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INTRODUCCION

La presente monografia esta dirigida fundamentalmente al estado del arte de la
produccién etanol combustible a partir de biomasa. Se hizo especial énfasis en las
caracteristicas de los residuos de frutas citricas, incluyendo la naranja y en su
potencial de utilizacibn como materia prima para la bioconversion a etanol.
También se analizé la informacion existente sobre los distintos procesos de
hidrdlisis de la celulosa contenida en los recursos de biomasa, asi como sobre los
diferentes métodos de pretratamiento a que puede ser sometida la materia prima
previamente a la hidrdlisis enzimatica. Se brinda informacion acerca de la
fermentacion de hidrolizados lignocelulésicos por Saccharomyces cerevisiae y
otros organismos y se resalta el problema de la inhibicién de la fermentacién por
distintos compuestos formados durante el pretratamiento y la hidrélisis de la

biomasa.

1.1 ;Que se conoce como Biomasa?

Mediante la fotosintesis, las plantas pueden absorber y almacenar quimicamente
la energia solar. Para ello utilizan agua y dioxido de carbono. Las plantas
superiores toman el agua del suelo a través de las raices y el didxido de carbono
en estado gaseoso del aire a través de las hojas.

Cuando incide un rayo de sol sobre una hoja verde, las diferentes moléculas de
diéxido de carbono y de agua se combinan con ayuda de la clorofila formando
una pequefia cadena molecular de 6 atomos de carbono, donde se almacena la
energia del rayo solar. El oxigeno producto de esa reacciéon pasa a la atmdésfera
circundante.

El compuesto que almacena la energia solar es la glucosa. En el metabolismo de
las plantas, se forman a partir de la glucosa moléculas aun mayores y complejas

con cadenas de carbono aun mas larga.



A partir de la glucosa, las plantas producen infinidad de productos entre estos la
celulosa y la lignina en la madera de tallos y arboles, asi como en otros muchos
productos (Cruz, 2000)

Se les llama biomasa a todos los productos vegetales o animales originados a
partir de la energia solar y que consideremos “almacenes” de energia solar.

La oxidacion de la biomasa es el proceso inverso a la fotosintesis. Con
independencia de que si los productos vegetales se pudren lentamente o son
digeridos en el estbmago de un animal o se queman por la accién del calor o de
las llamas, al final del ciclo se libera aquello que se combind en un origen: didxido
de carbono, agua y energia.

El oxigeno necesario para ese proceso es igual a la cantidad de oxigeno cedido al
aire por la via de la fotosintesis durante el crecimiento de la biomasa. Al contrario
la oxidacion libera exactamente la cantidad de didxido de carbono que las plantas
utilizaron para construir la biomasa utilizada.

Existen portadores energéticos a partir de la biomasa, que se pueden aprovechar
racionalmente y en muchas variantes y estados fisicos, ya sean sélidos, liquidos y
gaseosos. Entre esos portadores energéticos derivados de la biomasa se
encuentran el biogas, el carbon vegetal y etanol (Dominguez, 1996).

Ha sido estimado que la produccion anual de biomasa celulésica podria
suministrar 10 veces los requerimientos globales de energia y 100 veces los
alimenticios de la poblacion mundial (Galbe, 1994).

El término biomasa celulésica es usualmente aplicado a tejidos lefiosos vy
lignificados, los cuales son corrientemente subutilizados y subvalorados. No es
duda que estos residuos lefiosos y de cosecha representan granos de gran
reservorio de biomasa lignocelulésica necesaria para suministrar grandes
mercados de combustibles (Ashgari, 1996).

Son diversos los métodos que se han desarrollado en el mundo para degradar y
transformar los materiales lignocelulésicos en productos que puedan servir como
sustrato de fermentacion y obtener proteinas de consumo humano o animal,
etanol u otros productos como glucosa, xilosa, furfural, 5-hidroximetilfurfural,

derivados de lignina, etc.



1.1.1. Materiales lignocelulésicos.

Los materiales lignocelulésicos son la mas abundante fuente renovable en la
superficie de la tierra, lo cual lo hace una materia prima atractiva para la
produccién de etanol. Sin embargo, la lignocelulosa ofrece una gran resistencia al
ataque bioldgico, debido precisamente a su composicion quimica. (Schurz, 1997).
Los materiales lignocelulésicos estan formados por tres componentes principales:
celulosa, hemicelulosas y lignina. Entre las principales materias primas
lignocelulésicas se encuentran los cultivos energéticos, el papel reciclado, los
residuos forestales y los desechos agricolas y de la industria alimenticia, asi como
los residuos sélidos municipales (Martin, 2002)

Se ha considerado que la produccion global de los procesos fotosintéticos es de
unos 10-50 x 10* toneladas de biomasa seca anualmente, lo que corresponde al
50% de toda la biomasa en el mundo (Claassen et al., 1999) y como se menciono
anteriormente esta cantidad expresada en términos energéticos equivale a 10
veces el consumo global de energia (Galbe, 1994). Sin embargo, solamente entre
el 3y el4d % de esos materiales son utilizados econémicamente en el mundo
occidental, fundamentalmente como alimentos, en la produccién de pulpa y papel,
y en la generacion de energia (Galbe, 1994). Estas cifras ilustran la abundancia de
los materiales lignocelulésicos y sus ilimitadas potencialidades con vistas a
satisfacer las demandas de alcohol combustible sin afectar la alimentacion

humana.

1.2. El Bioetanol.

La conversion de biomasa a combustible liquido, tal como etanol ha sido el foco de
mucho interés a finales del siglo XX.
El bioetanol fue producido a gran escala durante las dos guerras mundiales,

usando hidrolisis &cida, pero después de los afios 1940 fue desestimado (de



Armas, 2000). Solamente en la Union Soviética la produccién de etanol basada en
la hidrdlisis acida de la madera continud ininterrumpidamente (Khol'kin et al.,
1999). Sin embargo, debido a los bajos rendimientos en los pasos de la hidrolisis y
a problemas de corrosion causada por el acido usado, los procesos no fueron
competitivos con los derivados del petroleo (Chang, et al. 1981).

A partir de 1973, cuando los precios del crudo se cuadriplicaron debido a la
reduccién de la extraccion por parte de los paises miembros de la OPEP, la
autosuficiencia energética paso a ser un objetivo estratégico de muchos paises y
los combustibles alternativos volvieron a jugar un papel importante y crecio el
interés por el etanol carburante (revisado por Martin, 2002). Sin embargo, a partir
de 1982 ocurrio una disminucion de los precios del crudo, lo que provocd una
disminucion del interés por el etanol combustible (Galbe, 1994).

Las nuevas exigencias hacia la proteccion del medio ambiente emanadas de la
Cumbre de la Tierra (1992) y la incertidumbre sobre un suministro estable de
petréleo crudo condujeron a que en la década de los 1990 se incrementase el
interés por el etanol combustible. La principal motivacion por el etanol esta vez ha
sido la preocupacién por disminuir el impacto del efecto invernadero sobre el clima
de la tierra. Lo atractivo del bioetanol como sustrato potencial para reemplazar los
combustibles fosiles estriba en la menor cantidad de diéxido de carbono liberada
durante la combustion (Costales, 2000). El CO, generado por la combustion del
etanol es utilizado en el proceso de fotosintesis de las plantas de las cuales es

obtenido, por lo que se produce un ciclo cerrado (Lynd, 1990)

1.2.1. El etanol como combustible automotor

El uso del etanol como combustible automotor tiene una historia tan larga como la
historia del propio automovil (revisado por Martin, 2002). El motor de combustion
interna inventado por Nikolaus Otto en 1887 fue disefiado originalmente para ser
propulsado con etanol (Tengborg, 2000). Henry Ford fue un entusiasta del uso del
etanol como carburante y su modelo Ford T, de 1908, podia ser propulsado tanto

por gasolina como por etanol puro (Di Pardo, 2000). Sin embargo, durante la



mayor parte del siglo XX el etanol combustible solamente resultdé atractivo en
tiempos de guerra.

Hoy todos los carros pueden trabajar con mezclas de 3-22% de etanol con
gasolina sin necesidad de hacer modificaciones en el motor (Berg, 1998). También
existen motores que pueden utilizar etanol puro, asi como los vehiculos flexibles
gue pueden usar mezclas de 0-100% de etanol en gasolina (Bailey, 1996).

Existen dos alternativas en la forma de empleo del alcohol carburante, la mas
utilizada es la utilizacion de mezclas de alcohol (10-20 %) con gasolina, para lo
gque no se requiere cambios en los motores de explosion de chispas
convencionales, la segunda opcion, mas radical, consiste en el uso de los motores
especificamente disefiados para operar con 100 % de alcohol.

Una mezcla de etanol anhidro (10%) y gasolina (90%),puede ser usado para
vehiculos petroleros sin modificaciones mecéanicas significativas.

Para mezclas de 10% de etanol y 90% de gasolina se ha reportado que el efecto
de sustitucion de 1 L de alcohol es de 0,8 L de gasolina, que resultan de 0,67 L
por la relacion de los calores de combustion y de 0,13 L ahorrados, por los efectos
de empobrecimiento y aumento del octanaje (Martin, 2002). Ademas, la
combustion de las mezclas etanol-gasolina es mas limpia y a mas baja
temperatura que la de gasolina pura. El poder calorifico del etanol equivale al 67
% del de la gasolina y su calor de vaporizacion es mayor, factores estos muy
importantes (Wyman, 1995).

Las alternativas de mezcla que han sido empleados con diversos nombres como
Mafuco, (Cuba), Alcoholina (Brasil), Gasohol (USA) requieren de la utilizacién de
alcohol deshidratado (99,2 %), ya que una mezcla que contenga mas de 0,3 % de
agua se puede separar en dos fases y causar serias fallas en el motor (ICIDCA,
1987).

1.2.2. Ventajas ecoldgicas del bioetanol.
El principal impacto social del uso del bioetanol esta relacionado con la proteccion
del medio ambiente. El empleo de bioetanol como combustible automotor

contribuira notablemente a la disminucién de la contaminacion ambiental, ya que



este es un combustible bioldgico, por lo que, como se explicé anteriormente, no
aporta diéxido de carbono al efecto invernadero. Ejemplo de esto tenemos que el
uso masivo del etanol combustible en Brasil provoc6 una reduccion de la emision
de 46.7 millones t CO,/afio entre 1985 y 1995 (Macedo, 1998).

Pero la disminucién de la acumulaciéon de CO; no es la Unica ventaja del etanol
combustible para el medio ambiente. A continuacion se destacan otros aspectos
que ilustran la conveniencia del uso de este biocombustible. Debido al alto
contenido de oxigeno en el etanol, su combustion es mas completa que la de la
gasolina, por lo que sus emisiones de monéxido de carbono e hidrocarburos son
mucho menores. (Cordovés, 2001). Ademas, como el etanol tiene un alto indice de
octano, se reduce la necesidad de utilizar aditivos antidetonantes, como el
tetraetilo de plomo, el cual es un compuesto toxico y persistente en el medio
ambiente. Los compuestos de plomo emitidos en los escapes automotores, se
distribuyen por el ambiente en forma gaseosa o de pequefas particulas solidas
gue tienden a asentarse en las plantas y en el suelo o que pueden ser inhaladas
por las personas. Una parte del plomo aspirado por las personas se acumula en el
cuerpo hasta llegar a niveles peligrosos, dafiando el cerebro de los nifios y
provocandoles una disminucién del coeficiente intelectual, asi como otros
trastornos funcionales (GEPLACEA, 1991).

Por otro lado, las emisiones producidas durante la combustién de la gasolina y del
combustible diesel contienen compuestos aromaticos, muchos de los cuales son
cancerigenos, asi como otras impurezas, tales como azufre, cloro, compuestos
aromaticos y Organometalicos, hidrocarburos sin combustionar, Oxidos de
nitrégeno y compuestos organicos volatiles (Bailey, 1996). El uso del etanol
carburante permite reducir las emisiones de todas esas sustancias dafiinas
(revisado por Galbe, 1994). Otra de las ventajas es la reduccion de la presion de
vapor de la gasolina, lo que permite reducir la evaporacion de los compuestos
formadores de smog. (Blanco, et al. 2001).

En caso de que el etanol sea producido a partir de materiales lignocelulésicos,
tales como desechos agricolas y forestales, residuos de la industria de

procesamiento de alimentos o residuos solidos municipales se producira la



disminucion del vertimiento y la acumulacibon de muchos residuales
potencialmente téxicos y contaminantes del entorno. En opinion del autor, esto
representara un beneficio medioambiental adicional del uso del etanol

combustible.

1.2.3. Ventajas econdémicas del uso del bioetanol.

La sustitucion de la gasolina por el etanol permitiria reducir los volimenes de
petréleo que actualmente son importados por los paises dependientes del
mercado mundial de hidrocarburos, lo que conduciria a una mejora de la balanza
comercial de esos paises (Glasser, 1998).

Para valorar la magnitud del efecto econémico del uso del etanol combustible es
bueno tener en cuenta que en la sociedad moderna la transportacion representa
una proporcion importante del gasto total de energia. Por ejemplo, en Alemania
esa proporcion representa el 33% (Basso y Amorim, 2001).

En Cuba, se debe tener en cuenta que la proporcion del sector del transporte en el
consumo energético nacional se hace cada vez mas significativa. Debido a que
desde la primavera del afio en curso practicamente la totalidad de la generacion
eléctrica se realiza a partir de petrdleo crudo y gas acompafiante de origen
nacional y a que el nimero de vehiculos ha aumentado considerablemente a partir
del inicio de la reanimacion de la economia cubana, el peso del sector automotor
en el consumo de combustible se ha elevado y continuara elevandose en un futuro
inmediato. El uso del etanol carburante, producido a partir de recursos renovables
de origen nacional, permitiria al pais disminuir la importacion de petréleo, lo que
significaria un ahorro en divisas, algo muy importante para la oxigenacién de
nuestra economia (Martin, 2002).

Por otro lado, teniendo en cuenta la gran disponibilidad de materias primas para
su produccion, el bioetanol es un combustible renovable que Cuba puede producir
en grandes cantidades, lo que, en opinidén del autor, permitird que el beneficio
econdémico sea continuado y no quede remitido a un lapso de tiempo breve. Un
ejemplo de las ventajas econdmicas del etanol combustible se puede apreciar en

Brasil, donde desde que se generalizo el uso del etanol en transportacion, se han



ahorrado 100 mil millones de délares por concepto de petrdleo que se ha dejado

de importar (Basso y Amorim, 2001).

1.3. Produccion de etanol

El etanol puede ser producido por dos vias, quimica y bioquimica. La via quimica
consiste en la hidratacién del etileno en presencia de un catalizador. La via
biogquimica se basa en la fermentacion de materiales ricos en glicidos por la
accion de microorganismos. Aproximadamente el 91% del etanol producido en el
mundo es obtenido por fermentacién, mientras que soélo el 9% es producido
sintéticamente (Wheeler et al., 1991).

Los organismos mas usados en la obtencion de etanol por fermentacion son las
levaduras del género Saccharomyces (Hernandez et al., 1986 y Ingledew, 1995).
En la produccién de etanol por fermentacion se emplean materias primas
azucaradas, amilaceas y lignocelulésicas. Las materias primas azucaradas tienen
la ventaja de que sus carbohidratos componentes estan en forma de
monosacaridos y oligosacéridos, por lo que el sustrato puede ser fermentado
directamente por los microorganismos productores.

El proceso para hacer etanol a partir de la celulosa, en principio es muy simple,
una hidrolisis de la celulosa a glucosa, seguida de fermentacién, con la
consiguiente destilacién para refinarlo hasta un 95 wt% y deshidratacion para
obtener alcohol puro (100%) por destilacion azeotrépica. Llevando a cabo una
tecnologia factible econémicamente se podria reducir la dependencia del petrdleo
crudo (Brizuela, 2000). Durante la fermentacion alcohdlica ocurren
transformaciones enziméticas que conducen a la liberacibn de energia. La
ecuacion general de la fermentacién alcohdlica se puede escribir de la siguiente
manera (Ingledew, 1995; Kelsall, 1995).

CsH1206 + levadura — 2 CoHsOH + 2 CO, + Calor
100kg  51.1kg 48.9 kg 40 MJ
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Intervienen diferentes levaduras entre las que encontramos la enzima carboxilasa,
la cual cataliza la descarboxilacion del acido piravico para formar acetaldehido y
diéxido de carbono y la alcohol-deshidrogenasa, la cual cataliza la reduccion del
acetaldehido a etanol (Brizuela, 2000).

Los productos principales de la fermentacién alcohdlica son el etanol y el didéxido
de carbono, asi como varios productos colaterales como glicerol, acetaldehido,
alcoholes superiores, ésteres, éteres, acidos, cetonas y otros compuestos.
También ocurre la formacién de biomasa celular (Ingledew, 1995; Kelsall, 1995).

El etanol producido mediante via fermentativa puede ser utilizado en diferentes
industrias, especialmente en la quimica, farmacéutica, alimentaria. De sus usos se
destacan fabricacion de perfumen, solvente, combustible, algunos productos

farmacéuticos, bebidas y licores.

1.3.1. Materias primas para la produccion de etanol.

La materia prima esencial en la produccién de etanol esté constituida por la fuente
de carbono, la que proporciona la energia requerida para la formacién del mismo.
En la produccion de etanol por fermentacion se pueden emplear materias primas
azucaradas, amilaceas y lignocelulésicas. Las materias primas azucaradas tienen
la ventaja de que sus carbohidratos componentes estan en forma de
monosacaridos y oligosacaridos, por lo que el sustrato puede ser fermentado
directamente por los microorganismos productores. Las melazas de cafia y
remolacha, los jugos de cafa y los jugos de frutas son materiales que pertenecen
a este grupo. En Cuba, al igual que en la mayoria de los paises tropicales, las
melazas de cafia son la materia prima mas utilizada en la produccion de etanol
(Martin, 2002).

Las materias amilaceas contienen almidén, el cual no es fermentable
directamente, por lo que requiere ser hidrolizado previamente por via quimica o
enzimatica con el fin de obtener azlUcares que puedan ser fermentados por las
levaduras. Entre estas materias primas se encuentran cereales, tubérculos y
raices. En los paises de clima templado las materias primas amilaceas son las

preferidas para la producciéon de etanol (Ingledew, 1995).
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Los carbohidratos contenidos en las materias lignoceluldsicas son la celulosa y las
hemicelulosas, polisacaridos que pueden ser hidrolizados a azlcares simples,
muchos de los cuales a su vez pueden ser fermentados a etanol por las levaduras.
El proceso para producir etanol a partir de celulosa, en principio es muy simple:
una hidrolisis de la celulosa a glucosa, seguida de fermentacion, con la
consiguiente destilacion para concentrarlo hasta un 95 % y deshidratacion para
obtener alcohol puro (100%) por destilacion azeotropica. Sin embargo, producir
azucares con altos rendimientos y bajo costo a partir de lignocelulosa es mas
dificil que producir azlcares a partir de materiales azucarados o amilaceos, lo que
encarece significativamente esa alternativa. Las materias primas azucaradas y
amilaceas son relativamente mas caras, pero mas faciles de convertir en etanol.
Por eso, a pesar de que el costo de la biomasa lignocelulésica es mucho mas bajo
que el costo de otras materias primas, el costo de obtener azlcares a partir de
lignocelulosa ha sido histéricamente demasiado alto como para atraer el interés
para su uso industrial (Tengborg, 2000).

Segun Galvez (2000), los productos vegetales dignos de considerar para la
produccién de etanol combustible son: yuca y cafia de azlcar en zonas tropicales,
remolacha forrajera en areas templadas y sorgo azucarado y diversos granos en
regiones secas. Sin embargo, otros autores afirman que la produccion industrial de
etanol combustible a bajo costo sélo serd posible si se utilizan materias primas
lignocelulésicas (Galbe, 1994; Wheals et al.,, 1999). En opinion del autor, el
desarrollo de tecnologias eficientes para la hidrolisis de la celulosa sera un factor
clave para lograr que los materiales lignocelulésicos puedan ser usados

industrialmente para la produccion de etanol.

1.4. Produccion de etanol a partir de biomasa

Existen tres técnicas principales aplicables a la conversion de los azucares en
etanol, ellas son hidrélisis acida diluida, hidrdlisis acida fuerte, hidrdlisis enzimatica
(Szengyel, 2000).
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1.4.1. Hidrdlisis acida.

La hidrdlisis acida, como su nombre lo indica es el uso de acidos concentrados y
diluidos para destruir la coraza de lignina y hemicelulosa, encontradas en la pared
celular.

Muchos polisacaridos en paredes celulares de plantas ricas en pectina son
susceptible a la hidrdlisis catalizada por acidos. Los tratamientos con acidos
calientes también rompen los enlaces de estos polisacaridos y depolimerizan y
solubilizan la hemicelulosa dando xilosa, manosa, arabinosa, galactosa y glucosa.
Solamente las fibras celulésicas son bastante resistentes a la accion de acidos
minerales diluidos. El tratamiento con &cido sulfarico diluido ha sido usado para la
solubilizacién parcial de cascara de naranjas en aplicaciones donde los
carbohidratos solubilizados han sido usados para la produccion de proteina celular
simple o en pretratamientos para mejorar la sacarificacion de carbohidratos
(Grohmann, 1995).

En la hidrolisis se pueden usar acidos fuertes como son el clorhidrico, sulfurico,
fluorhidrico a bajas temperaturas, el principal inconveniente de este tratamiento es
que requiere equipamiento de acero inoxidable, lo cual incrementa
considerablemente el costo (Wyman, 1999). Otro inconveniente es que la fraccion
hemicelulésica es fermentada mas rapidamente que la fraccion celulésica por lo
que los monosacaridos liberados de la hemicelulosa se mantienen mas tiempo
bajo condiciones no adecuadas, lo cual provoca la formacion de productos de
degradacion varios azlcares y pérdidas de material.

Cuando se usa acido diluido, se aplica altas temperaturas (alrededor de 200°C) y
considerable cantidad de productos de degradacion de azlcar y lignina son
formados (Bashir y Lee, 1994), lo que, por supuesto, es un factor negativo.
Ejemplo de hidrolisis acida son los siguientes: hidrolisis con acido diluido (4%) a
100 °C durante 60 min y una hidrélisis con &cido concentrado (85%) a 100 °C

durante 10 min (Szengyel, 2000).
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1.4.2. Hidrolisis Enzimatica.

Debido a los inconvenientes de la hidrdlisis acida, durante los ultimos afios se le
ha dedicado especial atencion a la hidrélisis enzimatica.

En el proceso de hidrélisis enzimatica, la biomasa lignocelulésica es
primeramente pretratada con vistas a facilitar la accesibilidad del ataque de la
enzima(s). Durante el pretratamiento, las hemicelulosas son hidrolizadas de forma
similar al primer paso de la hidrdlisis con acido diluido, con posterior formacion de
productos colaterales (Mes-hartree y Saddler,1983). El proceso de hidrolisis
enzimatica se realiza en una segunda etapa, y consiste en la ruptura de los
enlaces glicosidicos de la macromolécula de la celulosa por la accion de un
complejo de enzimas celuloliticas.

Debido a las condiciones mas suaves de la hidrélisis enzimatica, se libera una
menor cantidad de productos colaterales que en la hidrdlisis acida, lo que resulta
en un alto rendimiento de azlcares fermentables. La figura nos muestra un
diagrama de flujo simplificado del proceso de produccién de etanol a partir de

lignocelulosa por hidrdélisis enzimética.

M ateria prim a

. Azlcares de las hemicelulosas
P retratam iento

v

Produccién de
4 enzim as

Lignina 44— Hidroélisis <

Fermentacion
de hexosas

Fermentaciéon
de pentosas

Destilacion

Etanol

Esquema simplificado del proceso de obtencién de etanol a partir de
lignocelulosa por hidroélisis enzimética
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Las principales limitaciones de la hidrdlisis enzimatica son el alto costo de las
enzimas (Saddler, 1993) y el requerimiento de grandes reactores debido a la
lentitud de la reaccion (Olsson, 1994). Ademas, la celulosa en las fibras vegetales
esta protegida por las hemicelulosas y la lignina, por lo que se dificulta el acceso
de las enzimas. Por eso se requiere que el material lignoceluldsico sea pretratado
antes de la hidrélisis enzimatica para que la celulosa resulte accesible por las
enzimas (Galbe, 1994; Tengborg, 2000).

1.5. Pretratamiento

La celulosa en la pared celular se encuentra rodeada por capas de hemicelulosa y
lignina, por lo que para favorecer la hidrélisis enzimatica es necesario realizar un
pretratamiento, el cual hidroliza las hemicelulosas, rompe la asociacién de la
lignina con la celulosa y disminuye la cristalinidad de la celulosa. Como resultado
del pretratamiento, se incrementa la susceptibilidad de la celulosa a ser hidrolizada
por las enzimas celuloliticas (Torget, 1990).

Existen diferentes tipos de pretratamientos, los cuales pueden agruparse dentro
de cuatro categorias: fisicos, quimicos, biolégicos y combinados. Los
pretratamientos fisicos (vapor, radiacion, vibracion) no incluyen la aplicacion de
sustancias quimicas (Azuma, 1985., Beardmore, 1980., Schell, 1994). En los
pretratamientos quimicos participan sustancias quimicas, tales como diéxido de
azufre, acido acético, solventes (Varshney, 1988), amoniaco (Holtzapple, 1992) y
alcalis (Playne, 1984). Los pretratamientos biolégicos, en los cuales participan
microorganismos degradadores de lignina, tienen el inconveniente de ser muy
lentos. Entre los combinados tenemos la explosion por vapor, en la cual se pueden
combinar SO, y vapor. Este pretratamiento es eficiente, pero tiene el
inconveniente de que debido a las altas temperaturas aplicadas a los materiales
lignocelulésicos, los azucares liberados de las hemicelulosas son sujetas a
degradacién térmica, ademas que bajo esas condiciones la lignina es parcialmente
hidrolizada. Asi la degradacion de los mismos puede inhibir varios pasos de la

hidrdlisis, mayormente aquellos donde estén involucrados agentes bioldgicos, por
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ejemplos produccion de enzimas, hidrélisis enzimatica de celulosa, y fermentacion

de etanol.

1.5.1. Formacion de compuestos inhibidores de la fermentacion.

Como se menciond anteriormente, durante el pretratamiento de la biomasa se
pueden formar compuestos téxicos que inhiben la hidrélisis enzimatica y la
fermentacion alcoholica. Los compuestos inhibidores, pueden dividirse dentro de
tres grupos principales de acuerdo a su naturaleza quimica. El primer grupo
consiste en derivados furanicos, ejemplos el furfural y el 5-hidroximetilfurfural
(HMF), los cuales se forman por la deshidratacion de las pentosas y hexosas,
respectivamente, por la accion de acidos y temperaturas altas. El segundo grupo
de compuestos inhibidores son &cidos alifaticos de cadenas cortas. Tipicamente
los hidrolizados lignocelulésicos contienen varias cantidades de &cido acético,
acido férmico y acido levulinico. El acido acético se forma por la desacetilacion de
las hemicelulosas. El acido férmico y el levulinico son productos de degradacién
del HMF vy el furfural. El tercer grupo de inhibidores comprende varios compuestos

fendlicos liberados de la degradacion parcial de la lignina.

1.5.2. Pretratamiento por oxidacion humeda

El pretratamientos utilizado en el presente trabajo para facilitar la hidrélisis
enzimatica fue la oxidacion humeda, el cual es un proceso, en el cual la biomasa
es tratatada con agua y aire u oxigeno a temperaturas por encima de 100°C.

El tratamiento de la biomasa con agua y vapor a temperaturas por encima de
185°C, causa la formacién de &cidos orgénicos por la ruptura de los grupos
ésteres labiles presentes en las fracciones de hemicelulosa. Los acidos organicos
liberados, principalmente acido acético, catalizan la hidrdlisis de las hemicelulosas
a olisacaridos solubles. La efectividad del método depende de muchos factores,
entre los cuales tenemos: temperatura, tiempo, presién de oxigeno, tipo de
biomasa y presencia de catalizador.
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Estudios preliminares indican que altas presiones de oxigeno contribuyen al
incremento de la relacion de formacién de &cidos y ruptura de la lignina, aspectos
estos que son favorables para el método.

Durante la oxidacion humeda socurren dos tipos de reacciones: reacciones
hidroliticas, las cuales ocurren a bajas temperaturas, y reacciones de oxidacion,
las cuales ocurren a altas temperaturas (McGinnis et al., 1983a,b; .Mishra et al.,
1995).

120-172°C
BiOMasa )  fraccion liquida +  fraccion solida
240 psi O, (hemicelulosa + lignina) (celulosa + lignina)

Este proceso ha sido comercialmente usado para la produccion de vainilla a partir
de lignina pulpeada. Estudios en diferentes laboratorios han mostrado que la
oxidacidbn humeda puede ser usada para la conversién de biomasa tanto para
producir etanol a partir de madera, como para la conversién de madera a acidos
carboxilicos. Se ha demostrado que la combinacién de la oxidacion hiumeda con
un pH alcalino permite disminuir la formacion de compuestos inhibidores de la

fermentacion (Bjerre et al., 19962).

1.6. Fermentacién de hidrolizados lignocelulésicos.

La etapa de fermentacion en la produccion de etanol a partir de biomasa presenta
la particularidad de que el sustrato es generalmente un hidrolizado, en el cual se
encuentran presentes varios azlcares incluyendo pentosas y hexosas. Como el
costo de la materia prima representa aproximadamente el 30% del costo total de
produccién de etanol a partir de lignocelulosa se requiere convertir en etanol todos
los azucares contenidos en la materia prima para dar una utilizacion optima a esta
y de esa forma reducir el costo de produccion del etanol. Ademas, el hecho de que
durante la preparacion de los hidrolizados ocurre la formacion de sustancias
téxicas impone exigencias especiales para la seleccién del microorganismo a usar

en la fermentacion.
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Un microorganismo ideal debe cumplir los siguientes requisitos para ser usado en
fermentacion de hidrolizados lignoceluldsicos: (1) fermentar glucosa y Xxilosa
simultdneamente 'y con alta productividad; (2) metabolizar la xilosa
anaerébicamente; (3) fermentar a un pH bajo y (4) ser tolerante a etanol y a los
inhibidores. La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene una serie de ventajas
para la produccion de etanol a partir de lignocelulosa: convierte eficientemente la
glucosa en etanol, no requiere oxigenacion, tiene un bajo pH éptimo y una alta
tolerancia a etanol e inhibidores. Su Unico inconveniente es que no es capaz de
utilizar la xilosa.

Existen levaduras, mohos y bacterias capaces de fermentar xilosa, la principal
pentosa en los hidrolizados lignocelulésicos, a etanol. Los mayores rendimientos
se han obtenido con levaduras como P. stipitis, C. shehatae, y P. tannophilus. Sin
embargo, estos organismos tienen varios inconvenientes, como son formacion de
xilitol, baja tolerancia a inhibidores y necesidad de oxigenacion, ademas de que no
pueden fermentar simultaneamente pentosas y hexosas, por lo que no son
apropiados para las fermentaciones industriales (Hahn-Héagerdal et al., 1993).

La Ingenieria Metabdlica permite ampliar el rango de sustratos que un
microorganismo puede utilizar. Una forma de hacerlo es transformando
organismos fermentadores de xilosa con genes de un organismo etanologénico.
Otra forma es la introduccion en un organismo fermentador de hexosas, de una
ruta para el metabolismo de xilosa de un organismo utilizador de xilosa. De los
organismos recombinantes creados hasta ahora el mas eficiente es la bacteria
Escherichia coli KO11, a la que se le ha introducido la ruta del etanol de Z. mobilis
(Hahn-Héagerdal, 1993).

La levadura S. cerevisiae debido a que es capaz de fermentar xilulosa (un isbmero
de la xilosa) a etanol, puede ser transformada por Ingenieria Metabdlica con la
introduccion de las enzimas xilosa reductasa (XR) y xilitol deshidrogenasa (XDH),
lo que permitiria que la xilosa sea transformada a xilulosa, la que posteriormente
seria metabolizada a etanol. Sin embargo, la expresion de los genes XYL1y XYL2
gue codifican las enzimas XR y XDH de P. stipitis en S. cerevisiae no ha resultado

en altos rendimientos de etanol y la xilosa ha sido convertida fundamentalmente a
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xilitol debido a imbalances de cofactores enziméticos y a los bajos niveles de
expresion del gen XKS1, el cual codifica la enzima xilulosa quinasa (XK)
(Meinander, 1997; Anderlund, 1998). La sobre-expresion del gen XKS1 mejora la

produccién de etanol a partir de xilosa (Eliasson, 2000) y xilulosa.

1.7. Estado actual de la produccion de etanol de biomasa en el mundo.

La produccién mundial de etanol en el afio 1998 se estimé en 33.3 millones m?
Brasil, produjo unos 14 millones m® en el afio 2000 (Basso y Amorim, 2001), con lo
que se mantiene como el lider de la produccion mundial, seguido por los EE.UU.
con una produccién de 5.3 m® en 1998 (Wheals, et al., 1999). En Brasil, la mayor
parte del etanol es producido a partir de la cafia de azUcar y en los EE.UU. a partir
de maiz, pero en ambos paises se hacen esfuerzos para producir etanol a partir
de biomasa. Para los proximos afos se espera que la Unibn Europea aumente
sustancialmente la produccion de etanol, pues recientemente se ha legislado que
para el afo 2010 el 5.75% de los combustibles fosiles deben haber sido
sustituidos por biocombustibles. Para satisfacer la inmensa demanda de
biocombustibles, Europa ha apostado por el etanol y se espera que dentro de un
periodo breve decenas de plantas estén produciendo etanol a partir de biomasa
en el Viejo Continente.

Una nueva época se anuncia con la construccion de una planta demostrativa de
produccién de etanol a partir de bagazo y cascaras de arroz en Louisiana, EE.UU.
Esta sera la primera planta comercial para producir etanol de lignocelulosa en
Norteamérica. Utilizard la tecnologia Katzen basada en la hidrdlisis &cida. El
microorganismo productor sera la bacteria recombinante E. coli KO11. Otro de los
proyectos en desarrollo en los EE.UU que encontramos son dos plantas en
California que produciran etanol y energia eléctrica a partir de paja de arroz y
residuos forestales, una planta para la produccion de etanol a partir de desechos
forestales en Alaska y otra en la Florida, cuya materia prima sera papel reciclado
(Bioenergy Update, 1999).

Otros paises del continente americano donde se estan dando pasos importantes
son Canada y Brasil. En Canada se esta concluyendo la primera planta comercial

para producir etanol por hidrdlisis enzimética de lignocelulosa. La planta producird
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1 millén de galones de etanol al afio a partir de vainas de avena, paja de trigo,
hierba y tusas de maiz (Bioenergy Update, 1999). En Brasil, se estan
construyendo dos plantas que producirdn etanol a partir de bagazo, las cuales
utilizaran el bagazo sobrante de plantas ya existentes como son una destileria
autonoma y un central azucarero con una destileria anexa.

En Espafa, la empresa Bioetanol Galicia esta ejecutando un proyecto para la
produccién anual de 126 000 t de bioetanol y 120 000 t de proteina unicelular
(para alimentacion animal) a partir de paja de trigo. La planta incorpora una central
de cogeneracion que, ademas de suministrar toda la energia térmica necesaria
para la produccion de bioetanol, genera 200 millones de kWh anuales de energia
eléctrica (Bioenergy Update, 2003).

En la India recientemente se aprobd el inicio de tres proyectos a nivel de planta
piloto para producir etanol combustible a partir de materiales lignocelulésicos,
principalmente bagazo, en Maharashtra, Uttar Pradesh y Tamil Nadu. En Hawaii y
Filipinas se estan ejecutando proyectos para producir etanol a partir de bagazo
usando la tecnologia de Arkenol, Inc. (Cuzens y Miller, 1997).

La mayoria de estos proyectos tendran un efecto ambiental doblemente positivo.
Producirdn un combustible dirigido a reducir el efecto invernadero y eliminaran
grandes cantidades de desechos agricolas y forestales, asi como otros residuales

como papel usado.

1.8. Aplicacion del concepto de mejoramiento a los residuales del
procesamiento de alimentos. Ejemplo de los residuales citricolas.

La sociedad moderna, en la cual existe una gran exigencia por los estandares
nutricionales apropiados, esta caracterizada por (i) el aumento de los costos, (ii) la
disminucion de la disponibilidad de materias primas, y (iii) la preocupacion
creciente por la contaminacion ambiental. Por eso, es muy importante hacer
enfasis en la recuperacion, reciclado y aprovechamiento de los residuos
generados por la actividad del hombre. Esto es especialmente importante para la
industria de procesamiento de alimentos, en la cual se generan gran cantidad de

residuos, desechos, efluentes, residuales y subproductos, cuyo vertimiento

20



representa, ademas de problemas de contaminacion, pérdidas de biomasa y
nutrientes. Debido a la alta demanda de alimentos, la formacion de estos
residuales crece continuamente llegando a niveles alarmantes.

En el pasado, los residuales del procesamiento de alimentos han sido vertidos o
usados sin tratamientos previos para alimento animal o fertilizantes. Un enfoque
muy actual es la aplicacion del concepto de mejoramiento (concepto de upgrading)
a estos residuales, lo que consiste en la recuperacion y aprovechamiento de los
mismos para la obtencién productos Utiles y de alto valor agregado. El concepto
de mejoramiento tiene como meta obtener productos con propiedades
reproducibles y deseables, disefiados bajo condiciones econémicas y ecoldgicas
optimas. El concepto de mejoramiento trata de adicionar valor a los subproductos
y residuos, favoreciendo la fabricacion en concordancia con el medio ambiente
(Laufenberg et al., 2003).

La estrategia del concepto de mejoramiento consta de diferentes etapas, entre los
gue encontramos: (i) caracterizacion de la sustancia, (ii) definicién de objetivos, (iii)
disefio de productos, y (iv) disefio de procesos. La primera etapa consiste en la
caracterizacion de la sustancia basada en posibles areas de aplicacién y analisis
quimico y fisico-quimico.

El trabajo experimental de la presente tesis se enmarca en la primera etapa del
concepto de mejoramiento aplicado a los residuales generados por la industria

procesadora de frutas citricas.

1.8.1 Generacién y acumulaciéon de residuales citricolas

Los frutos citricos contienen entre 35-55% de jugos. Con la extraccion de los
jugos, los residuos del fruto que incluyen cascaras, membranas, vesiculas de jugo
y semillas son descartadas como residuos (Grohmann et al. 1994). Los residuos
son aproximadamente la mitad en peso del fruto y debido a su alto contenido de
azucar son facilmente degradados. El procesamiento de naranjas para jugos
genera anualmente millones de toneladas de residuos, los cuales son vendidos a
bajos precios como alimento animal o son vertidos causando severas problemas

de contaminacién ambiental.
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Las mayores cantidades de residuos citricolas se encuentran en paises tales
como Brasil (lider mundial), México, Espafa, China, EE.UU. e Israel. Solamente
en la Florida se generan anualmente 3 300 000 t de residuos de naranja
(Laufenberg et al., 2003)

En Cuba existen varios planes citricolas, como son los de Jagley Grande,
Ceballos e Isla de la Juventud, donde se generan cantidades importantes de
residuales. Solamente en la Empresa de Citricos Victoria de Giron de Jagley
Grande se generan anualmente unas 20 000 t de residuos solidos, que por su
composicion constituyen un peligro para el ecosistema. De esa cantidad de
residuos, solamente la mitad es usada, aunque la efectividad econdémica del uso
no es Optima, pues esos residuos son comercializados a sélo 4 pesos/t con vistas
al plan de ceba de ganado. La otra mitad de los residuales es vertida afectando de
esta forma al medio circundante. Estos residuales por su elevada DQO, pH acido y
por el enorme caudal diario constituyen una carga altamente peligrosa para el

medio ambiente.

1.8.2 Los residuos solidos citricos como sustrato para producir etanol.

Una forma de aplicar el concepto de mejoramiento a los residuales citricolas es
utilizarlos para producir etanol, un producto de gran importancia social y
econdmica. Los residuos del procesamiento de naranjas contienen compuestos
como azucares fermentables solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) y
carbohidratos insolubles como son pectinas, celulosa y hemicelulosas, los cuales
pueden ser hidrolizados a carbohidratos simples como acido galacturdnico,
glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa (Grohmann, 1994).

Debe destacarse el alto contenido de pectinas en estos residuos. La celulosa es el
segundo mas abundante polimero en la pared celular de los tejidos de citrico. La
lignina aparece en estos tejidos en baja concentracion (Grohmann, 1994).

La fructosa y glucosa estan en cantidades casi iguales, ya que ellos se producen
por la hidrdlisis de la sacarosa transportada por la savia al fruto. No se ha

detectado presencia de almidon en estos frutos. Otros componentes solubles en
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estos tejidos son las proteinas, minerales y &cidos organicos, comunmente
llamado &cido citrico.

La presencia de contenidos altos de carbohidratos y contenidos bajos de lignina
hacen de los residuos de naranja un material apto para ser convertido en etanol.
En la Florida existen plantas donde los residuos de naranja son procesados para
la produccién de etanol, como es la Florida Distillers Company, donde se extraen,
concentran y almacenan alrededor de 70 000 t/a de melazas de citricos y cafia,

con vista a producir diferentes productos derivados del etanol (Grohmann, 1994).

1.8.3. Otros usos de los residuos citricos.

La aplicacion del concepto de mejoramiento a los residuales citricolas puede
conducir a la produccién de una gran variedad de derivados, pues se han
demostrado multiples aplicaciones. Un uso que se le puede dar a los residuos
citricos es como fuente de fotoquimicos a ser usados en la horticultura. Las
cascaras de mandarina son de interés debido a su actividad fungistatica y pueden
ser aplicadas como proteccion natural de vegetales y frutos del ataque de los
hongos. Se ha demostrado que los compuestos limonoides en las cascaras y
semillas de frutas citricas tienen importantes propiedades farmacolégicas y en la
proteccién de plantas. Son usados también como agentes floculantes en bebidas
la pectina, como estabilizadores, espesantes y gelatizantes (Widmer y Montanari,
1995).
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1.9. Conclusiones

Los residuales generados por el procesamiento de citricos constituyen un
problema de afectacion al medio ambiente.

Los materiales lignocelulésicos son un sustrato con potencialidad para
producir etanol en grandes cantidades a bajo costo.

La hidrélisis enzimatica combinada con pretratamiento por oxidacion
hiameda es un método promisorio para obtener azucares fermentables a
partir de la biomasa.

Los residuos citricolas, debido a que poseen azlcares simples,
carbohidratos insolubles en la pared celular y tienen bajo contenido de
lignina, son un sustrato promisorio para las producciones de etanol
combustible.

La pectina constituye uno de los componentes principales en la pared
celular de estos tejidos.

El pretratamiento por oxidacién himeda, utilizando naranja como sustrato,

no ha sido aun reportado en la literatura.
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