.2 BIOCOMBUSTIBLES

Se pueden distinguir diferentes generaciones de biocombustibles para sus

diferentes usos (Alvarez, 2009):

4.2.1 PRIMERA GENERACION
Algunos de los insumos son de procedencia agricola y estan conformados por
las partes alimenticias de las plantas, las cuales tienen un alto contenido de
almiddn, azlcares y aceites. Ejemplos de estas materias son el jugo de la cafia

de azucar, granos de maiz, jugo de la remolacha o betabel, aceite de semilla de

girasol, aceite de soya, aceite de palma, aceite de ricino, aceite de semilla de
6



algoddn, aceite de coco, aceite de mani o cacahuate, entre otros. También se
emplean como insumos a las grasas animales, grasas y aceites de desecho
provenientes de la coccion y elaboracién de alimentos, y desperdicios solidos

organicos.

Los biocombustibles son producidos empleando tecnologia convencional como
la fermentacién (para azlcares y carbohidratos), transesterification (para los
aceites y grasas), y la digestion anaerobia (para los desperdicios organicos). De
estos procesos se obtiene etanol, metanol y n-butanol (a partir de azucares),
biodiesel (a partir de los aceites), y biogas (mezcla de metano y anhidrido
carbonico, también conocidos como gas natural y dioxido de carbono
respectivamente, obtenida a partir de los desperdicios organicos). Las ventajas
de estos biocombustibles son su facilidad de procesamiento, sus bajas
emisiones de gases de efecto invernadero (excepto en el caso del maiz, donde
el balance de estas emisiones es casi nulo) y un balance positivo en dichas
emisiones, pero tiene como desventaja el desvio de recursos alimenticios hacia

la produccién de energéticos.

4.2.2 SEGUNDA GENERACION
Los insumos son residuos agricolas y forestales compuestos principalmente por

celulosa. Ejemplos de ellos son el bagazo de la cafa de azucar, el rastrojo de
maiz (tallo, hojas y olote), paja de trigo, aserrin, hojas y ramas secas de

arboles, etcétera.



Los procesos de produccion tienen un nivel de complejidad mas alto que los de
primera generacion, y como ejemplos destacan la sacarificacién-fermentacion y
el proceso Fischer-Tropsch. Este ultimo proceso también recibe los nombres de
proceso GTL y proceso BTL, cuyas siglas en inglés provienen de “Gas-To-
Liquids” y “Biomass-To-Liquids” respectivamente, los cuales consisten en la
gasificacion del carb6n y de la materia lignocelulésica de la biomasa, para

después sintetizar algin combustible liquido como el etanol.

Mediante los procesos de segunda generacion se fabrica etanol, metanol, gas
de sintesis (mezcla de anhidrido carbonoso, mejor conocido como mondxido de
carbono, e hidrégeno), biodiesel, 2.5-dimetilfurano (DMF), entre otros. La
ventaja principal en la produccion de estos biocombustibles es la inexistencia de
desviaciones de alimentos provenientes de la agricultura hacia el sector
energético, pero su desventaja es la poca ganancia en disminucién de las
emisiones de gases de efecto invernadero durante el procesamiento de los
insumos, respecto a los biocombustibles de primera generacion.
4.2.3 TERCERA GENERACION

Los insumos son vegetales no alimenticios de crecimiento rapido y con una alta
densidad energética almacenada en sus componentes quimicos, por lo que se
les denomina “cultivos energéticos”. Entre estos vegetales estan los pastos
perennes, arboles y plantas de crecimiento rapido, y las algas verdes y

verdeazules.



Los procesos de obtencién de biocombustibles se encuentran en fase de
desarrollo, sin embargo, se ha logrado producir biodiesel y etanol a nivel planta
piloto. Las ventajas de estos biocombustibles son el secuestro de anhidrido
carbonico (CO,) para la produccion de los insumos y un balance positivo en la
emision de gases de efecto invernadero, pero su desventaja es la utilizacion de
tierras de cultivo de alimentos para sembrar los insumos, con excepcion de las

algas verdes.

4.2.4 CUARTA GENERACION

Los biocombustibles son producidos a partir de bacterias genéticamente
modificadas, las cuales emplean anhidrido carbonico (CO,) o alguna otra fuente
de carbono para la obtencion de los biocombustibles. A diferencia de las
generaciones anteriores, en las que también se pueden emplear bacterias y
organismos genéticamente modificados como insumo o para realizar alguna
parte de los procesos, en la cuarta generacion, la bacteria es la que efectia la

totalidad del proceso de produccion de los biocombustibles.

Actualmente esta generacion de biocombustibles se encuentra en fase tedrica,
s6lo se conoce la posible ruta de sintesis del etanol a partir de anhidrido
carbonico, sin embargo, depende totalmente de la informacion genética de una

bacteria artificial y puede tener limitaciones termodinamicas importantes.

Como es sabido, la humanidad ha hecho uso de la biomasa por varios miles de
afos. El uso directo de la misma sin procesamiento alguno podria constituir una

Generacion Cero de los biocombustibles, entre los cuales se pueden mencionar
9



a la lefia, la paja de trigo, el rastrojo de otras plantas de cultivo, el estiércol del
ganado, y el carbdn vegetal. No es sino hasta fines del siglo XIX que se
comenz6 a procesar la biomasa para producir combustibles derivados de la
misma. A finales del siglo XX aparecieron los primeros mercados de estos
recursos energéticos y se vislumbra un mayor crecimiento, desarrollo vy
expansion de los mismos tendiente a su globalizacion. Es por ello que el
presente trabajo busca analizar de forma breve el estado actual de estos
mercados, sus antecedentes y panorama futuro, asi como determinar los nexos

entre mercados via comercio internacional.

4.3 BIOCOMBUSTIBLES EN MEXICO

El uso de biocombustibles en México es casi inexistente aun, no obstante el
pais produce etanol para su uso en bebidas alcohodlicas, productos
farmacéuticos y alimenticios, y como solvente y reactivo industriales. El etanol
producido actualmente proviene del jugo de la cafia de azlcar y se obtiene en
algunos ingenios azucareros, a través de la fermentacién del jugo y la

destilacion.

Sin embargo, existe una planta de generacién de electricidad a partir del uso de
biogas producido en un relleno sanitario ubicado en la ciudad de Monterrey,
Nuevo Ledn, la cual tiene una capacidad instalada de generacién de 12.72 MW
y puede producir 40 000 MWh anuales (3 442 TPE/afo). Con la quema de
biogas para producir electricidad, esta planta, primera en América Latina, ha

generado cerca de 202 500 MWh de energia eléctrica (equivalente a 17 423

10



TPE) desde el inicio de su operacion (2003) hasta 2007, cuya produccion ha
sido destinada para abastecer 40% del alumbrado publico de la zona

metropolitana de Monterrey.

4.4 BIOMASA ENERGETICA

Biomasa, segun el Diccionario de la Real Academia Espafiola es la materia
organica originada en un proceso bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable

como fuente de energia.

El uso del término energia comercial solamente describe los productos de los
combustibles fésiles, la electricidad. Mientras el termino energia renovable es
aquella que se obtiene a partir del sol, el viento y el agua, es muy engafosa y
ignorado el rol que tiene la biomasa en la economia monetaria de los paises en
desarrollo. Existen diferentes maneras de producir energias limpias y
renovables a partir de biomasa. El carbén y los combustibles liquidos como el
metanol, etanol y ahora el biodiesel han sido desde siempre productos
comerciales, es por ello que los residuos de cultivos y el estiércol estan siendo
tratados (Cuadro 1). El biogads (60% metano), que es un producto de la

biomasa, es actualmente producido comercialmente.
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Cuadro 1. Posibles sustitutos de energias fosiles no renovables.

Energias fésiles no renovables Biomasas
Carbén, gas derivado del carbdn Lefa
Energias fésiles del aceite, queroseno Residuos agricolas y forestales
(parafina), diesel y petroleo (gasolina).
LPG (Gas licuado) Estiércol
Gas Natural

(Walter et al., 2008)

En Brasil el set de las fuentes de biomasa para la produccion de etanol estan
directamente influenciadas por la produccion de la industria de la cafia de
azucar, considerando la produccién de alcohol y bagazo, seguida fuertemente
por la forestal, que indica la produccién de este a través de madera (usada
principalmente para carbén y madera) y una area aun en desarrollo es el uso de
desechos agricolas. La importancia de la energia a partir de biomasa en este

pais ha dependido de estos factores:

e Eltamafio de pais y la disponibilidad de su tierra.

e El clima adecuado.

e La viabilidad de mano de obra econémica.

¢ El dominio de las tecnologias de produccién y conversion de biomasa en

el area de la agricultura y de la industria. (Walter et al., 2008)

El lograr con estos requerimientos permite considerar a la region como un pais
con potencialidad en la produccidbn de biomasa en el escenario de las

bioenergias. La productividad de una regién se ve intrinsecamente afectada
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por las caracteristicas del suelo de cultivo, en donde la calidad de este, el
medio ambiente y las buenas practicas agricolas determinan el rendimiento

obtenido de la biomasa. (Walter et al., 2008)

De acuerdo con Agencia Internacional de Energia (IEA) y las estadisticas
oficiales en el 2007, la biomasa provee del 10% de la energia a nivel mundial
en el 2005. La Biomasa es usada para producir calor (lefia) y para la generacion
de energia en una escala menor en muchas ciudades a través del mundo

(Openshaw, 2010).

Esta sentencia fue muy criticada a nivel internacional, ya que los sistemas de
transporte como vehiculos, barcos y aviones pueden disminuir en gran manera
las emisiones de CO,. Podria incluirse en este panorama una combinacion de
tipos de vehiculos: vehiculos de pilas de combustible propulsados con
hidrogeno, vehiculos eléctricos, vehiculos que circulen con biocombustibles y
aviones propulsados con hidrogeno. El hidrégeno, los biocombustibles y la
electricidad empleada en el transporte podrian producirse con un nivel de
emisiones de CO,, del pozo a la utilizacién del vehiculo, de practicamente cero.
También se podrian utilizar los biocombustibles para sustituir a la gasolina.
Como tal, se ofrecen ventajas importantes en lo que a la seguridad energética
se refiere y un posible nuevo potencial para el desarrollo agricola (Dinneen y

Vierhout, 2007).

La biomasa vegetal ha sido utilizada en gran escala con fines energéticos; sin
embargo, hay factores que dificultan y limitan el aprovechamiento de una parte
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considerable de la misma. Los costos energéticos de recoleccion y transporte
restringen el aprovechamiento de la biomasa producida en lugares

relativamente alejados de los centros de utilizacién.

Por otra parte, la existencia de vastos eriales, la extension limitada de las zonas
cultivables, impone la introduccién de nuevas concepciones para mejorar la
productividad de las areas cultivables y explotacion de las baldias, incluyendo
especies hasta ahora poco valorizadas, con el fin de optimizar la produccién de

biomasa energética (Garcia, 1983).

La biomasa con alto grado de humedad puede transformarse por degradacion
biolégica, mediante procesos anaerobicos, en metano o etanol, consiguiéndose
aumentar el valor energético de la biomasa de 16 kJ/g a 30 kJ/g en el caso de

etanol y a 56 kJ/g en el de metano (Carrillo, 2004).

Las técnicas mas desarrolladas son, por un lado, la digestibn anaerbbica de
biomasa con alto contenido en celulosa (basura, plantas acuéticas y residuos
agricolas, ganaderos e industriales) para la generacion de metano, y por otro, la
fermentacion de materiales azucarados o amilaceos para la produccion de
etanol (Figura 1). En contraste con la digestion anaerébica que emplea materias
primas de escaso valor, la fermentacion alcohdlica utiliza como substratos

productos de alto valor econémico (Carrillo, 2004).

En la fermentacion alcohdlica intervienen levaduras que convierten
directamente las hexosas (glucosa, etc.) en etanol. El rendimiento tedrico en

peso, con glucosa como substrato, es superior al 50%, recuperandose
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aproximadamente el 93% de la energia contenida en el substrato. En la
practica, el rendimiento puede estar entre el 85y 90% del valor teérico (Garcia,

1983).

Para producir etanol a partir de biomasa, primero hay que liberar los
componentes de azucar atrapados en el sustrato. La biomasa se compone de
tres fracciones principales: celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa y
hemicelulosa contienen azucares en forma polimérica que pueden ser
convertidos por las enzimas en monémeros para la fermentacion posterior. Sin
embargo, la lignina, el duro componente de la planta parecido a la madera,
protege las fibras contra los atagues de microrganismos y enzimas, impidiendo

gue la celulosa y la hemicelulosa reaccionen con el agua y se hinchen.

Por lo tanto, el uso de biomasa como materia prima requiere la descompaosicion
de la lignina para que las fracciones de celulosa y hemicelulosa queden
asequibles para la hidrdlisis enzimatica. Normalmente, se aplica un pre-
tratamiento inicial fisico o quimico para debilitar la estructura de la fibra, seguido
del tratamiento enzimatico para liberar los azUcares C6 de la celulosa y, en
algunos casos, los azucares C5 de las fracciones de hemicelulosa. Luego los

azucares pueden fermentarse y procesarse en etanol (Perlack, 2007).
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Figura 1 Productos de la conversion de biomasa seca (Carrillo, 2004).

1.2 TRIGO

1.2.1 DESCRIPCION

El trigo (Triticum vulgare) es una planta graminea anual con espigas de cuyos
granos molidos se saca la harina. Los granos de trigo comun pueden ser
blandos o duros. La altura de la planta varia entre 30 y 150 cm. Tiene mayor
produccion en terrenos cargado de marga y arcilla. Prospera en climas sub-
tropicales, moderadamente templados y frios. El coeficiente de transpiracion del
trigo es de 450 a 550, es decir, que se necesitan de 450 a 550 litros de agua
para elaborar 1 kg de materia seca. El trigo es el cereal que mas se utiliza en la
alimentacion humana, por su alto valor energético, ademas de que contiene

mas proteinas que el maiz y el arroz.
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1.2.2 PRODUCCION

En México el trigo ocupa el segundo lugar en la produccién de cereales, con
alrededor del 14% de la produccion nacional. En 2009 el valor generado por la
produccion de este grano representd el 2.46% del PIB primario y el 0.10% del

PIB Total.

Figura 2. Mapa de distribucién en la produccidn de trigo en México (SIAP-SAGARPA).

La superficie sembrada de trigo en México depende de los factores climaticos,
ya que un 80.5% es sembrada en el ciclo Otofio-Invierno (O-l). Entre el afio
1986 y 2004 se registré una disminucion en la superficie sembrada de casi
60%. Sin embargo, desde el afio 2005, se observa un incremento en los niveles

de produccién impulsados por el alza en el precio del grano.
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En el afio 2009 la superficie alcanzé 866 mil hectareas y la producciéon 4.1
millones de toneladas con un valor cercano a los 12 millones de pesos. El
principal estado productor de trigo es Sonora, que en el afio 2009 tuvo una
produccion de 1.8 millones de ton, que representd el 44% de la produccion
nacional. Los estados de Guanajuato, Baja California, Chihuahua y Michoacan
son también importantes productores de trigo en México y junto con Sonora

generan el 85.5% de este cereal en el pais (Financiera Rural, 2008).

1.3 CEBADA

La cebada (Hordeum vulgare) pertenece a la familia de las gramineas. Las
hojas estan integradas por las espiguillas, y las glumillas estan adheridas al
grano. La cebada crece mejor en los climas frescos y moderadamente secos,
alcanza de 70 a 110 cm de altura. En México el cultivo de la cebada se orienta
basicamente a la elaboracion de malta para la produccion de cerveza. La
cosecha se realiza en forma combinada, cuando la humedad del grano es de
13.5%, cuando el grano esta maduro y seco, no es recomendable cosechar con

mas de 16.5% de humedad del grano.

1.3.1 PRODUCCION

A nivel nacional, la producciéon de cebada en 2008 fue de 796.86 miles de
toneladas. En México, la produccién de cebada se encuentra concentrada en 4

estados: Guanajuato (33.9%), Hidalgo (27.3%), Estado de México (12.6%) y
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Guerrero (1.0%). Guanajuato produjo 313.73 miles de toneladas en promedio
entre el afio 2002 y 2008. Hidalgo, entre el afio 2002 y 2008 registr6 una
produccion promedio de 213.39 miles de toneladas por afio. Los estados de
Tlaxcala y Estado de México representan, el 19.2% de la produccion nacional,
con un volumen de 90,094 y 62,706 toneladas respectivamente (Financiera

Rural, 2008).

1.4 ETANOL LIGNOCELULOSICO

El alcohol tal como etanol o butanol producido directamente a partir de biomasa
renovable es considerado una de las fuentes alternativas de energia para el
desarrollo sostenible de los recursos humanos la sociedad. La conversion de la
biomasa econdmicamente competitiva con el etanol de bajo costo, sin embargo,
sigue siendo un desafio significativo, debido principalmente a la falta de un
robusto biocatalizador (Guijari et al., 2009) Las estrategias para desarrollar tal
biocatalizador industrial, ilustrada en la Figura 3, son: 1) conversién directa de
biomasa lignocelulésica en biocombustibles alcohol a través de un Unico
biocatalizador sin pasos intermedios (es decir, bioprocesamiento consolidado),
y 2) tratamiento de biomasa lignoceluldsico en bruto por medios fisicos y
quimicos, y seguido por una etapa de fermentacion biocatalizador mediada. A
nivel mundial los esfuerzos, extensivos e intensivos en los Ultimos afios se han
hecho en cada paso a lo largo de estas rutas estratégicas para el logro de la

objetivo de producir con el medio ambiente, la energia renovable (Guijari et al.,

2009.
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Un Biocatalizador Ideal (CBP)

Levaduras Modificadas Genéticamente (SSF)*

Fibras Celuldsicas
Hemicelulosicas

Oligomeros

Biomasa Lignocelulasica

*Sacarificacion y Fermentacion simultanea

Cultive con bacterias Anaerohias [S5F)* |

Figura 3. Estrategias para la conversion de material lignocelulosico a bioetanol (Guijari
et al., 2009)

1.5 MATERIA PRIMA LIGNOCELULOSICA

En la dultima década ha crecido mucho el interés en estos materiales
lignocelulosico como fuente de energia. Actualmente se producen
biocombustibles a partir de cultivos que son materias primas para productos
comestibles y mientras se esta investigando cultivos que no compiten en el
mercado de materias primas comestibles. Sobre todo las plantas herbaceas han
recibido mucho interés en el sector de biomasa y cultivos energéticos por su
renovabilidad y su disposicion de stocks de biomasa que alcanzé 1549 millones

de toneladas/afno a nivel mundial (Kim y Dale, 2004).

20



Las plantas herbaceas se caracterizan por su bajo contenido lefioso. En
general suelen tener tallos verdes, finos y blandos, aunque existen especies
herbaceas con tallo ancho como el platano y papaya. Las plantas herbaceas
estdn clasificadas dentro de la division Spermatophyta y subdivision
Angiospermae, dentro de las clases Dicotyledoneae y Monocotyledoneae
(Liliopsida). La mayoria pertenece a la familia de Poaceae (Gramineae (las
gramineas)), la familia de mayor importancia econémica. Crecen rapidamente y
producen flores y semillas en relativamente poco tiempo. La mayoria de ellos es
anual; mueren despueés de perder sus semillas. Las bienales y perennes viven
respectivamente dos y mas hasta 25 afios. También pierden sus tallos y hojas,

pero al afio sobrevive la parte de la planta bajo tierra (Gomez, 2008)

En general las plantas perennes pueden ser una mejor opcion que plantas
anuales, porgue no generan los costes anuales de siembra, cosecha,
combustibles, etc. Ademas suelen desarrollar raices mas profundas que fijan
mas carbono de la atmosfera. Sin embargo no se garantiza la continuidad de la

disponibilidad de stocks.

1.5.1 CoMPOSICION QUIMICA DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

En general las paredes celulares de plantas consisten en polisacaridos,
compuestos fenolicos y compuestos minoritarios (minerales, lipidos, proteinas,
etc.). Los polisacéridos se clasifican en celulosa, hemicelulosas y pectinas.
Gran parte de los compuestos fendlicos estan presentes en la estructura de

lignina. La pared celular primaria envuelve la célula que durante la fase de
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expansion celular crece hasta un tamafio 100 veces mas larga que su tamafio
justo después de dividirse. Después ciertas células empiezan a desarrollar una
pared secundaria. Los compuestos fendlicos pueden alcanzar hasta 30 % en
peso seco de las paredes celulares secundarias (Scheller y Ulvskov, 2010).
Relativamente poco se conoce sobre la organizacion y coordinacion de
celulosa, hemicelulosa y lignina durante y después la biosintesis que

determinan la morfologia y funcionalidad de la pared celular.

Evidentemente celulosa, hemicelulosas y lignina son los principales
constituyentes de la pared celular de fibras de plantas. La morfologia de fibras
depende principalmente de la composicion y la organizacion estructural de
estos constituyentes. Sin embargo contiene compuestos minoritarios no
poliméricos que pueden ser de vital importancia para los procesos fisiol6gicos
de la célula. La cantidad y el tipo de estos compuestos pueden influir mucho en
procesos industriales. A continuacion se describen cada uno de los compuestos

de una fibra o un material lignocelulésico.

1.5.2 CELULOSA

La celulosa es un homopolimero lineal de elevado peso molecular y grado de
polimerizacion; entre 200 y hasta 10,000 unidades en estado nativo de [B-D-
glucopiranosa unidades por enlace glicosidico o de tipo éter entre carbono 1y 4
(B,1-4) (Figura 4). Es el componente principal de las paredes celulares de los
vegetales y el polimero mayoritario del planeta, tiene una estructura fibrosa, es

blanca, muy estable y resistente al ataque quimico, también a la traccion
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mecanica. Debido al caracter asimétrico de este enlace, también puede
considerarse a la celulosa como un poliacetal del dimero celobiosa (4-O-B-D-
glucopiranosil-B -D-glucosa), que no existe de forma natural, solo puede

obtenerse por la hidrdlisis parcial de la celulosa (Barroso, 2011; Gomez, 2008)

CH,OH

OH  HOM,C

+4)-3-D-Cicp{1+4)}-8-D-Clcp{ i+

FIGURA 4. Representacion de los enlaces glucésidicos entre moléculas de glucosa en la
celulosa (Barroso, 2011).

1.5.3 HEMICELULOSA

La hemicelulosa es un heteropolisacarido constituido por diversos
monosacaridos (hexosas y pentosas), entre los que predomina la xilosa (Figura
5). La hemicelulosa es la segunda biomasa renovable mas abundante y
compone aproximadamente el 25-35% de la biomasa lignoceluldsica (Saha,
2003). La hemicelulosa es mucho mas facil de hidrolizar que la celulosa debido
a su estructura ramificada compuesta por diversos monosacaridos los cuales

son mas susceptibles a separarse (Peters, 2007). Asi como la celulosa, la
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hemicelulosa es también una fuente importante de recurso para la obtencion de

azucares fermentables para la produccion de energia (Kumar et al.,2008).
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Figura 5. Estructura quimica de la hemicelulosa (Barroso, 2011).

1.5.4 LIGNINA
La lignina es un polimero entrecruzado constituido por unidades basicas de

naturaleza variada, entre las que predominan los grupos aromaticos fendlicos
(Figura 6) (Saha, 2003). Ademas, es el compuesto organico natural mas
abundante en los materiales fibrosos. La importancia de la lignina en las plantas
se debe principalmente a dos factores: a su contribucion a la fuerza mecanica la
cual es importante para el crecimiento de la planta, asi como a la proteccién

que brinda contra la degradacién (Barroso, 2011; Prinsen, 2010).
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Figura 6. Estructura quimica de lignina (Barroso, 2011).

1.6 METODOS FISICOS DE DEGRADACION DE MATERIAL
LIGNOCELULOSICO

1.6.1 FRAGMENTACION MECANICA Y PIROLISIS

Dentro de los métodos fisicos para la degradacion del material lignocelulésico
se encuentran el fragmentado, triturado y molido (hasta 0.2—-2 mm) para
aumentar la superficie de contacto en el medio con lo cual se facilita el acceso
de las celulasas a las fibras de celulosa y por tanto incrementa su taza de
conversion. Otro de método es la pirolisis donde se descompone en diferentes
productos gaseosos y carbén residual cuando es tratada con temperaturas altas
de hasta 300°C. Aunque es un método eficiente, tiene un costo elevado en

comparacion con otros métodos (Taherzadeh y Karimi, 2007).
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1.7 METODOS FiSICO-QUIMICOS PARA DEGRADACION DE
MATERIAL LIGNOCELULOSICO

1.7.1 EXPLOSION POR VAPOR

Es uno de los pre tratamientos mas efectivos para las maderas duras y
desechos agricolas, pero menos eficiente para maderas suaves. La biomasa es
tratada con vapor saturado a una temperatura de 160-260°C (0.69-4.83 MPa)
durante cierto tiempo causando reacciones de autohidrélisis, donde la
hemicelulosa y lignina son convertidos en oligobmeros solubles. La adicion de
H,SO, mejora la posterior hidrélisis enzimatica y disminuye la produccion de
compuestos inhibitorios. Los factores que afectan el proceso son el tiempo del
tratamiento, la temperatura, el tamafio de particula y el contenido de humedad

(Kumar et al., 2009).

1.7.2 EXPLOSION DE FIBRA DE AMONIACO (AFEX)

Este pre tratamiento mejora significativamente la tasa de sacarificacion de
diversos sustratos lignocelulésicos los cuales son tratados con amoniaco a alta
temperatura y presion. Es eficiente para sustratos con poca lignina, logrando
hasta el 90% de la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa, no se producen
inhibidores ni se requiere que el material lignocelulésico sea triturado. Para
reducir los costos y proteger el ambiente, el amoniaco se recicla después del
pre tratamiento (Ballesteros et al., 2006). El efecto de los métodos

fisicoquimicos varia de acuerdo al material lignocelulosico.
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1.7.3 HIDROLISIS ACIDA

Los acidos como el H,SO, y HCI concentrados son poderosos agentes que
hidrolizan la celulosa, pero son tdxicos, corrosivos y peligrosos por lo que
requieren reactores que resistan su corrosién. Se emplean altas temperaturas y
acidos diluidos que hidrolizan la hemicelulosa en azucares solubles en agua, en
los residuos queda la celulosa y la lignina, esta Ultima se extrae con solventes
organicos. (Eggeman y Elander, 2005). El pre tratamiento con acidos mejora la
hidrélisis de la celulosa, pero su costo es alto en comparaciéon con otros pre
tratamientos y requiere una neutralizacion del pH para evitar la inhibicion de la

fermentacion (Taherzadeh y Karimi 2007).

1.7.4 HIDROLISIS ALCALINA

Es la adicion de bases diluidas a la biomasa y su eficiencia depende del
contenido de lignina de los materiales. El hidroxido de sodio diluido produce un
hinchamiento, permitiendo un incremento en el area de superficie interna
reduciendo el grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa, causando la
separacion de las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos. En
las maderas duras hay un incremento en la digestibilidad y un descenso del
contenido de lignina, en maderas suaves con lignina hasta en un 26% no se
han obtenido resultados eficientes; en general la utilizacion de bases permite la
disolucion de la lignina, pero sus costos son altos, haciendo estos métodos no

competitivos a gran escala (Sun y Cheng, 2002).
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1.7.5 DESLIGNIFICACION OXIDATIVA

El pretratamiento con peroxido de hidrogeno (agente oxidante) aumenta la
susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica al eliminar cerca del 50% de la lignina y
la mayoria de la hemicelulosa, las cuales son solubilizadas liberando la glucosa

durante la sacarificacién (Barroso, 2011).

1.7.6 PROCESO ORGANOSOLVENTE

Se utilizan solventes organicos como metanol, etanol y acetona asi como
también &cidos inorganicos como catalizadores (H,SO4 6 HCL) que rompen los
enlaces de la lignina y la celulosa. La remocion de solventes del sistema es
necesaria, ya que inhiben el crecimiento de los organismos, la hidrdlisis

enzimatica y la fermentacion (Zhao et al., 2009).

1.8 METODOS BIOLOGICOS PARA HIDROLIS

Los tratamientos biol6gicos son amigables con el ambiente e incrementan la
accesibilidad al material celulésico favoreciendo una subsecuente hidrolisis y
fermentacion, sin embargo, es un proceso lento que limita su aplicacién a nivel
industrial. Las principales ventajas son el alto rendimiento del producto, las
condiciones moderadas de la reaccion, la poca generacion de compuestos

toxicos y una minima demanda de energia.

Algunas bacterias y hongos de podredumbre blanca y parda oxidan

completamente la madera, por lo que tienen aplicaciones biotecnoldgicas en la
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conversion de la lignocelulosa a productos de valor industrial (Balan et al.,
2008). Se han llevado a cabo busquedas de organismos con capacidades
celuloliticas, como en el trabajo de Li et al. (2008) que evaluaron la capacidad
de Fusarium concolor para deslignificar la paja de trigo en 5 dias, y proponen
gue podria utilizarse en pre tratamientos de materiales lignocelulésicos usados
en la industria del biopulpeo y la bioconversién a etanol. Zhang et al., (2007)
utilizaron Coriolus versicolor en el pre tratamiento del bambu, observando una
disminucién en la cantidad de lignina y hemicelulosa y un aumento hasta del

37% en la tasa de sacarificacion después del tratamiento.

El descubrimiento de enzimas con propiedades importantes resulta muy valioso,
Quiroz- Castafieda et al. (2009) reportaron la caracterizacion de la actividad
celulolitica de los hongos P. sanguineus y B. adusta en paja de trigo, cuyas
enzimas son capaces de tolerar condiciones elevadas de temperatura y
funcionan en un amplio rango de pH, lo que los hace potenciales candidatos
para ser utilizados en procesos industriales que requieren la hidrélisis de la

celulosa.

1.9 COMPLEJOS ENZIMATICOS UTILIZADOS

La accion enzimética para llevar a cabo la hidrdlisis de la celulosa implica la
operacion secuencial y la accién sinergista de un grupo de celulasas, que
presentan diferentes sitios de enlace, debido a la naturaleza compleja de la
molécula de celulosa (Lee, 1997). El sistema de celulasa tipico incluye tres tipos

de enzimas: la endo-B-1,4-glucanasa (Cx) (1,4-B-D-glucan glucanohidrolasa
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E.C.3.2.1.4), la exo-B-1,4-glucanasa (C1) (1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa
E.C.3.2191) y la pB-1,4-glucosidasa (celobiasa) (Cb) (B-D-glucésido

glucohidrolasa E.C.3.2.1.21) (Palmqvist . y Hahn-H&agerdal 2000).

1.9.1 MECANISMO DE HIDROLISIS ENZIMATICA

El mecanismo propuesto en la literatura para la degradacion de la celulosa
puede resumirse en tres etapas: Primero la endo 3-1,4-glucanasa actua al azar
sobre los enlaces B-1,4 glucosidicos internos presentes entre las unidades de
glucosa que forman la molécula de la celulosa, y convierte las cadenas largas a
oligosacaridos, los cuales mantienen la configuracion B de su estructura. La
accion de esta enzima es sobre las regiones amorfas de la molécula de
celulosa o sobre la superficie de las microfibrillas, y tiene como resultado la
disminucion de la longitud de la cadena de celulosa y la creacién de nuevos
extremos reactivos que sirven de sustrato para la posterior accion de C1 ( Lee

1997; Ovando y Waliszewski, 2005; Buitrago y Tenjo, 2007).

En la segunda etapa actia la exo B-1,4-glucanasa, la cual es una enzima que
corta la cadena 1,4 B-D-glucano a partir del extremo no reductor de la molécula
de celulosa y de las celodextrinas, o que provoca la remocion de unidades de
celobiosa o0 glucosa (Lee, 1997). Ambas enzimas endoglucanasa Yy
exoglucanasa son inhibidas por uno de los productos de la hidrolisis enzimatica,
la celobiosa, lo que disminuye la eficiencia de la hidrolisis (Lee, 1997; Palmqvist

y Hahn-Héagerdal, 2000).
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Una vez degradada las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la tercera
etapa de la hidrdlisis, en donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada,
como resultado de la accién sinergistica de la endoglucanasa y la exoglucanasa
(Ovando y Waliszewski, 2005). Finalmente, una etapa que limita la degradacién
de la celulosa es la hidrdlisis de la celobiosa a glucosa mediante la accion de la
B-1,4-glucosidasa Cb, porque las glucanasas son inhibidas por la celobiosa

(Lee, 1997).

[.3 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULASAS

Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de bacterias y hongos
aerdbicos o anaerobicos, mesofilos o terméfilos. Sin embargo, sélo algunos de
ellos producen enzima celulasa extracelular capaz de hidrolizar la celulosa

(Dongowski et al.,2002).

A partir de los hongos aerdébicos, tales como: Trichoderma viride, Trichoderma
reesei, Penicillium pinophilum, Sporotrichum pulverulentum, Fusarium solani,
Talaromyces emersonii y Trichoderma koningii, se han obtenido los complejos
celuloliticos utilizados en la mayoria de los estudios (Marquina, 1991; Aden et
al, 2002), debido a que presentan un sistema enzimatico completo de celulasas
capaces de degradar parcial o totalmente la celulosa en celobiosa y glucosa.
Entre estos microorganismos, el hongo filamentoso T. reesei se caracteriza por
la efectividad que tiene en la degradacion de la celulosa nativa y cristalina con
el complejo celulolitico que produce y secreta, el cual presenta las tres

actividades necesarias para la hidrolisis de la celulosa (endo-B-1,4-glucanasa,
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exo-B-1,4-glucanasa y B-1,4-glucosidasa) (Aden et al., 2002). También, las
celulasas de T. reesei tienen la ventaja de que estas son resistentes a
inhibidores quimicos y estables en reactores agitados bajo condiciones de pH

4.8 a 50 °C durante 48 h (Ryu y Mandels, 1980).

1.10 PREPARADOS CELULOLITICOS COMERCIALES

En la actualidad existen disponible numerosos preparados enzimaticos
comerciales grado alimenticio que contienen principalmente actividad
celulolitica (endo-B-1,4-glucanasa E.C.3.2.1.4, exo-B-1,4-glucanasa
E.C.3.2.1.91, B-1,4-glucosidasa E.C.3.2.1.21). Estos preparados enzimaticos
son obtenidos de microorganismos de origen fungico y bacteriano, que
principalmente provienen de los microorganismos Trichoderma sp., Aspergillus
niger y Bacillus subtillis (Bhat, 2000). Algunos de estos preparados enzimaticos
son: Crystalzyme PML-MX de Valley Research Inc., Biocellulase A de Quest
Intl., Celluclast 1.5 L de Novo Nordisk, Econase Ce-S de Enzyme Development
Co., Cellulase AP30K de Amano Enzyme, Stonenzyme Plus, Zymafilt L-300 y
Macerex de Enmex S.A. de C.V., Novozym 342 de Novo Industries, Cellubrix L
de Novo Nordisk y Cellulase de Bio-Cat Inc. Todos son solubles en agua y su
presentacion es en estado liquido, excepto el preparado Cellulase que es en
polvo. Estos solamente son algunos de los preparados enzimaticos
comercialmente disponibles en el mercado, ya que existen muchos de ellos,

dado a la amplia gama de aplicaciones que tienen las celulasas en las
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diferentes industrias tales como de alimentos para consumo humano, alimentos

para animales, en textiles y combustibles (Ovando y Waliszewski, 2005).

1.11 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Los compuestos denominados carbohidratos o glacidos son de suma
importancia, debido a que estos son la principal fuente de energia para el
cuerpo, para ello la mayoria de los andlisis que se realizan a los alimentos son
para identificar y cuantificar los glicidos y asi conocer cual es la ingesta
caldrica. Los carbohidratos también llamados azucares, osas o sacaridos, son
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas o compuestos poliméricos que por
hidrolisis producen polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas. Segun el numero

de unidades de azucares sencillos que posean se clasifican en:

Monosacéridos o azucares sencillos, que a su vez pueden ser aldosas cuando
contienen el grupo aldehido o cetosas cuando contienen el grupo cetona. los
monosacaridos naturales pertenecen a la serie D de los azlcares y pueden

tener entre tres y hasta siete atomos de carbono.

e Disacaridos que estan formados por dos monosacaridos unidos entre si
por enlaces glucosidicos.

e Oligosacéaridos que tienen entre tres y diez monosacaridos unidos
también por enlaces glucosidicos.

e Polisacaridos que son polimeros naturales con varios miles de unidades
de azucar sencillo ligadas entre si.
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De acuerdo con lo anterior, ademas de reconocer si un compuesto pertenece a
la familia de los carbohidratos, es necesario diferenciar si se trata de un
monosacarido tipo aldosa o cetosa, si es facilmente oxidable o no, es decir si es
un azucar reductor o no lo es, si es de cinco atomos de carbono (pentosa) o de
seis &tomos de carbono (hexosa), si es disacarido o polisacérido (Hart et al.,

1997).

1.12 FERMENTACION

El etanol es un producto del metabolismo de algunos microorganismos que
puede ser obtenido por la hidrolisis de sustratos ricos en carbohidratos como

pueden ser la cafia de azucar, maiz, arroz, etc. (Karimi et al., 2006).

En teoria, se pueden obtener a partir de 1 gramo de glucosa 0,511 g de etanol
(Buitrago y Tenjo, 2007). Cuando se fermentan sustratos puros el rendimiento
es del 95% y se reduce al 91% cuando se utilizan materia primas grado
industrial, las levaduras generalmente demuestran un grado de rendimiento de
etanol cercano al 0,42 g/g bajo condiciones adecuadas a partir de xilosa

(Karimi et al. , 2006).

Existen diferentes tipos de fermentacion; batch o discontinua, continua o lote
alimentado. La fermentacion batch, consiste en un sistema cerrado (sustrato,
cultivo de levadura) donde los productos se recogen hasta el final del proceso,
siendo esta la més utilizada en los procesos industriales por ofrecer un menor

costo de produccién y requiere de un menor control en comparacion con otros

34



procesos. Mientras que durante la fermentacion continua, el crecimiento de
microorganismos debe de ser mantenido constante mediante el bombeo de
medio fresco y la eliminacion del medio utilizado, lo cual permite al sustrato
mantenerse constante durante el proceso de fermentaciébn. En cambio, la
fermentacion de lote alimentado consiste en un proceso de alimentacion
intermitente ya que permite la entrada de materia (sustrato e inoculo) al

sistema, pero no la salida (Buitrago y Tenjo, 2006).

1.12.1 MICROORGANISMOS FERMENTATIVOS

Uno de los principales organismos utilizados para la fermentacion es la levadura
de Saccharomyces cerevisiae, que aungue es eficiente para la produccion e
etanol, tiene la limitante de ser selectivo para el sustrato a utilizar, como
algunos otros microorganimos, por ejemplo Mucor indicus, Candida shehatae,
Zymomonas mobilis o Trichoderma sp. Actualmente, microrganismos como
Escherichia coli o Klebsiella oxytoca han sido modificados genéticamente para
la produccién eficiente de etanol a partir de hexosas y pentosas presentes en

polimeros de hemicelulosa (Zaldivar et al., 2005).

1.12.2 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Reino: Fungi — Mycetae

Divisién: Amastigomycota — Eumycota
Subdivisién: Ascomycotina

Clase: Ascomycetes — Hemiascomycete
Subclase: Hemiascomycetidae

Orden: Endomicetales — Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae — Endomycetaceae
Subfamilia: Saccharomycetoidea
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e Genero: Saccharomyces
e [Especie: cervesiae

Saccharomyces cerevisiae es una de las especies mas utilizada en la industria
debido a su facil manipulacion, tolerancia a las altas concentraciones de etanol
bajo costo, capaz de usar altas concentraciones de azUcar. Dentro de las
caracteristicas del cultivo, cabe sefalar que su pH 6ptimo para el desarrollo se
encuentra entre 4 y 5 para reducir el riesgo de contaminacion bacteriana,
ademas el rango de temperatura para este proceso se puede presentar entre
los 28°C - 39°C, sin embargo, cerca de los 39°C la viabilidad celular se ve

afectada (Leveau y Bouix, 2000; Tejeda et al., 2011).
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. MATERIALES Y METODOS

2.2  DEFINICION DE POBLACION Y MUESTRAS

El proceso experimental se realizé durante los meses de Junio y Julio del 2012
en los laboratorios de Olds College Centre of Innovation ubicado en Olds,
Alberta, Canada. La materia prima de rastrojo de Cebada y Trigo fueron
proporcionados por una granja local cercana al poblado. Dicho material fue

recolectado durante el mes de Mayo de 2012.

2.3  PREPARACION DE MATERIA PRIMA

La materia prima fue secada en una estufa de aire circulante (Shell Lab,
Sheldon Manufacturing, Inc) a 50°C durante 72 horas para eliminar cualquier
resto de humedad. Posteriormente, fueron triturados en un molino (Thermomix,
vorwerk ) hasta alcanzar un tamafo de particular de 2 mm, finalmente el
material vegetal molido y seco, fue conservado en bolsas de plastico hermética

(Ziploc) a 4 °C hasta su uso ( Saha et al., 2005).

Keshwani y Cheng (2009) sugieren una molienda de 10-30 mm para las
especies maderables y de 0.2 a 2 mm para pastos y forrajes, ya que si se
realiza una molienda excesiva se presenta una reduccion significativa en la
cantidad de azucares reductores y por lo tanto del etanol posterior al proceso de

fermentacion.
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2.4 PRE-TRATAMIENTOS DEL MATERIAL VEGETAL

De acuerdo con la metodologia implementada por Dien et al. (2011) and Detroy
et al. (1981) con algunas modificaciones, el experimento se realiz6 en matraces
Erlenmeyer de 125 mL donde las muestras fueron pre tratadas con un volumen
de 12.0 mL de solucién de H,SO, en cinco diferentes concentraciones (1.0, 2.0,
3.0, 4.0 y 5.0 % v/v) en combinacion con 1.5 g de material vegetal por triplicado,
posteriormente, se introdujeron en una autoclave (Sanyo MLS-3780 ) a 121 °C
durante 1 h. Concluido este periodo de tiempo, se dejaron atemperar las
muestras y fueron filtradas en un embudo Buchner con papel filtro (Whatman
No. 1) usando 120 mL de agua desionizada a temperatura ambiente para el
lavado, recuperando y pesando los sélidos presentes en la muestra (Wang et

al., 2010).

2.5 CURVA DE CALIBRACION PARA GLUCOSA

Se preparé una solucion stock de glucosa 1% (p/v) para realizar diluciones 'y

ser tratadas de acuerdo a la prueba de Benedict (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Patron de disolucién para curva de calibracién de glucosa

Tubo No. mL de solucion de mL de agua mL  reactivo de
glucosa Benedict
1 0 5.0 1.0
2 0.5 4.5 1.0
3 1.0 4.0 1.0
4 15 3.5 1.0
5 2.0 3.0 1.0
6 25 25 1.0
7 3.0 2.0 1.0
8 3.5 15 1.0
9 4.0 1.0 1.0
10 4.5 0.5 1.0
11 5.0 0 1.0

Se elabor6 la curva patron donde se grafic6 en el eje de las abscisas el
promedio de la absorbancia determinada a 735 nm y en el eje de las ordenadas
el promedio de la concentracion de glucosa determinada en g/L. Se determiné

la ecuacion de la recta que relaciona a los dos parametros:

Y= b+bx

En donde “y”’ representa la absorbancia que se determiné6 a 735 nm, “X

“* ”

representa la concentracion de glucosa que se determiné en g/L, “m

representa la pendiente de la linea recta y “b” es la interseccion al origen.

De esta manera se pudo determinar la ecuacion que se muestra en la Figura 7.:
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Figura 7. Ecuacién de la curva de calibracién para glucosa

2.6 CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES

2.6.1 PRUEBA DE BENEDICT

Esta prueba identifica azlcares reductores (aquellos que tienen su OH libre del
C anomérico), como lactosa, glucosa, maltosa y celobiosa. En soluciones
alcalinas, pueden reducir el Cu®* que tiene color azul a Cu+, que precipita de la

solucion alcalina como Cu,O de color rojo-naranja.
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El reactivo de Benedict consta de:

e Sulfato caprico
e Citrato de sodio
e Carbonato Anhidro de Sodio

e Ademas se emplea NaOH para alcalinizar el medio.

El fundamento de esta reaccion radica en que en un medio alcalino,
el ion cuprico (otorgado por el sulfato cuprico) es capaz de reducirse por efecto
del grupo Aldehido del aztucar (CHO) a su forma de Cu+. Este nuevo ion se
observa como un precipitado rojo ladrillo correspondiente al 6xido cuproso

(CUzo).

El medio alcalino facilita que el azucar esté de forma lineal, puesto que el
azucar en solucion forma un anillo de pirandésico o furandsico. Una vez que el
azucar esta lineal, su grupo aldehido puede reaccionar con el ion cuprico en

solucion (McMurry, 2001)

En estos ensayos es posible observar que la fructosa (una cetohexosa) es
capaz de dar positivo. Esto ocurre por las condiciones en que se realiza la
prueba: en un medio alcalino caliente esta cetohexosa se tautomeriza (pasando

por un intermediario endlico) a glucosa (que es capaz de reducir al ion cuprico).

Los disacéridos como la sacarosa (enlace a (1 — 2) O) y la trehalosa (enlace
a(1—1)0), no dan positivo puesto que sus OH del C anoméricos estan siendo

utilizados en el enlace glucosidico.
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En resumen, se habla de azucares reductores cuando tienen su OH del C
anomeérico libre, y éstos son los que dan positivo en la prueba de Benedict

(Carey, 2000).

Para la prueba de azucares reductores del hidrolizado previo y posterior al pre
tratamiento enzimatico se utilizé6 un 1 mL de cada preparacion, colocandolo en
un tubo de ensayo con 4 mL de agua y 1 mL de reactivo de Benedict
cuantitativo (Benedict’'s Solution Quantitative, Carolina, Burlington NC), estos
se incubaron en agua caliente (90°C) durante 20 minutos, pasado el tiempo se
dejaron enfriar y se centrifugaron a 3000 rmp x 2 min. Se utilizo el sobrenadante
para la cuantificacion espectrofotométrica (HACH DR/400 U) a una longitud de

onda de 750 nm.

2.7 HIDROLISIS ENZIMATICA

El experimento de la hidrdlisis enzimética se realiz6 en matraces redondos de
250 mL usando la fraccion liquida filtrada del tratamiento acido, estabilizando el
pH de la solucién a un rango entre 4.5 — 5.0 con NaOH (10 M). Se afiadio la
disolucién enzimatica que consistié en 2 mL/100 g de las enzimas Cellobiase de
Aspergillus niger, C6105, Sigma Aldrich, USA) y Cellulase (de Trichoderma
reesei ATCC 26921, C2730, Sigma-Aldrich, USA) en un volumen apropiado de
buffer de NayH (C3HsO (COO)3, que fueron colocados en una incubadora (LAB-
LINE 3529, Incubator shaker) con agitacion constante de 100 rpm a 50°C

durante 72 h (Saha et al., 2005).
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2.8 PREPARACION DEL INOCULO

De acuerdo al método sugerido por Digman et al.,(2010) con modificaciones, el
in6culo fue preparado a partir del crecimiento del liofilizado de Saccharomyces
cerevisae (ATCC 24858) durante 24 h a 30°C en tubo con caldo nutritivo a
base de extracto de levadura (10g L), peptona (20g L™) y dextrosa (20g L™).
Posteriormente, se inocularon 5 placas Petri con la misma preparacion para
medio sélido (adicionando 15 g L™ de agar bacterioldgico). Se incubaron bajo
las mismas condiciones. Se tomaron colonias jévenes de S. cerevisae y se
disolvieron 10 mL de agua destilada estéril hasta alcanzar una turbidez que

represente 1.0 de la Escala de MacFarland a una longitud de onda de 600 nm.

2.9 FERMENTACION

El medio de cultivo fue preparado de acuerdo al método sugerido por Aurea-
Victoria (2010), donde se obtuvieron 100 mL del hidrolizado y le fue afiadido 1g
de extracto de levadura y 2g de peptona, ajustando el pH a 7.0 con NaOH (5
M) y esterilizados durante 15 min a 121°C. Se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y se adicion6 el inéculo (10% v/v) y fue incubado durante 36 h en

agitacion (200 rpm) a 35°C como es sugerido por Silva (2010).
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2.10 CURVA DE CALIBRACION PARA ETANOL

Se prepararon 5 soluciones de concentracion conocidas de alcohol etilico: 0.25,
0.50, 1.25, 2.50y 5.0 g/L. Se utilizé la metodologia de Microdifusion en camara

de Conway para obtener la siguiente ecuacion: y = 0,0195x + 0,0201

0,140
0,120 /
0,100
0,080 /
0,060

/ y =0,0195x + 0,0201
0,040 R2=0,9957
0,020 /

0,000 T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Figura 8. Representacion gréafica de la curva de calibracion para etanol

Se elabord la curva patron donde se graficé en el eje de las abscisas el
promedio de la absorbancia determinada a 630 nm y en el eje de las
ordenadas el promedio de la concentracion de alcohol etilico determinada en

g/L. Se determinoé la ecuacion de la recta que relaciona a los dos parametros:

Y= b+bx
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En donde “y”’ representa la absorbancia que se determindé a 630 nm, “X
representa la concentracion de alcohol etilico que se determiné en g/L, “m” es
el coeficiente de regresion o tasa de incremento de absorbancia dependiendo

de la concentracion y “b” es la interseccion al origen.

2.11 EVALUACION DE CONTENIDO DE ETANOL POR MICRODIFUSION

El proceso de cuantificacion se realizd6 mediante el método Microdifusion
utiizando una camara de Conway. La cual consisti6 en colocar 2 mL de
solucion acida de K,Cr,0O7 en la parte interna de la camara y 1 mL de solucion
de K,CO3 con 1 mL de muestra en la parte externa. Se incub6 por 20 min a
40°C, se recogi6 la fraccion liquida del compartimento interno y se aforé con 10

mL con agua destilada y leido por espectrofotometria a 630nm.

2.12 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Se realiz6 un analisis
de varianza y la prueba de medias (HSD a=0,05) donde se analizaron los
tratamientos (Concentracion de &cido sulfurico) contra las variables (azUcares
reductores del pre tratamiento &cido, azucares del tratamiento enzimético y
etanol  producido). Todos los experimentos fueron realizados con tres

repeticiones.
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. RESULTADOS Y DISCUSION

El pre tratamiento fisico de la materia prima lignocelulésico tiene como finalidad
la reduccion del tamafio de particula, facilitar la eliminacion de la lignina
presente y posibilitar la accién enzimatica. Es por ello que durante la
realizaciéon de este trabajo la biomasa de cebada y trigo fue reducida a un

tamafio de 2 mm en ambos casos.

De acuerdo a lo citado por Sanchez et al., (2010), el pre tratamiento es
indispensable para la biomasa lignoceluldsica ya que complementa la hidrolisis

enzimatica y posibilita la obtencién de altos rendimientos de azucares.

Las diferencias que existen entre los valores medios de la cantidad de azlcar
cuantificada posterior al tratamiento acido y posterior al tratamiento enzimatico
en las dos especies vegetales evaluadas. Donde la cebada presenta mayor
cantidad de azucares reductores en comparacion con el trigo; sin embargo, la
cantidad de alcohol producido es mayor en el trigo, la cual tuvo como

concentraciéon promedio de 10.07 mL de alcohol / Kg de biomasa (Cuadro 3).

Una posible explicacion al incremento de la concentracion de alcohol producido
en el trigo, puede estar relacionada al porcentaje de celulosa, hemicelulosa y
lignina presentes de acuerdo a lo publicado por Lee et al., (2007), donde
corresponde a 42% celulosa, 28 % hemicelulosa y 0 % lignina para cebada,
mientras que para el trigo los porcentajes son de 38 % celulosa, 29%

hemicelulosa y 15 % de lignina en base a materia seca.
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La diferencia en la presencia de lignina entre ambas materias primas, puede
ser la responsable del incremento en el contenido de alcohol, debido a que las
enzimas Cellobiase y Cellulase realizan la ruptura de los enlaces 13-
glucosidico en la estructura de la lignina y por lo tanto existe un incremento

tanto de moléculas de glucosa y fructosa disponibles para la fermentacion.

Cuadro 3. Produccion de azucares promedio (media + desviacidn estandar) posteriores al
pre tratamiento acido y enzimatico asi como la concentracién de alcohol en trigo y

cebada.
Variable Trigo Cebada
Azucares Pre tratamiento 14.6531+ 6.6337 | 15.9362+ 7.3007
Azucares posterior al 16.1561+ 6.2262 | 16.5063+ 6.4232

Tratamiento Enzimatico mg Kg™

Concentracion Alcohol mL Kg™ 10.0771+1.1490 8.5386 *+ 0.8968

El método de cuantificacion de Benedict es para azucares totales presentes,
considerando entre estos la glucosa, fructosa, galactosa, manosa y xilosa.
Cabe sefialar que este método, no es selectivo para determinar la
concentracibn de un azlcar especifico, esto solo permite identificar los
azucares reductores los cuales tienen su grupo hidroxilo (OH) del carbono

(C) anomeérico libre.

Para el caso de los azucares reductores producidos durante el pre tratamiento
(acido y enzimatico) demuestran que no hay diferencia estadistica entre las
dosis de acido sulftrico, aunque el contenido de los mismos si se incrementa

significativamente, independientemente de la dosis utilizada, con respecto a
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cuando no se adiciona acido sulftrico (testigo). Como se muestro en los

cuadros 4y 5.

Las concentraciones bajas de H,SO, (1y 2%) en la cebada no tienen ningun
efecto en la concentracién de alcohol producido; en tanto que las tres ultimas
(3, 4 y 5 %) disminuyen la concentracion de alcohol significativamente,

respecto al testigo.

Donde de acuerdo a los resultados obtenidos para la etapa de pre tratamiento
acido para trigo y cebada, existe una diferencia significativa (a=0,05) entre los
tratamientos de cebada con respecto al control durante el pretratamiento acido,
estableciendo valores de 1.0376 mg Kg™ en el testigo y 19.1808 mg Kg™ en el

tratamiento 4 como valor maximo en cebada (Cuadro 4) y valores de 1.1916

El descenso en la produccién de etanol en el trigo pudiera estar asociado con
la formacion de algunos acidos organicos o inhidores. Asi como lo reportado
por Erdei et al. (2010) y Doran et al. (2008), donde ponen de manifiesto que la
presencia de algunos inhibidores como el acido acético, hidroximetilfurfural y
furfural se encuentran presentes en 2.5 g /100 g de materia seca de trigo.
Con lo cual se disminuye la eficiencia del microrganismo fermentador, por ello

disminuye su rendimiento para la produccién de etanol.

Para el caso del trigo, la concentracion de 4 % de acido sulfurico es
estadisticamente mayor al resto, donde es mas alta, pero estadisticamente

igual a las concentraciones 3 y 5 %; en tanto que las concentraciones 1y 2 %
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no se diferencian del testigo, es decir no produce un incremento en la

concentracién de alcohol (Cuadro 5).

Cuadro 4. Concentracion media de azlucares en el tratamiento enzimatico, pre tratamiento
acido y concentracion de alcohol en cada tratamiento de acido sulfurico para cebada.

Tratamientos Azlcares Pre- Azlcares Concentracion

[ % H,SO4] tratamiento Enzimatico Alcohol
(mg Kg™) (mg Kg™) (mL Kg™)

Testigo (0) 1.0376 b 3.44 b 9.8572 a
Tratamiento 1 % 18.8932 a 19.5692 a 9.0187 ab
Tratamiento 2% 18.9216 a 19.9788 a 8.8383 ab
Tratamiento 3 % 18.6556 a 18.5548 a 8.2987 bc
Tratamiento 4% 19.1808 a 18.7924 a 7.3098 ¢
Tratamiento 5% 18.9288 a 18.6988 a 7.9094 bc

Las letras diferentes dentro de cada columna indican diferencia significativa (HSD a =

0.05)

Entre los tratamientos de trigo y cebada se presenté una variacion muy ligera,
la misma pudiera estar asociada a la actividad enzimatica, donde la accién de
corte de moléculas es continua durante las 72 horas del proceso de hidrolisis,
en este las enzimas siguen desdoblando estructuras hasta que no haya mas
enlaces que cortar, por lo tanto, estas pequefias moléculas que son por lo
general triosas, no pueden ser cuantificables por el método de Benedict, de
esta manera es posible asumir la escasa variacion entre los azUcares

producidos a partir del pre tratamiento acido y el enzimatico.

Es importante sefialar que, para el tratamiento enzimatico se utilizé un testigo
positivo para verificar la actividad enzimatica sin haber tenido un pre tratamiento
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acido. La mejor actividad del tratamiento enzimatico la mostrd el testigo de la

cebada.

Cuadro 5. Concentracion media de azUcares en el tratamiento enzimético, pre
tratamiento acido y concentracion de alcohol en cada tratamiento de acido sulfarico para

trigo.
Tratamientos Azlcares Azlcares Concentracion

[ % H2SO4) Pre- Enzimatico Alcohol

tratamiento (mg Kg™) (mL Kg™)
(mg Kg™)

Testigo (0) 1.1916 b 3.572b 9.2281 a
Tratamiento 1% 17.7712a 19.3172 a 8.3886 ab
Tratamiento 2% 17.0088 a 17.0376 a 9.7972 ab
Tratamiento 3% 17.0952 a 18.6988 a 10.5768 bc
Tratamiento 4% 16.376 a 18.8068 a 11.3258c
Tratamiento 5% 18.474 a 19.5044 a 11.1459 bc

Las letras diferentes dentro de cada columna indican diferencia significativa (HSD

A =0.05)

Comparado con los resultados obtenidos por Alarcén (2010), el punto maximo
de produccion de azlcares reductores para la harina de malanga es de 0,795 g
de azucares / g de harina de malanga y de 0, 526 g de azucares / g de harina
de yuca, en un experimento realizado a 95 °C por 5 horas a una concentracion
de H,SO, al 5% (v/v), transcurrido este tiempo, los azlcares reductores
disminuyeron, probablemente por la descomposicion de los azucares

reductores en acidos organicos, furfural o algan otro compuesto fendlico.

El tratamiento de H,SO, al 4% produjo de 0.342 a 0.487 g/g de azlcares
reductores en 24 horas para Water hyacinth, la cual es una planta flotante de

vida libre en Sudamérica (Satyanagalakshmi et al., 2011).
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Mientras Alarcon (2010), indica que la concentracion del 5% fue la mas
efectiva, Satyanagalakshmi et al (2011) sefialo en su caso el 4% de H,SO,4
como una concentracion eficiente, en este trabajo se sefiala de la misma
manera que las concentraciones del 4% para el caso de la cebada y del 5%

para el trigo son las que presentaron las mayores concentraciones de azucares.

En cebada el testigo fue significativamente superior a los tratamientos con 3, 4y
5% de H,SO, en cuando a la produccion de alcohol. Para el trigo en los
tratamientos 4 y 5% de H,SO, presentaron una mayor concentracion, aunque

no muestra una diferencia estadistica significativa. (Figura 9).

Comparacion de alcohol producido
entre cebada y trigo

12 be - be
5 a b ab
10 ab @ ab bc
o0 8
&
~ 6
—
E 4
2
0
CONTRO T1% T2% T3% T4% T5%
L
W Trigo 9,2281 8,3886 9,7972 10,5768 | 11,3258 | 11,1459
Cebada| 9,8572 9,0187 8,8383 8,2987 7,3098 7,9094

Figura 9. Medias con letras desiguales en pares de columnas indican diferencia
significativa de alcohol producido entre cebada y trigo ( mL kg™).

A nivel estadistico tanto en trigo como en cebada no fue posible visualizar una
correlacion significativa entre los valores de la concentracién de alcohol y la

cantidad de azUcares, tanto en el tratamiento enzimatico como en el pre
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tratamiento acido. En ambas especies se presenté una correlacién altamente
significativa entre los valores de azucares del pre tratamiento acido vy los del
tratamiento enzimatico (Cuadro 6 y 7). Cabe sefalar que la correlacion entre
azucares del pre tratamiento y los del tratamiento enzimatico en trigo, presenta
una correlaciéon de r=0.9939, siendo altamente significativa, mientras que en
esta misma relacion pero en cebada se tiene un valor de r=0.9962 teniendo
esta un mayor grado de correlacion. Lo cual nos indica que, a una mayor
concentracion de &cido sulfurico la concentracion de azucares reductores
disponibles incrementan, esto es posible mientras se mantengan las

condiciones del pre tratamiento.

Cuadro 6. Correlacion de Pearson entre la concentracion de azucares reductores
presentes posteriores al tratamiento acido y posterior al tratamiento enzimético asi como
la concentracion de alcohol en el caso del trigo.

AzUcares Pre AzUcares Concentracién
tratamiento posterior al Alcohol
Enzimatico

Azucares Pre 1,000 0,9939 0,3402
tratamiento
P(r=0) 0.000*** 0,0001 *** 0,5094 ns
Azucares 1,000 0,3697
Enzimatico
P(r=0) 0.000*** 0,4707 ns
Concentracion 1,000
Alcohol
P(r=0) 0.000***
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Cuadro 7 Correlacién de Pearson entre la concentracion de azucares reductores
presentes posteriores al tratamiento acido y posterior al tratamiento enzimatico asi como
la concentracién de alcohol para cebada.

AzUcares Pre AzUcares Concentracion
tratamiento posterior al Alcohol
Enzimatico
Azucares Pre 1,000 0,9962 -0,7285
tratamiento
P(r=0) 0.000*** 0,0000 *** 0,1005 ns
Azucares 1,000 -0,673
Enzimatico
P(r=0) 0.000*** 0,1427 ns
Concentracién 1,000
Alcohol
P(r=0) 0.000***

La cantidad de alcohol producido se encuentra ligada a dos factores, uno de
ellos es la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina contenida en cada una
de las materias primas que ha sido convertida a azucares simples después del
proceso enzimatico, y a la alta es especificidad del microrganismo fermentador.
En este caso Saccharomyces cerevisiae ATCC 28858 con selectividad por

glucosa y tolerancia a altas concentraciones de etanol.

Ademas es importante la conservacion de las condiciones (pH, temperatura y
tiempo) de la fermentacion, debido a que en un sistema continuo de

fermentacion esto permitira el éxito o el fracaso.

Zaldivar et al (2001), realizé la produccion de etanol a gran escala con
Saccharomyces cerevisiae, a un pH de 5.0 y 30°C, lo cual permite al

microrganismo fermentar los azlcares de acuerdo a su biotipo.
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Tomando en cuenta, que el incremento en la concentracién de etanol esta
relacionado con el incremento en la concentracion de glucosa, como lo
observado por Erdei et al. (2010), quien reporto que la concentracion de etanol
mas alta se encontrd a las 96 horas posteriores de la fermentacién, siendo esta
de 56,5 g L; usando trigo como materia prima. De igual manera el tiempo
marco una diferencia significativa en el trabajo realizado por Da Silva et al.,
(2010), con el uso de vainas de mezquite para la produccién de etanol en un
tiempo de 36 horas en un cultivo estatico, obteniendo valores de 141. 1 g L™ de

etanol.

En referencia a otros trabajos realizados para observar la produccién de etanol
a partir de residuos vegetales se encuentra el realizado por Malagon (2008),
donde la cantidad de alcoholes producidos por residuos vegetales esta ligada a
la concentracion de celulosa presente, como es el caso de la cascara de arveja
gue posé un 43% de celulosa y tiene la capacidad de producir 4.50 mL de
alcohol por litro, el brécoli 30 % y producir 5.21 mL de alcohol y la lechuga con

20% un total de 5.05 mL.

Con lo cual se puede presumir que las vegetales de Triticum vulgare y
Hordeum vulgare pueden ser considerados como sustratos potenciales para la
produccion de etanol por la via de la fermentacion con el uso de
Saccharomyces cerevisiae en un sistema de fermentacién continuo debido a la
cantidad de azUcares reductores que se producen durante el proceso de pre-

tratamiento.
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CONCLUSIONES

Se determiné la cantidad de azlcares reductores presentes en trigo Yy
cebada posterior a un pre tratamiento con acido sulfarico obteniéndose
14,6531+ 6,6337 mg Kg* y 15,9362+ 7,3007 mg Kg* para trigo y
cebada respectivamente. Lo cual nos indica que ambos materiales
lignocelulésicos son sustratos potenciales para su bioconversion a
bioetanol.

No se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre la
concentracibn de azucares reductores producidos durante el pre
tratamiento &cido y el tratamientos enzimatico.

Se demostr6 que los azucares generados en trigo y cebada son
fermentables por accién de Saccharomyces cerevisiae

Las concentraciones promedio de alcohol cuantificadas en trigo y
cebada corresponden a valores de 10.0771+1.1490 mL Kg™ y 8.5386 +
0.8968 mL Kg™ respectivamente.

La concentracibn media de azucares en el pre tratamiento acido y el
tratamiento enziméatico solo mostraron diferencias con respecto al testigo
mas no entre si, ademas se logr6 observar que una mayor
concentraciéon de acido sulfdrico durante el pre tratamiento acido
disminuye la concentracion de alcohol producido en el caso de la

cebada.
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En el caso del trigo las concentraciones de azucares posterior a los pre
tratamientos tampoco mostro diferencias estadisticamente significativas,
Para este material lignocelulosico una mayor concentracion de &cido
durante el pre tratamiento muestra una diferencia estadistica para el
alcohol producido al final de la fermentacion.

La cantidad de azucares reductores no varia con el uso de un
tratamiento enzimatico, por lo tanto, se plantea la posibilidad de realizar
el proceso de fermentacion sin necesidad de realizar un proceso de

hidrolisis enzimatica.
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