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Resumen: En este estudio se presentan los resultados de pretratamientos acido-térmico y sacarificacién enzimatica para la produccién de
azlcares fermentables a partir de jugo y bagazo de hojas de Agave salmiana. En el pretratamiento acido-térmico fue usado H,SO4 mientras que
en la sacarificacion enzimatica se usé la enzima comercial Cellic Ctec2 (Novozyme). En los resultados se encontrd que las mejores condiciones
del pretratamiento acido-térmico (H,SO4 % (v/v) a 100 °C por 30 min) para el jugo generaron una concentracion de 43.65 + 1.36 g/L de azlcares
reductores. En el bagazo, las mejores condiciones (H2S041 % (p/v) a 120 °C por 60 min) produjeron una concentracién de 37.35 + 1.65 g/L de
azucares reductores en los hidrolizados. En la sacarificacion enzimatica a 15 FPU/g sustrato y carga de sélidos de 10% (p/v), se obtuvo una
concentracion de 87.37 + 1.27 g/L de azucares reductores después de 72 h. Los resultados obtenidos demuestran el potencial del uso integral de
bagazo y jugos de las hojas de Agave salmiana como materia prima para la produccion de azlcares fermentables.
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Evaluation of acid-thermal pretreatments and enzymatic saccharification to obtain
fermentable sugars from the juice and bagasse of Agave salmiana leaves

Abstract: This study presents the results of acid-thermal pretreatments and enzymatic saccharification for the production of fermentable sugars
from the juice and bagasse of Agave salmiana leaves. In the acid-thermal pretreatment, H,SO4 was used while in the enzymatic saccharification
the commercial enzyme Cellic Ctec2 (Novozyme) was used. In the results it was found that the best conditions of the acid-thermal pretreatment
(H2S04% (v/v) at 100 ° C for 30 min) for the juice generated a concentration of 43.65 + 1.36 g/L of reducing sugars. In bagasse, the best conditions
(H2S04 % (p/v) at 120 ° C for 60 min) produced a concentration of 37.35 + 1.65 g/L of reducing sugars in the hydrolysates. In the enzymatic
saccharification at 15 FPU/g substrate and solids load of 10 % (p/v), a concentration of 87.37 + 1.27 g/L of reducing sugars was obtained after 72
h. The results obtained demonstrate the potential of the integral use of bagasse and juices from the leaves of Agave salmiana as raw material to
produce fermentable sugars.

Keywords: Agave salmiana-leaf; acid-thermal pretreatments; enzymatic saccharification; fermentable; reducing sugars
Introduccién

La busqueda de alternativas energéticas diferentes a las obtenidas de la explotacién del petrdleo ha llevado a la
investigacion de energia amigables con el ambiente (Yan et al., 2020). Entre las opciones, se encuentran el uso de los
biocombustibles provenientes de biomasa lignocelulésica (Lee et al., 2017) obtenida de distintos productos,
destacando los residuos agroindustriales los cuales estan compuestos fundamentalmente por celulosa, hemicelulosa,
lignina, extractivos (mezcla de diferentes compuestos organicos) y algunos componentes inorganicos (Sudiyani et al.,
2013). La biomasa lignoceluldsica es considerada un recurso abundante e ideal para la produccion azucares
fermentables y su conversién a biocombustibles (Visioli et al., 2014). Para tal efecto, la aplicacion de pretratamientos
es indispensable. El pretratamiento acido-térmico (H,SO,) diluido es uno de los métodos mas eficaces ya que hidroliza
predominantemente la hemicelulosa y polimeros de carbohidratos (Diaz-Blanco et al., 2018). Posteriormente se
requiere la sacarificaciéon enzimatica del material pretratado, donde se lleva a cabo la accidn sinérgica de diversas
enzimas tales como endoglucanasas (EG), B-glucosidasas (BG), celobiohidrolasas (CBH) para transformar los polimeros
en azucares simples (Li et al., 2019). Las plantas de Agave son un potencial de materia prima lignocelulésica para la
obtencidn de azlcares fermentables y productos de alto valor (Viniegra-gonzalez, 2021). Los Agaves han recibido
especial atencion debido a su alta eficiencia en el uso del agua y su resistencia a la sequia, lo que les permite crecer en
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tierras aridas o semiaridas no aptas para otros cultivos, hay mas de 200 especies del género Agave, de las cuales la
mayoria son nativos de México (Castafieda-Nava et al., 2019). La especie de Agave salmiana representa cultivos
bioenergéticos altamente eficientes, tiene caracteristicas fisioldgicas tipo CAM, ademas, no compite con los principales
cultivos alimentarios, se estima una productividad de 42 t/ha-afio de biomasa de A. salmiana (Viniegra-gonzalez, 2021).
Durante la produccién industrial de bebidas fermentadas de A. salmiana, las hojas se descaran, las cuales representan
aproximadamente el 50 % del peso de la planta provocando un problema ambiental (Godinez-Hernandez et al., 2015).
Estas hojas contienen una alta cantidad de carbohidratos y una baja cantidad de lignina (aproximadamente 9-13% en
peso) proporcionando una baja recalcitrancia. También las hojas, generan un jugo fermentable cuyo principal
carbohidrato es el fructano, un polimero de unidades de glucosa y varios tipos de fructosa (Gonzalez-Llanes et al.,
2018). Las investigaciones para la obtencidén de azlcares fermentables empleando las hojas de A. salmiana han
mostrado resultados relevantes. Sin embargo, el uso integral del bagazo y jugos de estas estructuras de la planta son
escasas en la literatura. Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto del pretratamiento acido-
térmico vy sacarificacién enzimatica para la obtencidn de azlcares fermentables del bagazo y jugo de las hojas de A.
salmiana.

Materiales y Métodos
Materia prima

Se utilizaron hojas de A. salmiana de una edad aproximada entre 9y 10 afios, obtenidas de plantaciones de la localidad
de Tenextepec, Perote en el Valle de Perote, en la altiplanicie del Estado de Veracruz (19°29.616’ N, 97°15.991’ W,
2,521 m.s.n.m). Se registraron sus pesos frescos en el momento de la cosecha (Garcia Nufez et al., 2020). Las hojas se
cortaron en tamafios de 5 x 5 cm, se molieron en un molino de cuchillas y se pusieron en un exprimidor para separar
el jugo del bagazo (Rijal et al., 2016). Ambas fracciones se secaron por separado para calcular el contenido de humedad
(Corbin et al., 2015). El bagazo molido se tamizo para obtener particulas de tamafio entre 0.250 y 0.600 mm y se guardd
en bolsas plasticas hasta su uso. El jugo se centrifugd a 10,000 rpm por 30 min (Eppendorf AG, 22331 Hamburg,
Germany), se filtréo usando papel Whatman 40 para eliminar fibras del bagazo y se almacend a -4 °C hasta su uso
(Gonzalez-Llanes et al., 2018).

Pretratamientos dcido-térmicos

Los jugos se sometieron a tres diferentes concentraciones de H,SO4 (0.1, 0.5 y 1 % (v/v)), dos tiempos de residencia
(15-30 min) y dos temperaturas (100-120 °C, usando una autoclave). Los ensayos se realizaron por triplicado en
matraces Erlenmeyer de 250 ml, con un volumen de trabajo de 100 ml. El producto se filtré6 empleando membranas de
0.45 um para eliminar las particulas suspendidas y se determinaron las concentraciones de azucares reductores y
totales mediante los métodos de Miller, (1959) y Nielsen, (2003) respectivamente. El bagazo también se sometio a
pretratamientos acidos-térmicos a una concentracion de H,SOs de 1 % (p/v), tiempo de residencia de 60 min y
temperatura de 120 °C (usando una autoclave) (Lainez et al., 2018). Los ensayos se realizaron por triplicado en matraces
Erlenmeyer de 125 ml, a una relacion sélido/ liquido de 1:10 (p/v) con un volumen de trabajo de 50 ml. El producto se
centrifugd a 6,000 rpm (Eppendorf AG, 22331 Hamburg, Germany) durante 20 minutos a 20 °C. Posteriormente la parte
sélida se lavd con agua destilada manejando un valor de pH entre 6.5y 7. Se determind la concentracidn de azlcares
reductores en los hidrolizados usando el método DNS (Miller, 1959).

Sacarificacion enzimdtica

El bagazo pretratado se sometid a una sacarificacidén enzimatica utilizando una carga enzimatica de 15 FPU/g sustrato,
carga de sélidos de 10 % (p/v). Se utilizd la enzima comercial Cellic Ctec2 (Novozyme), con actividad enzimatica de 151
FPU/mI (Ldinez et al., 2019). Los experimentos de sacarificacion enzimatica se realizaron por triplicado en matraces
Erlenmeyer 125 ml, volumen de trabajo de 50 ml conteniendo buffer citrato (50 mM, pH de 4.8), incubacién a 50 °C, y
150 rpm durante 72 h. Se tomaron muestras periddicamente y se determind la concentracidon de azlcares reductores
por el método DNS (Miller, 1959). Los rendimientos de la sacarificacion enzimatica se obtuvieron de acuerdo con Xu et
al., (2019).
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Meétodos analiticos

La determinacién de las extractivos fue de acuerdo con Thurbide & Hughes (2000) y reportado como porcentaje. El
contenido de cenizas y componentes lignoceluldsicos se caracterizé de acuerdo con Lainez et al., (2018). El pH del jugo
se determiné usando un pH-metro (HI2211, Hanna instruments, USA). El contenido de sélidos solubles totales (SST) de
los jugos se determind de acuerdo con Corbin et al., (2015). El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en el jugo
crudo se cuantificd mediante HPLC (Sandoval-Nufiez et al., 2018). La cuantificacién de azucares reductores se realizd
por el método de Miller (Miller, 1959) utilizando un espectrofotdmetro UV-vis (1280, Shimadzu, Japon) a una longitud
de onda de 540 nm. Una curva estandar de glucosa (2 mg/ml) se usé como referencia. El contenido azlcares totales se
calculé mediante el método de fenol-acido sulfurico (Nielsen, 2003) utilizando un espectrofotémetro UV-vis (1280,
Shimadzu, Japdn) a una longitud de onda de 490 nm. Una curva estandar de sacarosa (0.1 mg/ml) se usé como
referencia.

Andlisis estadistico

El pretratamiento acido-térmico de los jugos se analizd con un disefio factorial con tres factores, concentracion de
acido, tiempo de residencia y temperatura (con tres niveles para la concentracién de acido y los otros dos factores con
dos niveles cada uno). La variable de respuesta fue la concentracién de azucares reductores. Los datos fueron
analizados con un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial y pruebas de rangos multiples utilizando el software
Statgraphics Centurion XVII (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, USA).

Resultados y Discusion

Procesamiento fisico de las hojas de Agave salmiana
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Figura 1. Procesamiento del Agave salmiana y contenido de humedad, los datos se presentan como porcentaje de masa inicial
fresca (himeda) (% p/p). Los valores mostrados en letra color rojo se utilizan para el calculo del contenido de humedad total
(Corbin et al., 2015).
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La biomasa se separd en jugo y bagazo, la distribucién de masa (% p/p) se muestra en la Figura 1. Se observé un
contenido de alrededor de 63 % (p/p) de jugos de A. salmiana que se puede extraer con la molienda de las hojas. La
fraccidn restante fue considerada bagazo himedo (36.57%). Respecto a los jugos, la distribucion en masa (% p/p) fue
diferente a reportes de varios autores (Gonzalez-Llanes et al., 2018; Corbin et al., 2016; Michel-Cuello et al., 2012), esto
podria ser atribuido a la especie de Agave y la edad de la planta. La fraccién de masa de bagazo seco fue de 5.85 %
(p/p). Este valor fue menor a lo reportado por Yang et al., (2015) y Corbin et al., (2015) con 7 y 10 % (p/p),
respectivamente utilizando biomasa de A. tequilana. Por otra parte, el contenido total de humedad fue superior a 88
%, estos valores son similares a los reportados por Yang et al., (2015) y Corbin et al., (2015), utilizando biomasa de hojas
de A. tequilana y menor al estudio de Gonzales et al., (2018) utilizando A. salmiana. Por otro lado, en las hojas de A.
salmiana se obtuvo una cantidad de biomasa fresca de 96 kg/planta (Garcia Nafiez et al., 2020). Estos resultados
confirman que A. salmiana es una materia prima sustancial para el bioprocesamiento de produccién de azlcares
fermentables (Yan et al., 2020).

Andlisis composicional
a) Composicion lignocelulésica del bagazo de hojas Agave salmiana

El bagazo de A. salmiana cruda presentd la siguiente composicion (% Base seca) celulosa 31.53 + 0.88 %, hemicelulosa
15.16 £ 0.25 %, lignina 17.28 + 1.36 %, extractivos 1.22 + 0.67 % y cenizas 8.17 £ 0.09 %, como se muestra en la Tabla
1. Los porcentajes de celulosa encontrados en este trabajo fueron superiores a los reportados por Lainez et al., (2018),
Chavez-Romero et al., (2018) y Pinos-Rodriguez et al., (2008) con valores que oscilaron entre 18 y 27 %, y menores a
lo reportado por Naranjo et al., (2016) y Medina-Morales et al., (2011) quienes reportaron valores mayores que 35 %.
Los valores de hemicelulosa en este trabajo fueron superiores a los reportados por Lainez et al., (2018) y Chavez-
Romero et al., (2018). El contenido de lignina fue superior a los reportados por Naranjo et al., (2016) y Chavez-Romero
et al., (2018), e inferior a lo reportado por Lainez et al., (2018).

Tabla 1. Componentes lighocelulésicos de bagazo Agave salmiana en base seca reportados en la literatura y en este estudio.

Celulosa Hemicelulosa Lignina Extractivos Cenizas Referencias
31.53+0.88 15.16 £ 0.25 17.28+1.36 1.22+0.67 8.17+0.09 En este estudio
48.94 +5.27 - 8.48+1.78 - 2.32+0.92 Naranjo et al., (2016)
20.67 £ 0.48 3.74+£0.19 23.37+0.42 4.01+0.18 11.21+0.21 Lainez et al., (2018)
35.26 - -—-- - - Medina-Morales et al., (2011)
18.94 + 0.07 0.95 + 0.09 2.26+0.02 0.73+0.03 5.12+0.07 Chéavez-Romero et al., (2018)
27.2 - -—-- - 8.6 Pinos-Rodriguez et al., (2008)

b) Composicion del jugo de hojas de Agave salmiana

Tabla 2. pH y composicién de jugos (g/L) de Agaves reportados en la literatura y en este estudio.

Agave pH Glucosa Fructosa Sacarosa Azdcares Azdcares Referencias
reductores totales
salmiana 4.5 +0.005 8.76£0.85 20.82+0.49 0.43+0.07 28 +0.07 44.87 £2.21 En este estudio
salmiana - 10.84+1.22 579+1.12 533+088 W - = e Michel-Cuello et al.,
(2008)
salmigna - = e e 26.1 86.4 (Gonzalez-Llanes et
al., 2018)
tequilana 46-5 25.6+4.9 12.7+2.7 6.0t45 = - Corbin et al., (2016)
tequilana  4.74 £ 0.002 18.1+0.1 16.8+03 - e Yang et al., (2015)
tequilana - 18.3+0.1 152+01 - e e Rijal et al., (2016)
henequén 45 e e e 40.2+064 - Villegas-Silva et al.,
(2014)

El jugo crudo presentd la siguiente composicion (g/L): glucosa 8.76 + 0.85, fructosa 20.82 + 0.49, sacarosa 0.43 + 0.07,
azucares reductores 28 + 0.07, azucares totales 45.87 + 2.21 y pH de 4.5 + 0.005 (Tabla 2). Se observa que la diferencia

-—w ASOCUCION LATOMERCAA EDESAROLLD 7 0
&— 'SUSTENTABLE Y ENERGIAS RENOVABLES e



Renewable Energy, Biomass & Sustainability (REB&S), Vol. 3, No. 1, 67-74

de azucares reductores y totales es mayor al 16 %, esta desigualdad podria deberse al contenido de fructanos presentes
en el jugo (Gonzalez-Llanes et al., 2018). Por otro lado, el contenido de fructosa es mayor a lo reportado por Michel-
Cuello et al., (2008) y Corbin et al., (2016) utilizando biomasa de A. salmiana y tequilana respectivamente. El contenido
de glucosa fue menor con respecto a otros trabajos citados en la literatura (Tabla 2). La cantidad de sacarosa fue menor
a lo reportado por Gonzalez-Llanes et al., (2018) y Michel-Cuello et al., (2008). Por otra parte, los azucares reductores
fueron mayores a lo reportado por Gonzalez-Llanes et al., (2018) y menor a lo reportado por Villegas-Silva et al., (2014)
utilizando biomasa de A. salmiana y A. henequén respectivamente. El contenido de azucares totales fue menor a lo
reportado por Gonzalez-Llanes et al., (2018). Respecto al pH, la acidez del jugo de Agave es una caracteristica de las
plantas que utilizan el metabolismo acido crasulaceo (Corbin et al., 2016).

Pretratamiento del jugo de Agave salmiana

La Tabla 3 presenta los resultados obtenidos cuando el jugo de A. salmiana fue sometida a pretratamientos acido-
térmicos. La concentracidon de azlcares reductores oscildé entre 30.39 + 1.21 y 43.65 + 1.36 g/L, lo cual puede ser
atribuido a la hidrélisis de oligosacaridos (Michel-Cuello et al., 2012). En los resultados, se observa que el incremento
en la concentracidn de los azlcares reductores fue proporcional al aumento de concentracion de H,SO4, a 100 °C por
30 min (Tabla 3). Los niveles de concentracidn de H,SO, mostraron diferencias significativas (p<0.0244).

Tabla 3. Condiciones de pretratamiento acido-térmico para los jugos de A. Salmiana y concentracion de azlcares reductores

producidos
Tratamiento  Concentracion H,SO, Tiempo Temperatura Azucares reductores
% v/v min °C g/L
1 0.1 30 100 31.28£0.49
2 0.1 15 100 30.39+1.21
3 0.1 15 120 32.16 £0.98
4 1 15 100 41.82 £0.89
5 0.5 30 100 39.79+2.11
6 1 30 120 37.85£0.59
7 0.5 30 120 39.78 £0.39
8 15 120 42,18 £1.15
9 30 100 43.65 +1.36
10 0.5 15 120 41.57 £0.80
11 0.5 15 100 40.68 £ 0.89
12 0.1 30 120 33.15£0.71

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 2. Grafico de medianas con intervalos del 95% de confianza.
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En la Figura 2, se muestra el grafico de medianas con intervalos de confianza de 95 %, donde se aprecia que los
tratamientos con una concentracion de HxSO4 1 % (v/v) mostraron los valores mas altos de azlcares reductores. Los
resultados obtenidos se pueden comparar con otros reportados en la literatura. Corbin et al., (2016), realizaron un
pretratamiento acido (TFA 0.2 M a 80 °C por 60 min) al jugo de A. tequilana obteniendo un aumento 30 a 41 g/L de
azlcares reductores. En otro estudio, Rijal et al., (2016), realizaron un pretratamiento acido (H,SOs 1 % (v/v) a 121 °C
por 60 min) al jugo de A. tequilana obteniendo un aumento 33.5 a 39.6 g/L de azlcares reductores. Este resultado
muestra la eficacia del pretratamiento acido-térmico en jugo de A. salmiana para el incremento de azucares
fermentables.

Pretratamiento del bagazo de Agave salmiana

El bagazo de A. salmiana fue sometida a pretratamiento acido-térmico, en los hidrolizados se obtuvo una concentraciéon
de azlcares reductores de 37.35 + 1.65 g/L. Se sabe que la eficacia del pretratamiento acido-térmico elimina una gran
parte de la hemicelulosa y se recupera como azucar simple (Diaz-Blanco et al., 2018). Los resultados obtenidos en el
presente estudio se pueden comparar con otros reportados en la literatura. Lainez et al., (2018), reportaron una
concentracion de 25 g/L de azucares reductores en biomasa de bagazo de A. salmiana utilizando H,SO4 al 1 % (v/v). Por
otro lado, Diaz-Blanco et al., (2018), obtuvieron una concentracién de 16 g/L de azlcares reductores aplicando H,SO4
al 1% (p/v) en bagazo de A. lechuguilla. En otro estudio, Saucedo-Luna et al., (2010), reportaron una concentracién de
20 g /L de azucares reductores en biomasa de bagazo de A. tequilana utilizando H,SO4 al 1 % (p/v). Estos resultados
confirman que el pretratamiento acido-térmico producen hidrolizados con alto contenido de azucares fermentables.

Sacarificacion enzimdtica

La fraccidn sdlida producida del pretratamiento acido-térmico fue sometida a sacarificacién enzimatica obteniendo una
concentracién de azlcares reductores de 87.37 + 1.27 g/L después de 72 h de experimentacién (Figura 3). Las
concentraciones de azlcares reductores fueron de 48.74 £ 2.13 g/L alas 12 h, aumentando a 87.37 + 1.27 g/L al final
del experimento. Los resultados obtenidos se pueden comparar con otros en la literatura. Lainez et al., (2019),
trabajaron un pretratamiento secuencial acido-alcalino y sacarificacién enzimatica en bagazo de A. salmiana
obteniendo una concentracién de 50 g/L de azucares reductores. Por otro lado, Rios-Gonzalez et al., (2021), evaluaron
el efecto del pretratamiento secuencial acido-microondas y sacarificacién enzimatica en bagazo de A. lechuguilla
obteniendo una concentracion de 47.7 g/L de azlcares reductores. Saucedo-Luna et al., (2011), estudiaron el efecto
del pretratamiento acido (H,SO4 1 — 3 %(p/v)) y la sacarificacion enzimatica utilizando enzimas celulasa y B-glucosidasa
sobre el bagazo de A. tequilana obteniendo una concentracion de 41 g/L de azlcares reductores.

100 -
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Figura 3. Cinética de sacarificacion enzimatica del agave pretratado (H2S04 1 % (p/v) a 120 °C por 60 min) con una carga de
sélidos del 10 % y una carga de enzima de 15 FPU/g sustrato.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo mostraron la potencial liberacidn de azlcares simples a partir de uso integral del bagazo
y jugo de hojas de A. salmiana mediante la aplicacién secuencial de pretratamiento acido-térmico y enzimaticos. Los
pretratamientos acido-térmico permitieron obtener hasta 82 g/L de azlcares reductores en jugo e hidrolizados.
Ademas, la sacarificacion enzimatica del material pretratado produjo una concentracidn de hasta 87 g/L de azlcares
reductores. Este reporte ofrece resultados Utiles para futuras investigaciones, también, para hacer un aprovechamiento
integral de la biomasa de A. salmiana. Finalmente, se debe realizar futuros estudios fermentativos para evaluar el
rendimiento de produccion de biocombustibles.
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