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RESUMEN

El arbol de mezquite, Prosopis sp. se encuentra distribuido en gran parte de México,
concentrandose mayormente en el norte del pais. En la ciudad de Mexicali, y sobre todo en
sus alrededores, el arbol de mezquite se encuentra disperso abarcando grandes areas por lo
que, pueden obtenerse facilmente enormes cantidades de vainas para su aprovechamiento.
En este proyecto se aprovecharon las vainas de Prosopis sp. recolectadas en las areas verdes
cercanas a la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autdnoma de Baja California (UABC)
campus Mexicali para su estudio en la produccién de alcohol por su contenido de azlcares

hidrolizables.

Fueron calculados los azUcares tanto reductores como totales presentes, ademas de la
concentracion de proteina y el contenido de fibra cruda en la harina de mezquite previamente
al tratamiento térmico y posterior a éste. Se inocularon diferentes cepas flngicas productoras
de celulasas en la harina de mezquite para hidrolizar la biomasa lignocelulésica y obtener
mas azUcares presentes, obteniendo como concentracion maxima 49.84 g/100 g en azucares
totales, que fueron fermentados por cepas bacterianas y por la levadura ampliamente
estudiada Saccharomyces cerevisiae, que produjo una concentracion méaxima de 126.38 g/L
de bioetanol. Finalmente se obtuvo que la flamabilidad del bioetanol producido resulta de
mayor calidad comparado con la flamabilidad de la gasolina PEMEX Premium debido a que

esta Ultima genera humos visibles y residuos sélidos peligrosos.

El enfoque principal de este trabajo fue el aprovechamiento del residuo agricola para su

uso como fuente renovable para la produccién de un combustible ecoldgico.
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1. INTRODUCCION

La busqueda de fuentes alternas de energia renovable ha surgido como una necesidad a
causa de la acelerada disminucion de reservas mundiales de petréleo por la generacion de
combustibles en gran cantidad, los precios internacionales del petréleo, la tensa situacion
politica en las mas grandes areas de produccion de petréleo, la preocupacion por el alto nivel
de contaminacién y calentamiento global. Desarrollando fuentes alternas de energia, como
es el caso del etanol, se espera que cada vez exista menos contaminacion, (Medina et al.,
2011; Castafio et al. 2011).

La utilizacién de biomasa proveniente de los residuos o desechos agricolas, es una
posible opcion para desarrollar fuentes alternas de energia. Debido a que la biomasa posee
una excelente versatilidad y teniendo la ventaja principal de ser renovable, una gran variedad
de especies de plantas pueden encargarse de proporcionar una inagotable cantidad de materia
prima para el desarrollo de estas fuentes de energia. Con las constantes innovaciones
tecnoldgicas, se han desarrollo nuevas metodologias con las que se podran producir

combustibles renovables (Utrilla, 2004).

El etanol es un combustible que puede producirse por via sintética mediante la
hidratacién catalitica del etileno (Chaves, 2006), o también a partir de una gran variedad
de plantas, y debido a la utilizacién de biomasa rica en azlcares para la fermentacién, a este
etanol se le conoce como bioetanol. La variacion de su calidad dependera del producto
agricola utilizado y del rendimiento entre el combustible consumido y el generado en dicho
proceso (Monbiot, 2008).

Entre las ventajas mas destacables de usar bioetanol como fuente de combustible
renovable se encuentran el que puede ser producido y almacenado facilmente, es
biodegradable, se reducen las emisiones de los gases invernaderos en un 40 — 80% comparado
con los emitidos por los carburantes fosiles, contribuyendo asi a la mejora de la calidad del
aire en zonas urbanas. Ademas, no es cancerigeno, no contamina el agua, y en mezcla con
gasolina aumenta el octanaje del combustible y promueve una mejor combustién. Por
consecuencia se puede decir que el bioetanol es amigable con el ambiente si se compara con

el resto de los carburantes (Guerra et al., 2008), y como combustible para motor es mejor por


https://es.wikipedia.org/wiki/Combustible
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta

tener un octanaje superior al de la gasolina y una presion de vapor mas baja, lo cual significa
una menor flamabilidad. Esto reduce el nimero y gravedad de incendios en los vehiculos
(Moreira 'y Goldemberg, 1999).

En México los éteres de terbutilo son muy utilizados como aditivos en mezclas con la
gasolina, en especifico MTBE (metil terbutil éter), pero el problema de utilizar este tipo de
sustancias es que producen compuestos recalcitrantes imposibles de degradar quimica o
biolégicamente, que con el tiempo se acumulan en los mantos freaticos y se vuelven
cancerigenos en concentraciones de partes por millon. Aqui es donde el bioetanol toma

importancia al ser introducido como sustituto de estos aditivos (Utrilla, 2004).

Este tema aun se encuentra sujeto a una fuerte polémica porque algunos lo califican
COmo un recurso energético potencialmente sostenible que ofrece ventajas medioambientales
y econémicas a largo plazo en contraposicion a los combustibles provenientes de los fdsiles,
mientras que para otros es el responsable de grandes deforestaciones y del aumento del precio
de los alimentos, al suplantar selvas y terrenos agricolas para su produccion, dudando ademas
de su rentabilidad energética (Monbiot, 2008).

En nuestro pais, la necesidad de realizar cambios en el sector energético ha ido
aumentando de manera preocupante debido a la mala implementacién de las reformas y
reglamentos afines por parte del gobierno, aqui es donde destaca la importancia de ir en la
busqueda de soluciones alternativas que permitan el desarrollo de sistemas eficientes
relacionados a la produccion y consumo de energia, incluso implementar proyectos para
nuevas fuentes de energia y no limitarse inicamente al cambio de politicas y reglamentos de
explotacion de las fuentes de energia no renovables que aun quedan (Vazquez y Dacosta,
2007).



2. MARCO TEORICO

2.1. Mezquite

El mezquite de nombre cientifico Prosopis sp es una planta tropical perenne (Figura 1)
que se desarrolla mayormente en los climas calidos y regiones aridas y semi-aridas, es nativo
de América Central y América del Sur pero se ha extendido hasta América del Norte. Se
considera materia prima viable para procesos fermentativos debido a su bajo costo y su
produccion de frutos Ilamados vainas, que en su etapa madura (Figura 2) presentan un alto
contenido de azucares hidrolizables que generan muchos compuestos incluyendo el etanol
(da Silva et al., 2011).

La produccién de vainas por arbol puede variar desde unos 15 kg hasta 20 kg
dependiendo tanto de las condiciones del lugar donde se desarrolle el arbusto como la

disponibilidad de humedad, ademas del sistema de cultivo y de la especie (INECC, 2007).

FIOr am—

Vainas ==

| s ol i «

Figura 1. Prosopis juliflora (Adaptado de Blanco, 1883).

Debido a su amplio rango ecolégico, a pesar de soportar sequias y presentar preferencia
por los climas calidos, puede desarrollarse en lugares con temperaturas entre 20 a 29 °C, con
precipitaciones que oscilan entre los 900 y 1200 mm anuales, en altitudes que van desde el
nivel del mar hasta los 2200 m, tienen preferencia por las llanuras y los bajios, mayormente

se desarrollan sobre suelos profundos (Rodriguez et al., 2014).

El género Prosopis posee 44 especies que pertenecen a la familia de las leguminosas que
crecen en forma de arboles o arbustos espinosos en zonas con suelos aridos, resisten sequias

y son altamente resistentes a la salinidad por sus grandes longitudes radiculares que



profundizan en el suelo (Tudge, 2006). Sus frutos son legumbres que varian de tamafio,

forma, coloracién y contenido de compuestos dependiendo de la especie (Roméan, 2016).

s .I

Figura 2. Vaina madura de Prosopis juliflora.

Entre otros usos del mezquite estan el campo medicinal en donde es usado para combatir
la disenteria, como problemas de colitis o afecciones en el intestino y enfermedades en los
0jos; su madera es muy utilizada para construccion en zonas rurales por poseer una alta
dureza y durabilidad. En el &rea artesanal es muy utilizada para construir muebles para
vivienda como closets, cajones, estantes, mesas Yy sillas (INECC, 2007). Destaca por sus
propiedades ecoldgicas ya que tiene una gran capacidad de fijacion del nitrgeno atmosférico
y por consecuencia mejora la fertilidad del suelo ademas de controlar la erosiéon y
proporciona alimento y refugio a la fauna silvestre (Roman, 2016).

Estas caracteristicas le dan al mezquite una gran importancia para ser introducido como
cultivo domesticado con las propiedades de disminuir la erosién de los suelos en las regiones
aridas y semi-aridas asi como la desertificacion. Actualmente en México las especies P.
juliflora, P. glandulosa, P. velutina, P. pubescens, P. reptans, P. articulata, P. tamaulipina,
P. palmeri y P. laevigata se encuentran cubriendo una superficie total de aproximadamente

el 12.7% del pais y mayormente posicionados en la zona norte (Roméan, 2016).

2.2. Importancia de la produccion de bioetanol

En el siglo XVII se introdujo en la region noreste de Brasil la cafia de azucar, alcanzando
una produccion de 273 millones de toneladas en el afio 1996. Se produjeron 13.5 millones de
toneladas de azucar y 13.9 millones de litros de etanol, el cual, la mayor parte de este es
usado de dos maneras, como oxigenante y a la vez potenciador del octanaje de la gasolina

(mezcla de 22% de alcohol y 0.4% de agua) que tiene efectos positivos en el rendimiento del



motor y en las emisiones; y en motores de etanol puro en forma de etanol hidratado (Moreira
y Goldemberg, 1999). Es importante mencionar que el octanaje es el valor de la capacidad
antidetonante que poseen los combustibles con la finalidad de reducir las probabilidades de
explosién en motores de combustion interna, es por eso que este juega un papel importante

en la calidad del combustible (Barroso, 2013).

El etanol desempefia un trabajo excelente como combustible de motor ya sea en mezcla
0 puro debido a que tiene un numero de octano que excede al de la gasolina y una presion de
vapor mucho mas baja que produce una menor emision de evaporacion proponiendo una
notable reduccion en el indice de incendios y explosiones en automdviles, junto a esto, la
reduccion de las emisiones de gases contaminantes producidos por la combustion de la
gasolina. Ademas su proceso de produccion implica también un notable decremento en la
generacion de contaminantes en comparacion con el combustible obtenido a partir de fésiles
(Moreira y Goldemberg, 1999). En la tabla 1 se puede observar una comparacion entre las
principales caracteristicas de la gasolina tipica y el etanol, demostrando que este ltimo tiene

mas ventajas sobre aquella.

Tabla 1. Propiedades de la gasolina y del bioetanol (Horta et al., 2008).

Parametro Unidad Gasolina Etanol
kJ/kg 43.500 28.225
Poder calorifico inferior i
kJ/litro 32.180 22.350
Densidad ka/litro 0.72-0.78 0.792
Octanaje (Research Octane Number) - 90 - 100 102 - 130
Octanaje (Motor Octane Number) — 80 -92 89 - 96
Calor latente de vaporizacion kJ/kg 330 - 400 842 - 930
Relacion aire/combustible
_ ) 14.5 9.0
estequiométrica
Presion de vapor kPa 40 — 65 15-17
Temperatura de ignicion °C 220 420
Solubilidad en agua % en ~0 100
volumen




Antes de que comenzara el Programa Brasilefio de Alcohol, cuando la gasolina era el
unico combustible en uso, las emisiones de mondxido de carbono eran mas altas de 50 g/km
conducido y habian sido reducidas hasta menos de 5.8 g/km en 1995. Las concentraciones
de plomo en el ambiente de la Region Metropolitana de Sao Paulo cayeron desde 1.4 pg/m®
en 1978, hasta menos de 0.10 pg/m® en 1991, segun la CETESB (la Compaiiia
Medioambiental del estado de Sao Paulo) esta muy por debajo del estandar de calidad del
aire de 1.5 pg/m3® (Goldemberg, 2008).

El uso de etanol puro en motores de combustion tiene un inconveniente, el cual es un
incremento en las emisiones de aldehido en comparacion con la gasolina, y aunque esto ain
se encuentra en discusion, las emisiones de acetaldehido producidas por la combustion del
etanol siguen siendo menos agresivas para salud humana y el medio ambiente que el

formaldehido producido por la gasolina (Goldemberg, 2008).

2.3. Sintesis de azUicares

El azlcar es un carbohidrato natural que puede ser encontrado en frutas y vegetales.
Todas las plantas verdes generan azlcares en forma de celulosa mediante la fotosintesis. Las
plantas tienen la capacidad de absorber el CO2 atmosférico, el cual es oxidado con ayuda de
agua y nutrientes obtenidos por las raices, llevando a cabo una serie de reacciones que
resultan en azUcares y la liberacion de agua y oxigeno a la atmdsfera como productos finales
por accién de la luz solar, produciendo ademas almidén como reserva de energia (Mathews
et al., 2002; Taiz y Zeiger, 2006).

2.4. Biomasa lignocelulésica

La lignocelulosa es el mas abundante y principal componente de la pared celular de
arboles y plantas, la cual a su vez esta conformada por tres componentes de naturaleza
polisacérida: celulosa, hemicelulosa y lignina (Figura 3), que son producidos por la
fotosintesis (Cuervo et al., 2009). El porcentaje de constitucion de cada uno de estos
componentes variara dependiendo del tipo de planta o arbol. Los rangos para la madera
generalmente son celulosa: 38 — 50%, hemicelulosa: 23 — 32% y lignina: 15 — 25% (Chavez
y Domine, 2013).



A los materiales con alto contenido lignocelulosico se les considera como materia prima
viable para la produccion de etanol. Para poder obtener los azucares a partir de estos
materiales, es necesario realizar procesos previos de degradacion de componentes. Primero
se necesita realizar un pretratamiento para la reduccion de tamafio de la muestra (tabla 2) y
asi favorecer la hidrolisis de los compuestos. Después continuda la hidrolisis de la muestra, en
la cual se generan azlcares monoméricos derivados de la celulosa, hemicelulosa y, aunque
no es un componente lignocelulésico, del almidon. Esta hidrolisis puede ser llevada a cabo
por vias quimicas que incluyen el uso de reactivos acidos o alcalinos, o bien por via
enzimatica (Medina et al., 2011), la cual resulta ventajosa comparada con la via 4cida o
alcalina debido a su baja toxicidad, bajo costo y baja corrosion, ademas de no haber
formacion de subproductos inhibitorios durante la hidrdlisis cuyas reacciones son

consideradas amigables con el ambiente (Sarkar et al., 2012).

Tabla 2. Ejemplos de tratamientos a materiales lignocelul6sicos (Medina et al., 2011).

Métodos Procedimientos Referencia
Pulverizado mecéanico Molienda Sun y Cheng, 2002
Pirolisis Temp > 300 °C Yuy Zhang, 2003
Vapor saturado a 160-260 °C, P = 0.69-4.85
MPa por unos segundos o minutos y Soderstromet al.,

Explosién a vapor . . L =
liberacion de presion hasta presion 2003

atmosférica

Agua caliente a presion T = 170-230 °C, 1-46

Agua liquida caliente Lynd et al., 2002

min
Explosién de fibra con 1-2 Kg de amoniaco/kg de material seco 90 Chundawat et al.,
amoniaco °C/30 min 2007
Explosion con CO; 4 kg de CO2/kg de material P = 5.62 MPa Sun y Cheng, 2002
Ozonolisis Ozono a temperatura y presién ambiente Sun y Cheng, 2002
Hidrolisis con &cido H2SO04, HCI, HNOs 1-5% (T = 120-160 °C 1 | Rodriguez-Chong et
diluido MPa) al., 2004
Hidrolisis conacido | H,50, 10-30%, 4cido paracético 21-60%, (T | Tgiveira et . 1999
concentrado =170-190 °C)

Hidrdlisis alcalina NaOH diluido, 24 h/60 °C Sun 'y Cheng, 2002

Organosolventes Solventes organicos y su mezcla con 1% Lynd et al., 2002

H,SO4 y HCI



2.4.1. Descripcién de los componentes lignoceluldsicos

La celulosa es un biopolimero de alto peso molecular formado por monomeros de
glucosa unidos por enlaces B-glucosidicos en el carbono 1 y el carbono 4 (Medina et al.,
2011), y sumado a su larga estructura lineal con puentes de hidrogeno en los grupos hidroxilo,
hace que sea insoluble en agua. Es una fibra vegetal cuyo aspecto ante el microscopio es muy
parecido a un cabello, con grosores y longitudes dependientes del tipo del vegetal al que
pertenezca. Estas fibras en conjunto, compactadas y enlazadas entre si proporcionan la
rigidez a los vegetales (Cruz, 2014). En las cadenas de celulosa se encuentran dos diferentes
grupos terminales en sus extremos. En uno de estos esta presente un grupo no reductor donde
se encuentra una estructura de anillo cerrada, en el otro se encuentra un grupo reductor con
una estructura alifatica y un grupo carbonilo. La biosintesis controlada de celulosa permite
la disposicion de largas cadenas lineales que pueden alinearse lado a lado creando fibras de
gran resistencia mecanica y como consecuencia su resistencia a la traccion es comparable

con el acero (Festucci-Buselli et al., 2007).

Por otra parte, la hemicelulosa es de bajo peso molecular y tiene cadenas laterales cortas
que constan de diferentes azlcares que son polimeros faciles de hidrolizar. Su estructura con
carbohidratos complejos contiene polimeros como pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas
(glucosa, manosa, galactosa) y grupos acetilo. En la madera dura, el componente
predominante de la hemicelulosa es el xilano, mientras que en la madera blanda el
componente predominante es el glucomanano. La hemicelulosa funciona como conexion
entre las fibras de celulosa y lignina proporcionando asi una mayor rigidez al complejo

lignocelulésico (Hendriks y Zeeman, 2008).

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado que brinda rigidez,
impermeabilidad, soporte estructural, proteccion a la celulosa y hemicelulosa (Oliva, 2003;
Cuervo et al., 2009), resistencia ante ataques microbianos y estrés oxidativo. Esta
conformada por tres unidades diferentes de fenilpropano que se encuentran unidos por
diferentes tipos de enlaces. Es visualmente inactiva e insoluble en agua; su degradacion es
muy complicada (Hendriks y Zeeman, 2008). No puede darse una definicidn precisa de la
lignina dado que su naturaleza es estar relacionada con multiples unidades estructurales, las

cuales no suelen repetirse de forma regular porgque la composicién y estructura de la lignina



varian dependiendo de su origen y el método de extraccién o aislamiento utilizado (Chavez
y Domine, 2013).
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Figura 3. Representacién del complejo lignocelulésico (Bidlack et al., 1992).

2.4.2. Almidon

El almidon no es un componente del material lignocelulésico, pero al igual que la
celulosa, puede ser utilizado para la obtencion de alcohol mediante su descomposicion en
azlcares monomericos. Es un polisacarido muy abundante que se encuentra naturalmente
como reserva en la mayoria de los vegetales y estd compuesto por unidades monoméricas de
glucosa, siendo muy diferente en cuanto a sus propiedades debido la configuracion de sus
enlaces glucosidicos. Cuando el almidén se rompe se liberan las unidades de glucosa que
pueden ser utilizadas por las células principalmente como fuente de carbono y reserva de

energia (Madigan et al., 2009).



2.5. Fermentacion alcohélica

La fermentacion es un proceso biologico catabdlico de oxidacion incompleta en ausencia
de oxigeno cuyo producto final es un compuesto organico (Delgado et al., 2014), y es llevada
a cabo por microorganismos como levaduras, entre ellas la més conocida y utilizada en la
industria alimenticia Saccharomyces cerevisiae y algunos tipos de bacterias (Garcia, 2009),
en el cual ocurre una glucolisis o ruta de Embden-Meyerhof, que es el proceso en el que una
molécula de glucosa (CeH1206) se degrada transformandose en dos moléculas de acido
piravico, ademas de producir energia en forma de ATP y NADH; (Mathews et al., 2002)
(véase Figura 4). Desde este punto divergen diferentes vias metabélicas que conducen a la
sintesis de una variedad de productos finales (Garcia, 2009).

H o GLUCOLISIS
¢ @@ 1@ 5D
H-C-OH ?
HO-(';-H s L \f;;_ "
H-C-OH é;
H-C-OH $ie
CH,OH Acido piruvico
Glucosa 2(NAD ) 2 (NADH,)

Figura 4. Proceso generalizado de la glucélisis (Raisman y Gonzalez, 2004).

En el caso de la fermentacion alcohélica, partiendo del &cido piravico, el cual obtenido
de la glucdlisis es descarboxilado proporcionando acetaldehido, y este Gltimo se reduce a
etanol gracias a la participacién del NADH. (Delgado et al., 2014), y diéxido de carbono
como productos finales por accién de las levaduras en ausencia de oxigeno. Dicha

transformacion se representa con la ecuacion:
C¢H,,05 = 2CH; — CH, — OH + 2CO0,

La transformacién puede parecer sencilla estequiométricamente, pero el proceso
molecular que se lleva a cabo resulta mas complejo, debido a que las levaduras ademas de
utilizar los azucares para convertirlos en alcohol y COz, junto con nutrientes adicionales, los

utilizan para su propia reproduccion (Vazquez y Dacosta, 2007).
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H< C¢O (|3H20H
H—(::—OH 7=0
HO—C—H HO—¢—H
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
(|3H20H Cl‘szOH
Glucosa Fructosa

Figura 5. Formulas desarrolladas de la glucosa y fructosa.

Durante la fase estacionaria, en el proceso de fermentacion los azlicares son mayormente
consumidos al igual que la cantidad de nitrégeno disponible debido a que este es utilizado
como nutriente esencial por las células para realizar el transporte de las moléculas de glucosa
y fructosa (Figura 5) a traves de la sintesis de proteinas, que en parte resulta ser la razon por
la cual, la actividad metabolica de las células es reducida y como consecuencia comienza a
ralentizarse el proceso de fermentacion. Por otra parte, la constante produccion de alcohol
eleva el grado de toxicidad para las propias células, impidiendo gradualmente un 6ptimo

proceso fermentativo (Dumont et al., 2008).
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3. ANTECEDENTES

3.1. La levadura

Las bebidas alcohodlicas fermentadas han sido producidas desde hace miles de afios a.C.
en la época prehistorica por el hombre sin darse cuenta del proceso fermentativo que estaban
Ilevando a cabo, y esta comprobado por las representaciones graficas que se han encontrado
talladas en piedra. Asi como en la produccién de vino, cerveza y pan se utilizaban de una
manera empirica las levaduras (ArgenBio, 2007), los microorganismos unicelulares mas
importantes y ampliamente utilizados en la industria capaces de realizar fermentaciones
transformando los azucares en alcohol, los cuales, hasta la fecha han resultado muy utiles

dado que aun se siguen utilizando para tales propésitos (Madigan et al., 1999).

3.1.1. Descubrimiento de la produccion de alcohol

Al proceso en el que los azucares son transformados en alcohol més dioxido de carbono
mediante la accion de las levaduras en condiciones anaerobicas se denomina “fermentacion
alcoholica” y fue descubierto por el padre de la microbiologia Louis Pasteur en 1856, quien
en 1857 demostrd ante la Academia de Ciencias en Paris, que las levaduras eran las causantes
de dicha fermentacion (Dubos, 1950; Lois y Segal, 2010). En el mismo afio, en Lille, Francia
un productor de alcohol, M. Bigo, intentaba producir etanol a partir de la cafia de azUcar
quien por sus fallidos intentos solicité ayuda a Pasteur, este accedid y se dio cuenta que habia
producido en algunos casos etanol y en otros acido lactico en lugar de etanol, encontrando
una gran cantidad de levaduras en el etanol y una gran cantidad de bacterias en el acido
lactico (ArgenBio, 2007; Lois y Segal, 2010).

3.2. Primeros usos del mezquite

El mezquite fue un recurso crucialmente valioso para los primeros pobladores de las
regiones aridas y semidridas, por los usos que cada pueblo le dio. Los pueblos cazadores y
recolectores, casi todos ellos nomadas, utilizaron al mezquite principalmente como alimento,
combustible, sombra, para la elaboracién de juguetes y utensilios y como planta medicinal
(Roman 2016).
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Entre los afios 1800 y 1900, se le encontraron diferentes usos, tales como; alimentacion
del ganado doméstico, elaboracion de carbon, flora para la explotacion de abejas, extraccion
de gomas y material de vivienda (INECC, 2007).

La propagacion exitosa de Prosopis juliflora en Brasil data de 1947 al introducir el
mezquite para su aprovechamiento como especie domesticada por completo. De la misma
forma habia sido introducido en Hawai y en las islas cercanas en el afio 1828 para ser
difundido rapidamente debido a sus multiples usos, de tal manera que se le ha considerado
en las islas como el arbol mas valioso de todos los introducidos en esas zonas, expresado
econdémicamente (INECC, 2007).

3.2.1. Experimentos con mezquite

Ademaés de los usos mas comunes del mezquite como los mencionados anteriormente,
se han realizado diversos estudios como el aislamiento de un antiparasitario y antimicrobiano,
un alcaloide de indolizidina Ilamado Delta 1,6-juliprosopina, ademas de otras indolizidinas
analogas conocidas, a partir de las hojas de Prosopis glandulosa var. glandulosa, por Rahman
et al., 2011. Zappala et al., 2014, utilizaron Prosopis pubescens como hiperacumulador de
cobre en suelos contaminados con este metal pesado, mediante fitoextraccion, logrando una
gran acumulacion de cobre en las raices y una baja cantidad en los tallos y cotiledones, sin
embargo, demostraron que a mayor tiempo de exposicién al cobre, mas células muertas habra
en las raices. George et al., 2015, utilizaron Prosopis glandulosa como tratamiento crénico
por via oral en ratas, para evaluar su efecto antiinflamatorio y reparador del mdsculo
esquelético despueés de una lesion por contusion, comparado con un tratamiento convencional
utilizando diclofenaco, obteniendo que ambos tratamientos estuvieron asociados con la
supresion de la respuesta de neutréfilos a la lesién por contusion, sin embargo, el tratamiento
crénico con P. glandulosa propicié una recuperacion muscular mas efectiva, mientras que el

diclofenaco tubo efectos inhibitorios en la reparacion.

3.3. Principales paises productores de etanol como biocombustible

El bioetanol es el biocombustible con mayor produccion mundial, del que se elaboraron

mas de 40.000 millones de litros durante el afio 2004 en todo el mundo (Garcia, 2009).
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En los dltimos afios ha surgido un creciente interés a nivel global por desarrollar
biocombustibles a causa de problemas de energia. En 1975 Brasil comenzé a desarrollar
fuentes alternativas de energia debido a la crisis de los setentas, el principal producto y que
hasta la fecha ha sido muy utilizado por las industrias Brasilefias a través de programas
institucionales del gobierno es la cafia de azlcar para produccion de bioetanol. A principios
de los afios 2000, Brasil produjo 15,066 millones de litros y Estado Unidos 13,351 millones
de litros utilizando el almiddn de maiz como producto principal, lo que los convierte en los

mayores productores de bioetanol a nivel mundial (Garcia 2009; Vazquez, 2015).

Algunos de los paises que conforman la Union Europea se encuentran desarrollando
proyectos para la produccion de biocombustibles a partir de aceites vegetales, paja de trigo,
cebada, cereales y algunos residuos forestales, por otra parte, China emplea sorgo dulce,

mandioca y arroz (Vazquez, 2015).

3.4. Materiales lignoceluldsicos

Durante muchos siglos la celulosa ha servido como un material de construccion,
principalmente en forma de madera intacta, fibras textiles como algodon y lino, o en forma
de papel o carton. Ha sido utilizada como precursor de modificaciones quimicas incluso antes
de que su naturaleza polimérica fuera reconocida y entendida. El estudio de la quimica de la
celulosa como polimero se remonta a los experimentos fundamentales de Staudinger en los
afios 1920s y 1930s con la acetilacion y desacetilacion de la celulosa; estos experimentos
dieron como resultado el concepto de reacciones poliméricas analogas. Para 1838, Payen
reconocio la celulosa como una sustancia definitiva y propuso tal nombre para referirse a ella
(Klemm et al., 1998).

Debido a la importancia que representan los materiales celuldsicos y su gran potencial
de aplicacion, se han realizado diversos estudios sobre la hidrélisis de la celulosa para la
obtencion de azUcares, tal es el caso de Seki et al., 2015, quienes utilizaron la celulasa
contenida en la saliva del ganado para degradar celulosa, logrando obtener una concentracion
méaxima de azUlcares reductores de 0.259 mg/ml. Sarkar et al., 2012, reportaron algunos tipos
de pretratamientos, tanto fisicos como fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos, para la
degradacion de celulosa, hemicelulosa y lignina. Entre los pretratamientos fisicos que
utilizaron estan, reduccién mecéanica de tamafio, pirdlisis, microondas e irradiacién con haz
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de electrones. Los fisicoquimicos son autohidrolisis o explosion de vapor, agua liquida
caliente, explosion de fibra de amoniaco y explosion de CO». Entre los quimicos se
encuentran hidrolisis &cida, hidrdlisis alcalina, oxidacion humeda e hidrdlisis con

organosolventes y finalmente en el pretratamiento biologico esta la hidrolisis enzimatica.

3.5. Optimizacion de azucares para la produccion de etanol

Gomes et al., 2011, reportaron la produccion de etanol a partir de vainas de mezquite
utilizando la bacteria Zymomonas mobilis en cultivo estatico con una produccion maxima de
etanol de 165 g/L. Se ha hipotetizado que los microorganismos del rumen de las vacas
podrian ser una opcion para la produccion de etanol ya que estdn adaptadas a vivir en
condiciones limitadas de oxigeno (Khon y Seon-Woo, 2015). Blanco et al., 2012,
recomiendan el uso de fuentes nitrogenadas, especificamente de sulfato de amonio para
reducir el tiempo de la fermentacion etandlica. Se ha propuesto la hidrolisis enzimatica del
substrato para obtener azucares disponibles a partir de la hidrolisis de la celulosa o
hemicelulosa utilizando bacterias de los géneros Clostridium, Cellulomonas,
Thermonospora, Bacillus, Bacteriodes, Ruminococcus, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora,
Streptomyces, asi como hongos de los géneros Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Phanerochaete, Humicola y Schizophillum, todos estos por su capacidad de producir la
enzima celulasa (Sarkar et al., 2012). En este trabajo se estudiaron cuatro aislados de hongos
para determinar su capacidad en la hidrolisis enzimatica de la celulosa de las vainas de
mezquite, asi como aislados bacterianos para realizar la fermentacion. Los aislados
bacterianos y fungicos utilizados en este proyecto se obtuvieron de un suelo con condiciones

elevadas de sales.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente en muchas regiones de nuestro pais el mezquite es considerado como
maleza indeseable o planta maligna debido a que tiene la capacidad de propagarse
rapidamente, formar matorrales impenetrables y representar agresividad y competencia con
otras especies (Rodriguez et al., 2014), pero esto es causado por la falta de control sobre ellos.
Sin embargo, el mezquite posee propiedades que resultan ser muy benéficas y que estan
siendo desperdiciadas de forma masiva. Un ejemplo esta en la Universidad Auténoma de
Baja California (UABC) campus Mexicali, donde se encuentran actualmente 177 arboles de
mezquite produciendo en su totalidad un promedio de 3 toneladas de vainas cada afio,
cantidad que no esta siendo aprovechada. Otro caso es el valle de Mexicali, en donde una
enorme cantidad de vainas producidas cada temporada de verano por los mezquites son
recolectadas Unicamente para ser trasladadas a los basureros y otra cantidad solo es degradada
en el suelo propio del lugar donde en muchos casos las semillas contenidas en las vainas

germinan, en esta parte es donde radica el descontrol sobre los mezquites.

Como enfoque principal estas vainas pueden ser utilizadas para producir bioetanol
mediante fermentacion alcoholica por su alto contenido de azlcares. Lo que esta
investigacion pretende demostrar es que el mezquite mas que considerarse como un vegetal
maligno y ser desperdiciado como es el caso en Mexicali y sus alrededores, tiene grandes
oportunidades en la industria, por ejemplo en la produccion de alcohol y un impacto positivo
en el medio ambiente ya que es capaz de disminuir la erosion de los suelos mediante la
fijacién, contribuyendo asi a la mejora ambiental, lo que lo convierte en recurso biotico muy

valioso.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Producir bioetanol como fuente de energia renovable a partir del azucar de la vaina de

mezquite por fermentacion alcoholica de bacterias y Saccharomyces cerevisiae.

5.2. Objetivos especificos

o Caracterizar la muestra de mezquite mediante analisis fisicoquimicos de alimentos.
e Hidrolizar el material lignoceluldsico de las vainas de mezquite empleando hongos.
e Realizar el proceso de produccion de bioetanol utilizando bacterias fermentadoras de

azUcares y S. cerevisiae.

6. HIPOTESIS

Los aislados de hongos nativos provenientes de un ambiente salino tienen capacidad para
hidrolizar la celulosa de las vainas de mezquite mejorando la produccion de bioetanol por

fermentacion alcoholica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Recoleccion de mezquite

La recoleccion de mezquite se llevd a cabo en las areas verdes junto al edificio principal
de la Facultad de Ingenieria de la UABC, campus Mexicali, en verano, temporada en la cual
las plantas de mezquite liberan sus vainas maduras mostrando un color amarillo claro. Se
recolectaron aproximadamente 25 kg de vainas de mezquites y se almacenaron en una zona

seca para evitar la absorcion de humedad y facilitar el pretratamiento fisico.

7.2. Pretratamientos del mezquite
7.2.1. Pretratamiento fisico

Las vainas de mezquite fueron sometidas a una reduccién mecéanica de tamafio para
obtener harina de mezquite. Este proceso rompe la matriz de celulosa y con esto se disminuye
el grado de cristalinidad de celulosa transformandose en celulosa amorfa mejorando la
eficiencia del procesamiento enzimatico (Sarkar et al., 2012).

Las vainas de mezquite secas se molieron en un molino metélico (Waring 33BL79)
pequefio de alta velocidad con aspas de acero. La materia prima molida se vertio en un
tamizador de malla metélica con poros de 2 mm de apertura para separarla del resto de la
materia de tamafio superior. La harina obtenida del tamizado se almacend en un lugar seco

dentro de bolsas de plastico para evitar la invasion de insectos.

7.3. Determinacion de azUcares reductores y totales

La cuantificacion de azUcares reductores y totales en la muestra de mezquite previamente
pretratada fisicamente, se llevo a cabo segun el método de Lane-Eynon e indicado por la
norma oficial mexicana NMX-F-312-1978.

7.3.1. Estandarizacién de la solucién de Fehling

Se prepard una solucion diluida de glucosa de 50 mg/ml y se vertid en una bureta. Se
colocaron en un matraz 5 ml de solucién Fehling A, 5 ml de solucién Fehling B, 3 gotas de
azul de metileno al 1%, 20 ml de agua destilada y perlas de ebullicion. Al ebullir la solucion
Fehling se procedio a titular con la solucion de glucosa dejandola caer lentamente a razon de
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1 gota cada 5 segundos. La titulaciéon se detuvo al tornarse rojiza la solucion de Fehling
(Figura 6).

Figura 6. Cambio de coloracién de la solucién Fehling en ebullicion, por titulacion con
solucion diluida de glucosa.

Durante la titulacion, la solucion de Fehling siempre se mantuvo en ebullicion. La
estandarizacion se realiz6 por triplicado para obtener un gasto promedio y asi obtener el

Factor Fehling, el cual se calcul6 con la siguiente formula:

Gasto en titulaciéon 0.5 g de glucosa 1000 mg de glucosa

F Fehling (FF) =
actor Fehling (FF) 10 ml X 100 ml x 1 g de glucosa

7.3.2. Preparacion de la solucion clarificada

Se pesaron 10 g de muestra tamizada de mezquite (harina de mezquite) y se colocaron
en un matraz aforado de 250 ml. Se afor6 con etanol al 70%, se mezclé hasta homogeneizar
y se dejo reposar 10 minutos. Se filtré la mezcla utilizando papel poroso (Brew Rite), se

obtuvieron 200 ml del filtrado los cuales se almacenaron a 4 °C durante 24 horas.

Posteriormente, de la solucion filtrada se tomé una alicuota de 25 ml, se colocé en un
matraz Erlenmeyer y se afiadieron 50 ml de agua destilada. Se mezcl6 y se agregaron unas
gotas de acetato de plomo al 30% hasta formar un precipitado. Se filtr6 y al filtrado se le
adicion0 cantidades pequefias de oxalato de amonio para eliminar el exceso de acetato y se
form6 un precipitado blanco. Se mezclé y se filtr6 nuevamente. El filtrado final quedd

totalmente transparente. Este se vertio en la bureta para titular.

19



7.3.3. Determinacion de azucares reductores

En un matraz Erlenmeyer se agregaron 5 ml de solucion Fehling A, 5 ml de solucién
Fehling B, 3 gotas de azul de metileno al 1%, 20 ml de agua destilada y perlas de ebullicion.
Se colocd el matraz en ebullicidn y se procedid de la misma manera que en la estandarizacion.
La titulacion se realiz6 con la solucion clarificada y se detuvo hasta apreciarse el tono rojizo.
El porcentaje de azucares reductores en la harina de mezquite se calcul6 con la siguiente

formula;

FG x 100 x Factor de dilucion
G x FF

% Azucares reductores =

Donde FF es el factor Fehling, FG es el factor glucosa que es igual a 0.05, factor de

dilucion es el volumen de aforo inicial y G es el gasto en la titulacion.
7.3.4. Determinacion de azucares totales

En un matraz Erlenmeyer se colocd una alicuota de 25 ml de solucién clarificada y se le
adicion6 5 ml de HCI 1:1. La mezcla se calentd a 70 °C durante 5 minutos, luego se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Después se agregd cuidadosamente NaOH 6N hasta obtener
un pH 8.2 mientras se agitaba para mantener homogeénea la solucion. Se transfiri6 a un matraz
aforado de 100 ml y se aforé con agua destilada. Se mezcld y se colocé en la bureta para

titular.

En un matraz se agreg6 5 ml de Fehling A, 5 ml de Fehling B, 3 gotas de azul de metileno,
20 ml de agua destilada y perlas de ebullicion. La titulacion se realiz6 de la misma manera
que en la estandarizacion. El porcentaje de azUcares totales se calculd utilizando la misma

formula que en los azUcares reductores y la sacarosa restando los reductores a los totales:

FG x 100 x Factor de diluciéon
G x FF

% AzuUcares totales =

% Sacarosa = (% Azucares totales — % AzUcares reductores) x 0.95

Se utilizo la prueba estadistica T-Student para determinar la significancia (p<0.05) de la

variacion entre la harina tratada y la original (\Ver seccion 7.8.1).

20



7.4. Determinacion de fibra cruda y cenizas

La determinacion de fibra cruda se realizd segin la norma mexicana NMX-F-090-S-

1978 para la determinacidn de fibra cruda en alimentos.

Se pesaron 2 g de harina de mezquite y se transfirieron al matraz balén de fondo plano
del equipo de extraccion Soxhlet junto con un agitador magnético. Se afiadieron 200 ml de
H>SO4 al 1.25% y se coloco el matraz sobre la plancha de calentamiento con agitacion. Luego
de ensamblar el equipo de extraccion Soxhlet se calento la solucion a reflujo al mismo tiempo
que se agitaba para mantenerla homogénea en todo momento. La solucion se mantuvo en
ebullicidn y agitacion por 30 minutos. Se retir6 el matraz y se filtré la solucion con un
sistema de filtracion acoplando a una bomba de vacio (Robinair) a un matraz kitasato con
embudo Buchner que requiere papel filtro redondo (Whatman #2) con retencion de particulas
de 8 um.

El material retenido sobre el filtro se lavo con agua destilada caliente hasta que alcanzé
un pH muy cercano al neutro. Posteriormente el material neutralizado se colocd en el matraz
del equipo de extraccidén Soxhlet, junto con el agitador magnético y se afiadieron 200 ml de
NaOH al 1.25%. Nuevamente se ensamblo el equipo de extraccion y se procedio de igual
forma como en la digestion acida. Luego de 30 minutos de digestion alcalina bajo reflujo, se
retir6 el matraz del condensador y se filtr6 de igual forma que en la digestion &cida utilizando
el mismo tipo de filtro para reducir la probabilidad de pérdida de residuo. Se lavo el residuo
retenido en el filtro con agua destilada caliente hasta que el pH se neutralizd, luego se le
realiz6 un lavado con etanol y se transfirié todo el contenido del filtro a una capsula de
porcelana. La capsula se colocé en una estufa (QL 10 Lab Oven) a 130 °C durante dos horas

para secar la muestra y llevarla a peso constante.

Posteriormente se coloco la capsula en un desecador de vidrio para enfriar a temperatura
ambiente. Se registré el peso de la muestra en la balanza analitica (Mettler Toledo). Luego
de pesar, se coloco en una mufla (Thermolyne ELED FB1410M) a 600 °C durante 30 minutos
para destruir toda materia organica. Al finalizar, se colocé en el desecador para enfriar a
temperatura ambiente y se registrd el peso en la balanza analitica (Mettler Toledo) (Figura

7). El contenido de fibra cruda corresponde a la pérdida de peso despues de la incineracion.
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Se utilizd la prueba estadistica T-Student para determinar la significancia (p<0.05) de la

variacion entre la harina tratada y la original.

Se pesaron 2 g de muestra Se agreg6 200 ml de Se filtrd la muestra con un
de mezquite y se pasaron H,SO0. y se llevd a sistema de vacio y se lavd
al matraz balon. ebullicién con agitacion, a con agua hasta pH 7.

reflujo. l

]
La muestra se paso a una Nuevamente se filtrd la Se colocd la muestra en el
capsula y se calentd en muestra y se lavo hasta matraz balon y se agreg6 200
estufa hasta peso pH 7. Luego se lavé con ml de NaOH. Se llevo a
constante. alcohol. ebullicion con agitacion.

Se pas6 la muestra al Se coloco la muestra en la Se paso la muestra al
desecador para enfriar a mufla a 600 °C para desecador para enfriar a
temperatura ambiente. Se incinerar. temperatura ambiente. Se
registro el peso. registré el peso.

Figura 7. Representacion esquematica para el procedimiento de analisis de fibra cruda y

cenizas.
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7.5. Determinacion de proteina total

Se determind el contenido de nitrogeno y proteina total a la muestra de mezquite segin
el método de Kjeldahl indicado por la norma mexicana NMX-F-068-S-1980 para la

determinacion de proteinas.

Se pesoO 1 g de harina de mezquite y se vertio en un matraz de digestion Kjeldahl. Se le
afiadieron 2 g de CuSO4 - 5H20, 10 g de Na2SO4, 25 ml de H2SO4 al 97% vy perlas de
ebullicion. Se coloco en la parrilla de calentamiento del extractor Kjeldahl (Labconco) y se
calentd a 130 °C hasta que se carbonizo6 la muestra, luego se fue aumentando la temperatura
gradualmente hasta que la muestra se torné de un color azul claro a causa de la reaccion entre

los reactivos mediante la aplicacion de calor (Figura 8).

Figura 8. Muestra de mezquite carbonizada a 130°C y cambio de coloracion con aumento

gradual de temperatura.

Al alcanzar la coloracion azul clara de la totalidad de la muestra, se detuvo el aumento
de temperatura y se continud calentando a 300 °C durante 30 minutos mas. Se dejé enfriar a
temperatura ambiente. Se le agregaron 450 ml de agua desionizada y 75 ml de NaOH 1:1
lentamente para evitar una reaccion violenta. Se agito hasta homogeneizar y se coloc6 en el
destilador Kjeldahl (Labconco). Como receptor se colocd un matraz con 50 ml de &cido
borico al 2% y unas gotas del indicador Shiro Tashiro. Se destilé un volumen de 250 ml, que
cambio su coloracion de morado a verde con las primeras gotas del destilado (Figura 9). Se
utilizd la prueba estadistica T-Student para comparar estadisticamente (p<0.05) los

tratamientos con la harina tratada y la harina original o sin tratar.
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Figura 9. Cambio de coloracién del &cido bérico por recepcion del destilado en matraz

receptor.

El matraz receptor se retird y se titul6 con HCI 0.1N, mientras se mantuvo en agitacion
con agitador magnético. La titulacion se detuvo al tornarse el volumen de color verde a
morado nuevamente (Figura 10). El porcentaje de nitrégeno y proteinas se calculé mediante

las siguientes formulas:

VxNx0.014x 100
m

% Nitrégeno =
% Proteina = % Nitrégeno x 6.25

Donde: V es el volumen del HCI gastado, N es la normalidad del HCI, m es la masa
de la muestra en gramos, 0.014 es el miliequivalente del nitrogeno y 6.25 es el factor

para las leguminosas.

Figura 10. Cambio de coloracion en la solucién destilada por titulacion con HCI 0.1N.
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7.6. Reactivacion de microorganismos

Las cepas bacterianas se tomaron del banco de cepas del laboratorio de Investigacion de
Bioingenieria y se resembraron en placas con medio Reasoner’s 2 agar (R2A) modificado
con 12% de NaCl (relacion P/P) a un pH 8, para trabajar con colonias recién activadas. Se
agrego dicha cantidad de NaCl al medio de cultivo, para proporcionar a los microorganismos
un ambiente con condiciones de salinidad similar al ambiente de donde fueron aislados
(Saldana, 2016).

7.7. Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas a las 46 cepas bacterianas aisladas utilizando dos

medios de cultivo para identificar aquellas con capacidad de fermentar carbohidratos.

7.7.1. Agar hierro de Kligler

Se prepararon en tubos de ensayo por duplicado agar hierro de Kligler para cada bacteria
previamente aislada. Se inocul6 por picadura en el fondo del medio y por estriado sobre la
superficie inclinada. Las pruebas fueron incubadas en una estufa de cultivo (ECOSHEL) a
35 °C durante 48 horas.

La fermentacion de glucosa indica una superficie roja y un fondo amarillo; alcalino y
acido respectivamente. La fermentacion de lactosa y glucosa indican una superficie y fondo
amarillos. La ausencia de fermentacion de carbohidratos se indica sin cambios de color en el
medio. La produccion de sulfuro de hidrégeno indica la formacion de un precipitado negro.

Las fracturas o burbujas en el medio indican produccion de gas.

7.7.2. Caldo Base Rojo de Fenol

Se prepararon 25 ml de caldo R2A modificado con 12% de NaCl (relacion P/P) y pH 8
para cada aislado bacteriano. Se inoculé la bacteria en el caldo y se colocé en incubacion con
agitacion oscilatoria de 200 rpm y 35 °C durante 24 horas. Se prepar6 caldo base Rojo de
Fenol en tubos de ensayo por duplicado para cada bacteria, adicionando 7 g de sacarosa por
cada litro de medio preparado y una campana Durham por cada tubo. Una vez crecida la

bacteria en Caldo R2A, se inoculd por duplicado en los tubos, agregando 50 pl (1 gota
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aproximadamente) de la suspension del cultivo puro. Se incubaron en estufa a 35 °C durante
24 horas.

La reaccidn positiva a la fermentacion de sacarosa se indica con un cambio de color de
rojo a amarillo en el medio. La presencia de burbujas dentro de la campana Durham indica

produccion de gas.

7.8. Produccién de alcohol con levadura

Se utilizo la levadura Saccharomyces cerevisiae en la prueba de produccién de alcohol
con harina de mezquite para hacer comparativos posteriores con un blanco negativo y algunos
tipos de cepas bacterianas. S. cerevisiae se reactivo en medio de cultivo extracto de levadura,
peptona, dextrosa (YPD, por sus siglas en inglés, yeast extract peptone dextrose) con pH 6.8

manteniéndose en incubacidn con agitacion a 200 rpm durante 24 horas a 35 °C.

7.8.1. Tratamiento del mezquite

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 100 ml de agua destilada. Se fueron agregando
lentamente 30 g de harina de mezquite mientras se agitaba. Se prepar6 por duplicado (Mo y
M1) y ambos matraces recibieron tratamiento térmico en Bafio Maria (VWR) a 50 °C durante
1 hora. La mezcla de uno de los dos matraces (Mo) se transfirio uniformemente a tubos Falcon
de 15 ml y se colocaron en la centrifuga (CIVEQ 80-2) para centrifugar a 3000 rpm durante
15 minutos. El sobrenadante se colectd en un matraz (M) y la biomasa en otro (Ms), teniendo
asi tres tratamientos distintos: M1, M2 y Ms. A los tres matraces se les agregd 5 g/L de oxalato
de amonio ((NH4)2C204) y 2 g/L de fosfato de potasio (KH2PO4) como fuentes de nitrégeno
y fosforo respectivamente. Se esterilizaron en autoclave (Tuttnauer Brinkmann 2540M) por
15 minutos a 121 °C y se dejaron reposar 1 dia a temperatura ambiente. A la par de los
tratamientos, se preparé un blanco negativo en las mismas condiciones e incluyendo los

mismos parametros.

7.8.2. Lavado celular

El caldo de cultivo puro de S. cerevisiae se transfirio a tubos Falcon y se centrifugaron

a 4000 rpm durante 10 minutos. Se desecho el sobrenadante y se agreg6 agua destilada estéril
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a los paquetes celulares, se agitaron un poco y se volvieron a centrifugar con los mismos

pardmetros. El paso anterior se repitid tres veces.

7.8.3. In6culo de células

Los paquetes celulares se diluyeron con agua destilada estéril. Se les ajusto la densidad
Optica a una absorbancia (A)=1 con longitud de onda (A)=540 nm para obtener
aproximadamente 1x10® UFC/ml (unidades formadoras de colonias por mililitro) en el
espectrofotometro (SmartSpec Plus). Se inocul6 la cantidad de UFCs antes mencionada en
cada uno de los tres tratamientos M1, M2 y Ms, para observar cual de estos tratamientos es
mas efectivo en la produccion de alcohol. Se incubaron a 35 °C durante 72 horas con
agitacion manual de 2 minutos cada 24 horas y en condiciones anaerdbicas, empleando Pickl-

It como valvula de escape de CO» (Figura 11).

J.

Figura 11. Biorreactor de tipo batch estético.

7.9. Escalamiento del proceso

Se determind mediante el olfato que el tratamiento My (ver seccién 7.8.1.) fue el mas
efectivo debido a la intensidad del olor a alcohol al ser comparados cada uno contra el blanco
negativo, al cual no se le inoculd levadura. Se repitio el proceso de produccién de alcohol,
esta vez escalado a 500 ml de medio y solamente utilizando el tratamiento Mi. Los

parametros de adicion de levadura y de incubacion fueron los mismos.
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7.10. Prueba de produccion de alcohol con bacterias

Del total de bacterias analizadas, se seleccionaron solamente aquellas que mostraron la
capacidad de fermentar sacarosa y fueron sometidas al proceso de fermentacion alcohdlica
por duplicado, cada una siguiendo la metodologia descrita en la seccion 7.8 realizando solo
el tratamiento M1. Su incubacion fue a 35 °C durante 96 horas con agitacion manual de 2

minutos cada 24 horas y en ausencia de oxigeno.

7.11. Determinacion de la enzima celulasa en hongos, para la hidrolisis enzimatica

del mezquite

Se realizaron ensayos en cajas de Petri para determinar los aislados fungicos capaces de
producir celulasas. Se utilizo el agar carboximetilcelulosa (Agar CMC, Kasana et al., 2008),
en el cual se probaron cuatro aislados fungicos, identificados como H1, H2, H3 'y H4 (Lépez,
2016). Los aislados fungicos fueron cultivados en agar dextrosa y papa (PDA) antes de
cultivarse en el agar CMC. Después de sembrar los aislados fangicos en el medio CMC, se
dejo incubar por 20 ha 35 °C, posteriormente las cajas Petri con los hongos fueron inundadas
con Gram’s lodine durante 3 minutos aproximadamente. Posteriormente, se retird el exceso
del liquido y se volvieron a incubar las muestras durante cuatro horas. El agar CMC present6
una coloracién rojiza y la prueba positiva para la produccién de celulasa se detecto a través

de un halo claro alrededor del hongo.

7.12. Hidrolisis enzimatica

A la mezcla de mezquite, previamente esterilizada, se le realiz6 un tratamiento biologico
con el objetivo de hidrolizar los compuestos lignocelulésicos y obtener una mayor cantidad
de azlcares, inoculando cuatro aislados fungicos, identificados como H1, H2, H3 y H4
(Lopez, 2016).

Se resembraron los aislados fangicos provenientes del banco de cepas del laboratorio de
Bioingenieria en medio de cultivo PDA modificado con 12% (P/P) de NaCl y un pH de 8. Se
incubaron a 40 °C durante 7 dias. Se prepararon 2 mezclas de harina de mezquite para cada
hongo (un total de 8) escaladas a 500 ml, se les agregaron 5 g/L (NH4)2C204 y 2 g/L de

KH2PO4 como fuentes de nitrogeno y fosfato respectivamente y se esterilizaron en autoclave.
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Los hongos que crecieron en PDA se utilizaron para obtener esporas e inocular las mezclas
de mezquite:

Bajo condiciones de esterilidad, a la placa con el hongo se agregaron pequerias perlas de
ebullicion y 5 ml de agua destilada estéril. La placa se agitd cuidadosamente con
movimientos elipticos para que las perlas pudieran desprender las esporas. Se tomo la
solucidn de esporas de la placa Petri y se transfirid a un contenedor estéril. Para determinar
el nimero de esporas por cada mililitro de inoculante se tomaron 5 pl de solucidn de esporas
y se mezclaron con 5 ul de colorante azul de tripano al 0.4%. La mezcla se colocé en una
lamina para muestras de doble cAmara (BioRad) y se insert6 en el contador de células (TC-
20 Automated Cell Counter, BioRad). El contador arrojé automaticamente la cantidad de
celulas vivas.

Se inocularon aproximadamente 1.61x10° esporas/ml en las mezclas preparadas
previamente por duplicado. Se incubaron a 40 °C durante 10 dias para hidrolizar compuestos
lignocelul6sicos. Se agitaron manualmente por 2 minutos cada 24 horas para homogeneizar
la mezcla. Se esterilizaron las mezclas nuevamente para eliminar los hongos. Se tomé una
cantidad suficiente de muestra sélida de la pasta de mezquite después de esterilizarla y se
cuantificaron los azlcares presentes después de la hidrolisis mediante el método de Lane-

Eynon.
7.12.1. Produccién de alcohol después de la hidrdlisis enzimatica

Se utiliz6 la mezcla en la que se hidrolizé mayor cantidad de azucares para inocular la
levadura S. cerevisiae a partir de la suspension del cultivo puro. Se incub6 a 35 °C durante
72 horas en ausencia de oxigeno con agitacion manual de 2 minutos cada 24 horas.

7.13. Obtencion del alcohol

Para obtener el alcohol fermentado, el medio se colocd a destilar utilizando el equipo de
extraccion Soxhlet (Pyrex), calentando en parrilla electrica (IKA C-MAG) a 80 °C para la
evaporacion del etanol cuyo punto de ebullicion es de 78.37 °C. El proceso de destilacion se

detuvo al notar que el volumen destilado se mantenia estable (Figura 12).
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Figura 12. Alcohol destilado de la fermentacion de la mezcla de mezquite con S.

cerevisiae.

El volumen del alcohol obtenido se midid con una probeta (Kimax Kimble) y se
almacend en pequefios contenedores de vidrio a 4 °C para evitar pérdidas de volumen. Para
corroborar la produccion de alcohol, al producto obtenido se le hizo la prueba de combustion
que consistio en encenderle fuego a 500 pl del producto. Después del destilado se tomo
muestra de la mezcla solida de residuos de mezquite para cuantificar la cantidad de azlcares
restantes después de la produccion de alcohol y asi calcular el rendimiento producto/sustrato

(Ypis) con la siguiente formula:

g de producto sintetizado

Y, =
®/9) g de sustrato consumido
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES
8.1. Caracterizacion del mezquite
8.1.1. Contenido de azucares reductores y totales

Se realiz0 la prueba de Lane-Eynon para determinar los azlcares reductores y totales a
la harina de mezquite. A partir del gasto de la solucion clarificada, se calcul6 la cantidad de
azUcares reductores y totales. El proceso se realiz6 a la harina antes y después del tratamiento

térmico (original y tratada respectivamente) (véase seccion 7.8.1).

Mientras el gasto en la titulacion de la solucion Fehling resulte menor, la concentracion
de azucares disponibles serd mayor. Esto indica que hay una mayor concentracion de

azUcares en la muestra original (Figura 13).

70 -
60
50
40 |
30 +
20 |

10

g/100 g de harina de mezquite

Azucares Reductores Azlcares Totales Sacarosa

M Harina Original  ® Harina Tratada

Figura 13. Contenido de azUcares en la harina de mezquite.

Durante el proceso del tratamiento térmico la concentracion de azucares disponibles
tanto reductores como totales tuvieron una disminucion significativa estadisticamente
(p<0.05), teniendo como promedios en la harina original* 6.17 g/100 g de reductores y 57.43
9/100 g de totales, en la harina tratada térmicamente 5.10 g/100 g de reductores y 24.71 g/100
g de totales; resultados que superan minimamente a los reportados por da Silva et al., (2011)
en los cuatro aspectos (en harina original 4.6 g/100 g de reductores y 56.5 g/100 g de totales;
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en harina tratada 3.99 ¢/100 g de reductores y 16.1 g/100 g de totales), siendo el mas

distanciado el dato de azUcares totales en harina tratada.

La cantidad de azUcares de la que se partio es de la cantidad resultante en la harina
tratada, ya que de no llevar a cabo el tratamiento térmico, el cual incluye la esterilizacion (en
autoclave a 121 °C y 17 Ib/in? por 15 minutos), la harina estaria contaminada con
microorganismos no deseados impidiendo asi que el microorganismo de interés realice su
funcién durante el proceso de fermentacion alcohdlica ademas de que se obtendrian datos

desacertados.

*La harina original se refiere a la harina de mezquite sin tratamiento alguno.

8.1.2. Contenido de fibra cruda y cenizas

Se determind la cantidad de fibra cruda contenida en la harina de mezquite previo al
tratamiento térmico y después de este (Figura 14) para determinar como influye sobre la

materia organica presente en la harina.

16
14
12

10

g/100 g de harina de mezquite

I

Fibra Cruda Cenizas
M Harina Original M Harina Tratada

Figura 14. Contenido de fibra cruda y cenizas en la harina de mezquite.

Al contrario de la disminucién que sucede con los azlcares después del tratamiento
térmico, la fibra cruda sufre un aumento significativo estadisticamente (p=0.0057), al igual

que las cenizas, teniendo un promedio de fibra cruda de 7.30 g/100 g y 13.43 g/100 g en
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harina original y tratada respectivamente. Para cenizas los valores promedio son de 0.013

9/100 g y 1.90 g/100 g en harina original y tratada respectivamente.

8.1.3. Contenido de proteina total

Mediante el método de Kjeldahl para la determinacidn de nitrégeno y proteinas totales
se obtuvieron los siguientes resultados en la harina de mezquite antes y después del

tratamiento térmico a partir del gasto en la titulacion con HCI 0.1N (Figura 15).

w H wn (<)} ~N
T T T T 1

g/100 g de harina de mezquite
N

E

Nitrogeno Proteina

M Harina Original M Harina Tratada

Figura 15. Contenido de nitrogeno y proteina total en la harina de mezquite.

Al igual que en la determinacion de fibra cruda, el tratamiento térmico influye de manera
positiva en el contenido de proteina en la harina, aunque resulté muy pequefio se alcanza a
percibir un aumento significativo estadisticamente (p=0.0432) en la concentracion de
nitrégeno y de proteina siendo un promedio de 0.9967 g/100 g y 6.22 g/100 g respectivamente
en las réplicas con la harina tratada térmicamente y 0.091 g/100 g y 5.66 g/100 g para

nitrégeno y proteina respectivamente en la harina original.

8.2. Hidrdlisis de la muestra

La hidro6lisis enzimatica con los hongos hizo posible la obtencién de una mayor cantidad
de azlcares de la harina de mezquite (Figura 16). Las cantidades variaron segun el hongo

utilizado.
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Figura 16. Aumento de azucares totales presentes en la harina de mezquite por hidrélisis

enzimética con hongos productores de celulasas.

Se logré aumentar la concentracion de azUcares totales disponibles en la harina mezquite
inoculando los microorganismos fungicos en la harina tratada comparado con los resultados
de azUcares totales en la harina tratada (sin hidrolisis), en donde no hubo hidrélisis enzimatica

(ver Figura 13).

El hongo menos efectivo para hidrolizar azlcares fue H1, el cual solo incremento
minimamente la cantidad de azucares obteniendo un promedio de 27.94 g/100 g de harina de
mezquite, mientras que el hongo H2 resulté el mas apto para este proceso duplicando la
cantidad de azUcares en la muestra de mezquite hasta un promedio de 49.84 g/100 g. Respecto
al pH de la muestra de mezquite, en todo momento se mantuvo estable con valores entre 5 —
5.1.

8.3. Morfologia de las cepas bacterianas y fungicas estudiadas

Las tablas 3 y 4 presentan la descripcion morfoldgica de los 46 aislados bacterianos
utilizados en las pruebas bioguimicas y los 4 aislados fungicos empleados en la hidrdlisis
enzimatica, respectivamente. Las bacterias se cultivaron en agar R2A con pH 8 y los hongos
en PDA con pH 8.
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Tabla 3. Descripcion morfologica de los aislados bacterianos (Lépez, 2015; Saldafia, 2016).

Descripcion morfoldgica

Bacteria Foto Forma Elevacion Borde Color Aspecto
S . ) i Humedo
A > Rizoide Elevada Rizado Amarillo . y
VisScoso
B Circular Monticular Entero Blanco Seco
E Irregular Plana Ondulado | Amarillo Humedo
F Irregular | Monticular |  Entero Blanco Seco
H Circular Monticular Entero Amarillo Seco
J Circular Elevada Entero Rosa Humedo
L Circular Elevada Entero Amarillo Humedo
M Circular Monticular Entero Blanco Seco
N Circular Convexa Entero Amarillo Seco
L. Sin . ,
Q1 Rizoide . Ondulado Beige Humedo
elevacion
) Sin . .
Q2 Filamentosa ., |Filamentoso| Beige Seco
elevacion
Q4 Circular Monticular | Entero Marron Humedo
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Sin

Q5 Circular . Entero Beige Hamedo
elevacion
R3 Circular Monticular | Entero Blanco Humedo
. Sin )
R4 Circular . Ondulado Café Seco
elevacion
. Sin . .
S1 Rizoide ., |Filamentoso| Beige Seco
; elevacion
. Sin . . .
S2 Rizoide ., |Filamentoso| Beige Humedo
elevacion
. Sin . .
S3 Filamentosa . Ondulado Beige Humedo
elevacion
Ul m Irregular Elevada | Ondulado Blanco Humedo
V5 g8 Circular Plana Rizado Beige Humedo
I Circular Elevada Entero Blanco Gomoso
] Circular Pulvinada Entero Blanco Gomoso
i Irregular Elevada Entero Blanco Pastoso
v Circular Plana Entero Blanco Duro
\Y Irregular Convexa Entero Blanco Gomoso
VI Irregular Elevada Entero Blanco Pastoso
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VIl Circular Plana Entero Blanco Duro
X Circular Plana Entero Blanco Pastoso
XI Irregular Convexa Entero Blanco Gomoso
Semi
Xl Irregular Convexa | Ondulado Pastoso
transparente
X1 Circular Elevada Entero Amarillo Semi duro
XV Irregular Elevada Entero Amarillo Pastoso
. Semi
XV Circular Convexa Entero . Duro
amarillento
XVI Irregular Plana Entero Blanco Gomoso
XVII Circular Elevada Entero Blanco Gomoso
Semi
XVIII Irregular Umbulada | Ondulado Gomoso
transparente
XX Circular Plana Entero Blanco Pastoso
XXI1 Irregular Plana Entero Amarillo | Semi duro
XXII Circular Elevada Entero Blanco Gomoso
. ) Naranij
XXI11 Circular Pulvinada Entero aranja Gomoso
opaco
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XXV Irregular Plana Entero Blanco Gomoso
XXVI Circular Convexa Entero Blanco Gomoso
XXVII Circular Convexa Entero Blanco Gomoso
XXX Circular Elevada Entero Amarillo | Semi duro
XXXI Circular Elevada Entero Amarillo | Semi duro
XXXIV Irregular Elevada Enero Blanco Gomoso

Tabla 4. Descripcion morfologica de los aislados fungicos (Lépez, 2015).

i Estructuras
Hongo Foto Esporas Forma de hifas . N . y
fangicas
H1 Conidias Cenociticas Conidiéforo
H2 Esporangidsporas Cenociticas Zoosporangio
H3 Conidias §eptada Conidioforo
uninucleada
. Septada .
H4 Esporangi6sporas uninucleada Esporangio6foro
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8.4. Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas a los 46 aislados bacterianos mostrados en la tabla 5,

para determinar cuales eran capaces de fermentar azUcares, producir gas y sulfuro de

hidrégeno.
Tabla 5. Resultados de las pruebas bioquimicas.
. Agar hierro de Kligler Caldo Rojo de Fenol
Aislado
bacteriano |  Gjycosa Lactosa PS]ngL{ro de Sacarosa Gas
idrégeno

A - - - ++ +
B + - - ++ -
E + - - ++ +
F + - - ++ -
H - - - - -
J - - - - -
L + - - ++ +
M - - - - -
N - - - - -
Q1 - - - ++ -
Q2 - - - ++ -
Q4 - - - - -
Q5 - - - + -
R3 - - - + -
R4 ++ - - + -
S1 - - - + -
S2 - - - + -
S3 ++ - - + -
Ul - - - + -
V5 + + + - -
| - - - - -
Il - - - - -
10 - - - - -
Y - - - - -
V + - - - -
VI - - - - -
VII - - - - -
X - - - - -
XI - - - - -
Xl - - - ++ -
XIII - - - ++ -
XIV - - - - -
XV - - - - -
XVI B - B B -
XVII - - - ++ -
XVIII - R - = -
XX - - - - -
XXI - - - - -
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XXII - - - - -
XXIII - - - - -
XXV - - - - -
XXVI
XXVIII
XXX
XXXI
XXXIV + - + + -
(El signo (-) indica resultados negativos para fermentacion o produccién, el signo (+) indica

+|+]+]
1
1

resultados positivos, doble signo (++) indica resultados positivos en menor tiempo).

Los resultados de las pruebas bioquimicas muestran que 21 cepas bacterianas son
capaces de fermentar la sacarosa, de las cuales 11 lo hacen en un tiempo més eficiente. Se
obtuvieron 13 fermentadoras de glucosa y 1 de lactosa, lo cual resulta de gran importancia
en la produccion de bebidas alcohdlicas y productos que surgen de la fermentacion de

azucares por ejemplo el alcohol ya sea su uso como antiséptico o biocombustible.

Se encontraron solamente 3 aislados microbianos productores de gas y 3 productores de

sulfuro de hidrogeno.
8.5. Produccion de celulasas en los hongos utilizados para la hidrélisis del mezquite

Los hongos H1, H2, H3 y H4 que crecieron sobre carboximetil celulosa produjeron
celulasas, lo cual se aprecid por una decoloracion alrededor de cada hongo (Figura 17). La
degradacion de la celulosa muestra que estos hongos pueden hidrolizar a la celulosa del

mezquite para hacer mas disponibles los azlcares para la fermentacion.

Figura 17. Hongo creciendo sobre carboximetil celulosa. El halo de decoloracion junto al

hongo demuestra la presencia de celulasas capaces de degradar a la celulosa.
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8.6. Rendimiento en la produccion de alcohol
8.6.1. Produccién de alcohol por fermentacién con bacterias

La fermentacion llevada a cabo con las bacterias no resulté favorable como se esperaba.
De las 21 bacterias sometidas a la fermentacion alcohdlica solamente dos, las cuales fueron
E y F, la primera identificada en un 85% como Pantoea agglomerans (Ldépez, 2015) y la
segunda sin identificar, ambas teniendo la capacidad de crecer en ambientes con pH entre 5
y 11, lograron producir una cantidad minima de alcohol que no pudo ser recuperado mediante
la destilacion con el equipo Soxhlet. A pesar de que no se recupero alcohol, si hubo una

pequefia produccion, lo cual se aprecid con el olor caracteristico del alcohol.

8.6.2. Produccién de alcohol por fermentacién con levadura

Los resultados se tomaron a partir del proceso de fermentacién escalada, donde la
cantidad de alcohol obtenido fue de 108.47 g/L en promedio, con una densidad de 0.849 g/ml.
La harina de mezquite mantuvo un pH 5 — 5.1. El rendimiento del producto con respecto al
sustrato (Yps) de la fermentacion resultdo de 0.52. En la figura 19 se puede observar la

combustién del alcohol obtenido.

8.6.3. Produccion de alcohol por fermentacion con levadura en la muestra

hidrolizada con hongo

Después de los 10 dias de hidrdlisis enzimatica de la muestra con el hongo H2, més 72
horas de fermentacion con S. cerevisiae, se obtuvo una produccion de alcohol mas baja de lo
esperado, siendo una concentracion promedio de 126.38 g/L que puede ser comparable con
los valores citados por algunos autores (Tabla 6), sin embargo, esta concentracion resultd
significativamente mayor (p=0.0369) al valor mencionado en la seccion 8.5.2. El rendimiento
Ypis) de la fermentacion fue de 0.51. En la figura 18 se muestra la comparacion de los

volumenes obtenidos.

El pH de la mezcla se mantuvo estable de 5 — 5.1, cercano al considerado optimo para
fermentacion por da Silva et al. 2010 quien sugiere pH 5.4 — 5.5 y pH 5 considerado por
McLellan et al. 1999.
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Figura 18. Produccion de alcohol con S. cerevisiae en mezcla de mezquite tratada e

hidrolizada con hongo H2.

Tabla 6. Concentraciones de bioetanol obtenidas por fermentacion de biomasas.

Biomasa Agente _Cantidad de Referencia
fermentador bioetanol (g/L)

Mezquite (P. juliflora) Z. mobilis 165 da Silvaetal., 2011
Mezquite (P. juliflora) Z. mobilis 141.1 da Silva et al., 2010
Sorgo dulce S. cerevisiae 120.68 Laopaizbgg; etal,
Sorgo dulce S. cerevisiae 120.28 Laopaizbgg; etal,
Yuca STARGEN™ 001 115.50 Castario et al., 2011
Cafia de azucar S. cerevisiae 90 Paiva et al., 1996
Cafia de azUcar S. cerevisiae 76.28 Babu et al., 2012
Trigo S. cerevisiae 56.5 Erdei et al., 2010
QL%Z ;cga (Gelidium S. cerevisiae 55 Yanagizsg\llxga etal.,
Mezquite (P. juliflora) S. cerevisiae 44.32 da Silva et al., 2010
Papa S. cerevisiae 32.52 éi?niirrl(iﬁgzlgé
Naranja S. cerevisiae 13.98 Tejeda et al., 2010
Pifia S. cerevisiae 1.22 Tejeda et al., 2010
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8.7. Alcohol versus gasolina

Se compar6 la combustion del bioetanol obtenido, producido a partir de la fermentacion
con la biomasa de Prosopis sp. y la levadura S. cerevisiae, contra la combustion de la gasolina
PEMEX Premium con un nivel de octanaje de 92 (Figura 19). Ademaés se incluy6 la
comparacion de la combustion del alcohol etilico comercial marca PROTEC con 70° (Tabla

7). La temperatura de los tres combustibles fue de 25 °C.

Figura 19. Combustion de bioetanol de mezquite (izquierda), alcohol comercial (centro) y

gasolina (derecha).

Tabla 7. Comparacion de la combustion entre alcohol y gasolina.

Bioetanol de Alcohol etilico Gasolina Pemex
Aspecto ] . .
mezquite comercial Premium
Cantidad 500 pL 500 pL 500 pL
Color de flama* 10% naranja, 90% azul | 50% naranja, 50% azul | 90% naranja, 10% azul
Estabilidad de flama Estable Estable Inestable
H.u.mos/Vapores No No Bastante humo negro
visibles
Duracion de la
., 25 segundos 27 segundos 13 segundos

combustion
Olor de I?, Caracter|st|c’o fjel Sin olor Penetrante, fuerte
combustion alcohol, débil
Residuos 150 plL de agua 150 plL de agua Solidos negrosy

amarillos
(*Los porcentajes de color de la flama representan aproximaciones visuales con variaciones de

£10%).
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La combustion del bioetanol resulta fisica y ambientalmente superior a la combustién de

la gasolina debido al siguiente analisis:

- El color anaranjado de la flama de la gasolina indica que no estd sucediendo una
combustion completa, en cambio la combustion con flama azul es mas completa e
intensa, por lo tanto, genera mas poder calorifico y una menor cantidad de contaminantes
(Martinez, 1992).

- Laduracién de la combustion del alcohol es superior, indicando que el rendimiento de
este es mas eficiente.

- Los residuos generados por la gasolina son particulas sélidas, mientras que el residuo

del alcohol es agua (Figura 20).

Figura 20. Residuos de la combustién del bioetanol (derecha) y de la gasolina (izquierda).
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9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostro que el mezquite, del género Prosopis sp., es materia
viable para la produccion de alcohol mediante sus frutos, los cuales contienen grandes
cantidades de azucares que fueron fermentados por la levadura S. cerevisiae produciendo
bioetanol como producto final. Esto convierte al mezquite, un residuo agricola, en un recurso
potencialmente valioso en la industria alcohdlica, ya sea para produccion de bebidas
alcoholizadas, antisépticos o biocombustibles a partir de esta fuente renovable. Se demostro
ademas que el uso de los microorganismos fungicos provenientes de un entorno salado, son
efectivos para hidrolizar la biomasa lignocelul6sica, ya que a partir de esta biomasa se logro
aumentar la cantidad de azucares presentes en la harina de mezquite después de ser sometida
al tratamiento térmico, pues estos azlcares fueron utilizados por el microorganismo
fermentador fabricando una mayor cantidad de bioetanol en comparacién con la harina que

no fue hidrolizada.

Ya que la cantidad de azucares aumentados por hidrélisis enzimatica en la harina tratada
no iguald a la cantidad de azucares contenida en la harina original sin hidrolizar, siendo esta
aun mayor, habria una produccién estimada de 145.69 g de bioetanol/L de medio a partir de

la harina original, en caso de haber sido posible su uso sin contaminarse.

Se generan aproximadamente 3 toneladas de vainas de mezquite que se producen
unicamente en la unidad central de la UABC campus Mexicali, con lo que podrian producirse
aproximadamente 1,512 litros de bioetanol al afio en promedio, tomando en cuenta los datos
resultantes de este proyecto. A pesar de que esta cantidad a nivel industrial no es suficiente,
podria aprovecharse el mezquite del valle de Mexicali, ademas, existen muchas y grandes
zonas en nuestro pais las cuales estan cubiertas por Prosopis sp., que pudiera aprovecharse
para la produccién de alcohol a nivel industrial, que reemplazaria gradualmente el
combustible proveniente de los fosiles, y con esto reducir significativamente el nivel de
contaminacion en el ambiente, al igual que lo ha hecho Brasil en los Gltimos afios. Dentro de
la misma UABC podria utilizarse el bioetanol producido, para abastecer los distintos

laboratorios del area bioldgica que demandan de alcohol como uso antiséptico.
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11. ANEXOS
11.1. Medio YPD
Pesar en relacion peso/volumen:
o 1% de extracto de levadura
e 2% de glucosa/dextrosa

o 2% de peptona de caseina
Afadir el volumen de agua destilada requerido con base en los célculos.

Agitar hasta disolver los solutos.

11.2. Agar CMC
Pesar en relacion peso/volumen:

o 0.2% de nitrato de sodio

e 0.05% de sulfato de magnesio
o 0.1% de fosfato dipotasico

e 0.05% de cloruro de potasio

e 0.02% de peptona

e 0.2% de CMC

o 1.7% de agar-agar

Afiadir el volumen de agua destilada requerido con base en los calculos.

Agitar hasta disolver los solutos.

11.3. Licor de Fehling
Se prepara mezclando en cantidades iguales los dos reactivos siguientes:

e Reactivo Fehling A: 34.639 g de sulfato de cobre en 500 ml de agua destilada.
« Reactivo Fehling B: 173 g de tartrato de sodio y potasio, y 50 g de hidréxido de sodio
en 500 ml de agua destilada.
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