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RESUMEN

Tanto los paises desarrollados como aquellos que se encuentran adn en vias de
desarrollo basan su economia y su bienestar en crecientes consumos de energia. Frente a
este aumento de la demanda energética, nos encontramos por un lado con el previsible
agotamiento a medio plazo de los combustibles fésiles, y por otro con impacto
ambiental que generan, en especial su efecto invernadero. Por otra parte, las sociedades
mas desarrolladas producen grandes cantidades de residuos cuyo almacenamiento y

posterior tratamiento supone grandes costes econémicos y riesgos medioambientales.

Este proyecto forma parte de una linea de trabajo que busca alternativas que sean
capaces de reducir ambos problemas. En este caso se propone el uso de residuos
alimentarios para la produccién de bioetanol, un combustible renovable. Para alcanzar
este proposito los residuos deben de ser sometidos a un pretratamiento de hidrolisis con
la finalidad de maximizar la produccion del biocombustible. En este trabajo se han
empleado residuos procedentes de la venta de verduras y hortalizas, en concreto
pimientos, tomates y patatas, a los que se les han aplicado pretratamientos de hidrélisis
acida, térmica y enzimatica con el fin de seleccionar el mas adecuado. El objetivo es
extraer la maxima cantidad posible de azlcares reductores que puedan ser fermentados
en la etapa siguiente a la hidrélisis. Finalmente, a partir de los mejores resultados, se ha

evaluado la produccion de etanol a partir de estos residuos.



ABSTRACT

Developed and developing countries base their economy and their wellness in
increasing energy consumption. Along with this increasing energy demand, there is a
foreseeable medium-term exhaustion of fossil fuels, and also the environmental impact
generated, especially the greenhouse effect. In addition, the most developed societies
generate large amounts of waste whose storage and subsequent treatment involve major

economic costs and environmental risks.

This project is included in a researching line focused on alternatives that are able
to reduce both problems. In this case, the use of food wastes for the production of
bioethanol, a renewable fuel, is proposed. To achieve this purpose, the wastes must be
treated by a hydrolysis process in order to achieve the maximum production of biofuel.
In this work, wastes coming from the sale of vegetable were used, in particular; peppers,
tomatoes and potatoes. Acid, thermal and enzymatic hydrolysis pretreatments were
assessed with the aim of selecting that most suitable for these wastes. The objective is to
extract the maximum amount of reducing sugars that can be fermented in the
subsequent step. Finally, according with the best results, the production of ethanol from

these wastes has been evaluated.
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1. INTRODUCCION

El uso de la energia para poder llevar a cabo las actividades cotidianas, hace que
su consumo sea uno de los indicadores mas fiables del grado de bienestar y desarrollo
econdmico de una sociedad. La demanda energética crece constantemente, un 5% en
2010 y con tendencia a un tercio en 2035, basicamente en paises que no pertenecen a la
Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémicos (OCDE), segun la Agencia
Internacional de la Energia (AIE) (IDAE, 2011).

5% o 5% =5
1% _
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Figura 1. Perspectivas de la demanda mundial de energia. Fuente: IDAE, 2011.

Hoy en dia, los combustibles fésiles (carbon, petroleo y gas natural) constituyen
aproximadamente el 80% de la energia primaria consumida en el mundo, de la cual el
58% corresponde exclusivamente al sector del transporte (Nigam et al., 2010). Esta gran
dependencia con respecto al uso de los combustibles fésiles ha generado dos tipos de
preocupaciones. Por un lado, la preocupacién por el impacto ambiental y, en especial,
sus efectos en el cambio climatico, y por otro lado la limitacion y el agotamiento de las

reservas debido a un consumo acelerado (Salaet et Roca., 2010).

Los combustibles fésiles, son fuentes no renovables de energia, que se enfrentan
a una demanda cada vez mayor. Segun los expertos se alcanzard un “pico de produccion
de petrdleo”, a partir del cual no se podré hacer frente a la demanda por parte de los

consumidores. A todo esto hay que afadir el hecho de que los yacimientos se




encuentran en zonas politicamente muy inestables (Sivakumar et al., 2010). Estos
problemas se ven reflejados en el precio del combustible, que a pesar de pequefas

fluctuaciones, tiende a la alza.

Por otro lado, el empleo de combustibles fésiles como fuente de energia tiene un
gran impacto ambiental. Las actividades que generan gases de efecto invernadero son
diversas, aun asi, la principal fuente de emision de CO, a la atmdsfera esté asociada a la
quema de este tipo de combustibles (Salaet et Roca., 2010). En la Unién Europea (UE)
el transporte es responsable del 21% de las emisiones de gases de efecto invernadero.

La obtencion de nuevas fuentes de energia es por tanto, uno de los principales
desafios a los que el sector energético se enfrenta continuamente. Con el fin de hacer
frente a estos problemas y ante el deseo por parte de muchos paises de limitar su
dependencia energética, se han desarrollado fuentes alternativas de energia, renovables
y respetuosas con el medio ambiente, como los biocombustibles (Brunschwig et al.,
2012).

La utilizacion de la energia procedente de recursos renovables constituye una
parte muy importante en la estrategia de las politicas energéticas y medioambientales.
Para la Union Europea, que tiene una fuerte dependencia energética, es primordial
aumentar el grado de autoabastecimiento energético, lo cual s6lo es posible con la
implantacion progresiva de este tipo de energias. Para Espafia, con una dependencia aun

mayor, resulta todavia mas importante avanzar en este campo.

El marco legal entorno a los biocombustibles, también es protagonista del
impulso de estas nuevas tecnologias. EI Parlamento Europeo y el Consejo pretenden,
mediante la Directiva Europea 2009/28/CE, establecer un marco comun relativo a la
produccién y el fomento de la energia procedente de las fuentes renovables. Uno de los
objetivos es que cada estado miembro logre que la cuota de energia procedente de las
fuentes renovables en todos los tipos de transporte en 2020 sea como minimo

equivalente al 10% del consumo final de energia en el transporte.

El término biocombustible hace referencia a combustibles sélidos, liquidos o

gaseosos que se producen a partir de fuentes renovables. Incluyen el bioetanol, el




biobutanol, el biodiésel, los aceites vegetales, el biometanol, los aceites de pirolisis, el
biogés, y el biohidrogeno (Dermirbas, 2009). Dentro de los biocombustibles, el
bioetanol y el biodiésel, han adquirido gran importancia y aplicabilidad, siendo
sustitutos directos e inmediatos para el gasoleo y la gasolina, respectivamente.

Al igual que el biodiésel, el bioetanol ha sido catalogado por algunos autores,
como uno de los biocombustibles méas respetuosos con el medio ambiente, defendiendo
que el balance de emisiones de CO, es cero, ya que, la combustion del bioetanol
produce una cantidad de CO, igual a la que absorbid la biomasa durante su crecimiento
(Garcia-Camus., 2006). Los beneficios medioambientales asociados al uso de bioetanol,
han sido documentados y demostrados por entidades reconocidas a nivel mundial, como
son el Panel Internacional contra el Cambio Climatico (IPCC) de la ONU, la Agencia
Internacional de la Energia (AIE) o la misma Comision Europea. Su uso, promueve el
avance tecnologico, la innovacion y nuevas oportunidades de empleo y mejora regional,

especialmente en zonas rurales y aisladas (Nigam et al., 2010).

La produccién mundial de bioetanol ha crecido notablemente en la ultima
década. EEUU, Brasil y la UE conjuntamente, representan el 90% de la produccion y

del consumo mundial.

Tabla 1. Produccion mundial de bioetanol en 2010. Adaptada de IDAE, 2011.

Ao 2010 Produccién de Bioetanol (en miles de m>)

Estados Unidos 49.100
Brasil 26.200
Unién Europea 4.445
China 2.050
Canada 1.350
Tailandia 410

Colombia 394

Otros 1.675
Total 85.634




En Espafia, el consumo de bioetanol en 2009 alcanzé los 300.000 m®, llegé a su
punto algido en 2010 con 468.00 m® y comenzé a declinar en 2012 con 395.615 m®. En
2013, esa tendencia se ha consolidado con 334.000 m?, lo que supone un 15,61% menos
que en 2012. Aun asi, la importante disminucion de la demanda de biodiesel hizo que la
participacion del bioetanol en el mercado espafiol de biocarburantes se situara en 2013
en el 24,8%, casi el doble de la alcanzada el afio anterior (APPA, 2013).

A pesar de ser una tecnologia impulsada, sostenible y con positivas
consecuencias medioambientales, la produccion de bioetanol no estd exenta de
polémicas. El inconveniente surge cuando su obtencién a partir de materias primas
como la cafia de azucar o el maiz, pone en peligro la utilizacion de estos cultivos como
alimento. La posibilidad de utilizar estos recursos tanto para alimentacion como para la
produccién de biocombustibles ha generado, entre otras cosas, mayores ingresos para

los productores que han encarecido los precios.

En este mismo afio, la UE ha establecido una nueva ley que limita el empleo de
plantas y semillas para la produccion de biocombustibles con el objetivo de liberar las
tierras de cultivo para alimentos y recortar las emisiones de gases de efecto invernadero
causadas por el aumento del uso de tierra para producir biocombustibles. Esta nueva ley
establece que los carburantes obtenidos a partir de cultivos agricolas no deberian sumar
mas del 7% del consumo energeético del transporte en 2020. En un plazo maximo de 18
meses tras la entrada en vigor de la directiva, los estados miembros tendran que fijar un

objetivo nacional al respecto.

Considerando los beneficios de los biocombustibles frente a los combustibles
fosiles, los conflictos a raiz de la materia prima empleada para su obtencion y en vista a
la nueva legislacion europea, se ha planteado el siguiente proyecto, donde se investiga
el uso de residuos de venta de verduras y hortalizas como materia prima alternativa para

la produccion de bioetanol.

De este modo, obtendriamos un biocombustible con potencial para contribuir a
la sustitucion de los combustibles fosiles sin afectar a las reservas de alimentos, con un
balance positivo de energia y un impacto ambiental minimo, tres caracteristicas

necesarias y deseables para el desarrollo de los biocombustibles (Johnson et al., 2007).




Ademas, permitiria la revalorizacion de estos residuos, reduciendo la cantidad
depositada en vertedero o destinada a incineracion.

La produccion de bioetanol a partir de residuos de verduras y hortalizas implica
el desarrollo de tres etapas fundamentales; el pretratamiento de los residuos, el proceso
fermentativo y la destilacion. Este proyecto se centra en la primera etapa de
pretratamiento, en concreto en el desarrollo y aplicacién de procesos de hidrolisis
necesarios en el caso de sustratos que contengan carbohidratos no fermentables de
manera directa. Los residuos empleados para llevar a cabo la experimentacion han sido
tomates, pimientos y patatas, seleccionados en base al volumen de los mismos que se

convierten en residuo.
Los objetivos concretos del proyecto se resumen a continuacion:

1.  Ensayar diversos pretratamientos de hidrolisis para los residuos
considerados y analizar los resultados obtenidos.

2. Seleccionar el mejor pretratamiento para los residuos de verduras y
hortalizas mezclados.

3. Evaluar la utilizacién de estos residuos para la produccion de

bioetanol.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1- Bioetanol:

+ 2.1.1- ;Qué es el bioetanol?

El bioetanol se define como el etanol generado a partir de la fermentacion de los
azucares presentes en la biomasa o en la fraccion biodegradable de los residuos, no
pudiendo obtenerse a partir del petréleo (Nigam et al., 2010). Es un compuesto volatil,
inflamable, que en condiciones ambientales se encuentra en estado liquido, incoloro,

miscible en agua y en solventes no polares.

+ 2.1.2- Materias primas para la produccién de bioetanol:

Cualquier material que contenga hidratos de carbono fermentables, puede servir

como materia prima para la obtencion de bioetanol.

Los hidratos de carbono, también denominados glucidos, azlcares o
carbohidratos, son moléculas organicas ternarias formadas por carbono, hidrogeno y
oxigeno, en una proporcion aproximada de C,H2,0;,, cuya mision principal es la de
aportar energia al organismo para que pueda desarrollar de forma adecuada todas sus
funciones. Se encuentran en productos vegetales (cereales y derivados, legumbres,

tubérculos, frutas, verduras) y animales (leche, carne e higado).

Atendiendo al namero de moléculas que los constituyen, los hidratos de carbono
pueden clasificarse en monosacaridos (formados por una Unica molécula),
oligosacéridos (formados por la unién entre 2 y 10 monosacaridos) y polisacaridos
(formados por la union de méas de 10 monosacaridos). Los monosacaridos a su vez,
también se clasifican en dos grandes grupos dependiendo de la posicion del grupo
funcional o carbonilo (C=0) que los caracteriza. Si el grupo carbonilo esta localizado en
un carbono terminal se trata de polihidroxialdehidos y si éste grupo esta localizado

sobre un carbono secundario se trata de polihidroxicetonas.
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Figura 2. Clasificacion de los carbohidratos.

La Figura 2 recoge una clasificacion de los diferentes tipos de carbohidratos.
Para que resulten directamente fermentables deben de poseer un caracter reductor. Los
azucares reductores son aquellos cuyo grupo funcional no esta involucrado en la union

de dos monosacaridos y por tanto conservan el caracter reductor de la molécula.

Los monosacéaridos y los disacaridos, a excepcion de la sacarosa, poseen su
grupo carbonilo intacto y a través del mismo pueden reaccionar como reductores con
otras moléculas en procesos de fermentacion. Los polisacaridos como el almidén, la
celulosa y la hemicelulosa, tienen el grupo carbonilo involucrado en el enlace de los
distintos monosacaridos para la formacion de la molécula y por tanto pierden el caracter

reductor.
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Figura 3. Participacion del grupo aldehido en disacaridos reductores y no reductores. (WEB.1)

De acuerdo a su composicion, la materia prima puede clasificarse en tres grupos:

a) Material azucarado: Ricos en azucares fermentables directamente,
como la remolacha, la cafia de azucar, el sorgo azucarado, mostos y jugos
de frutas.

b) Material amilaceo: Ricos en almidon, no fermentable directamente y
que por tanto requieren un tratamiento previo de hidrdlisis, tales como
cereales (maiz, trigo, cebada, avena, centeno, etc.) y tubérculos (patatas y
boniatos).

c) Material lignocelul6sico: Ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina, no
fermentables directamente y que por tanto requieren un tratamiento
previo de hidrolisis. Forman parte de este grupo los residuos agricolas,

los restos de poda, papel, tableros, hojas etc.

Los azlcares extraidos de la materia azucarada son directamente accesibles por
la fermentacion alcohdlica. Sin embargo, la materia amilacea y lignoceluldsica debe
someterse previamente a una hidrolisis que degrade el almidén, la celulosa y la

hemicelulosa en azlcares directamente asimilables.

Los materiales azucarados y amilaceos, son los mas empleados actualmente y de
los que se posee un mayor conocimiento a nivel industrial. EI empleo de material
lignoceluldsico, esta aln en fase de desarrollo, considerandose una buena alternativa
debido a la facilidad y bajo coste con la que puede obtenerse el material de partida, ya

sea de residuos agricolas, forestales o industriales.




La necesidad de encontrar nuevas fuentes para la produccion de bioetanol ha
hecho que durante la Ultima década en Europa, se haya despertado el interés por el
empleo de lactosuero u otros residuos alimentarios como materia prima. Estas materias,
son desechos con muy bajo o nulo valor econémico que se generan en grandes
cantidades ocasionando problemas de gestion y contaminacion ambientales. La puesta a
punto de métodos que permitan su valorizacion produciendo biocombustibles ha dado
lugar a numerosos trabajos de investigacion como los desarrollados por Aimarretti et
al., (2012.a) y Gupta et al, (2015), empleando en ambos casos residuos
agroindustriales, y los llevados a cabo por Fonseca et al., (2010) y por Hafid et al.,
(2015); a partir de residuos vegetales procedentes de una central de abastos y de

desechos organicos procedentes de cocinas, respectivamente.

En funcion de la materia prima seleccionada, el bioetanol obtenido se clasifica

en dos grupos:

= Bioetanol de primera generacion (bioetanol 1G): la fuente de azlcares
proviene de biomasa con valor alimenticio, principalmente materiales
azucarados y amilaceos, como la cafa de azucar y el maiz.

= Bioetanol de segunda generacion (bioetanol 2G): las fuentes de
azucares fermentables son materiales que no compiten en la generacion
de alimentos con alta disponibilidad y escaso coste, principalmente de

tipo lignocelulésico.

La seleccion de la materia prima mas apropiada para la produccion de bioetanol,
depende fuertemente de las condiciones locales. América del Norte y los paises de
Europa, principales productores, basan la industria del bioetanol en materiales
amilaceos debido a que sus condiciones agroindustriales no son adecuadas para el
cultivo de cafia de azlcar (Aimaretti et al., 2012.a). Por el contrario, Brasil, emplea la
cafia de azucar principalmente como materia prima y como consecuencia, a nivel global,

la produccion de bioetanol de primera generacion es muy superior.

Sin embargo, la viabilidad de la produccion de bioetanol de primera generacion
es cuestionable. La creciente demanda de productos basicos agricolas para la

produccién de biocombustibles esta teniendo importantes repercusiones, tanto a nivel

10



econdmico en los mercados agricolas, encareciendo el precio de los productos, como a
nivel social aumentando las preocupaciones acerca del efecto negativo para la seguridad
alimentaria de millones de personas en todo el mundo. Los precios mundiales del
bioetanol aumentaron méas del 30% en 2010 debido al encarecimiento de las materias
primas, sobre todo el azucar y el maiz (OCDE-FAO, 2011).

Por este motivo, la produccién de bioetanol de segunda generacion a partir de
materiales lignocelul6sicos o de residuos estd siendo profundamente estudiada. Su
produccion requiere de un pretratamiento de la materia prima, ya que se tratan de
materiales de partida con altas cantidades de azlUcares no fermentables directamente, lo
que va a encarecer el proceso, compensado por el escaso o nulo coste de la materia

prima inicial (Nigam et al., 2010).

+ 2.1.3- Fases de obtencion:

El proceso para la obtencion de bioetanol consta de varias fases: pretratamiento,

hidrolisis, fermentacion, destilacion y deshidratacion.
L. Pretratamiento:

En funcion del material de partida, es necesario un acondicionamiento previo
que facilite los procesos posteriores y que elimine cualquier sustancia que pueda
interferir con los mismos. Todo pretratamiento debe cumplir una serie de requisitos
(Barroso., 2010):

1. Aumentar el area superficial del material.

2. Evitar la degradacion de los carbohidratos.

3. Evitar la formacion de subproductos inhibidores de la hidrolisis y de la
fermentacion.

4. Disminuir la cristalinidad de la celulosa y disociar el complejo lignina-
celulosa.

5. Bajo consumo energético.

6. Reactivos baratos y a ser posible recuperables.

7. Aplicable a diversos sustratos.
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Los materiales azucarados préacticamente no necesitan pretratamiento debido a
su alto contenido inicial en azlcares directamente fermentables. Un lavado que elimine
el polvo y los restos de suciedad adheridos a su superficie es suficiente. Posteriormente
se prensan, troceandose en algunos casos para facilitar el prensado. El jugo obtenido
pasa directamente a la fase de fermentacion. Sin embargo, para los materiales amilaceos
y lignocelulésicos que poseen entre un 20-50% de azucares no fermentables
directamente (celulosa, hemicelulosa y almiddn), el pretratamiento se convierte en una
fase critica para que el proceso sea rentable permitiendo que la hidr6lisis posterior tenga

rendimientos mayores.

La celulosa es un polisacarido formado por la union de monémeros D-glucosa
mediante enlaces -(1,4)-glucosidicos. Las cadenas lineales de celulosa se unen entre si
mediante puentes de hidrogeno formando una estructura cristalina resistente e insoluble
(Haghighi et al., 2013). La estructura de la celulosa no es el tUnico factor que limita su
accesibilidad ya que otros componentes intimamente vinculados a la celulosa en el

vegetal, como son la lignina y las hemicelulosas, también juegan un importante papel.

H =H Celulosa
poli 1.-1-'-III-|3 -0 glucopirandsido)

Figura 4. Estructura de la celulosa. (WEB.2)

La hemicelulosa, es un polisacarido formado principalmente por pentosas como
D-xilosa y L-arabinosa y por hexosas como D-glucosa, D-manosa y D-galactosa, y que
ademas contiene pequefias cantidades de acidos organicos. Esta presente en la pared
celular de las plantas y en ella actia como puente de unién entre la lignina y los
polisacaridos formando un gel acuoso en el cual estan embebidas las fibras de celulosa.

Este polimero no es cristalino y es facilmente hidrolizado (Cunningham et al., 1994).

12



La lignina por su parte es un polimero no carbohidrato que se entremezcla con la
celulosa y la hemicelulosa y es responsable de la rigidez de los materiales
lignoceluldsicos. Tiene que retirarse mediante el pretratamiento para romper la matriz

lignocelul6sica y que la celulosa y la hemicelulosa queden libres para ser hidrolizadas.

Por otro lado, el almidon, mayoritario en los materiales amilaceos, es un
polimero formado por amilosa y amilopectina, dos polisacaridos muy similares
constituidos por glucosa y que solo difieren en el enlace de union entre las moléculas.
La amilosa es un polimero esencialmente lineal formado por un promedio de 500 a 600
unidades de D-glucosa unidas por enlaces o-(1,4); la amilopectina sin embargo,
contiene ramificaciones unidas por enlaces a-(1,6) y constituye el 75% de los almidones
(Torres, 2007). Estas estructuras también han de romperse mediante el pretratamiento
adecuado para que la fase de hidrolisis sea efectiva.

Los pretratamientos no son excluyentes y pueden combinarse entre si. Se
clasifican segun sean tratamientos fisicos, teérmicos, quimicos o biologicos. A

continuacion se detallan algunos de los pretratamientos mas empleados actualmente:
a) Fisicos:

- Secado del material: Se realiza un secado previo del material hasta una
pérdida aproximada del 80% de su contenido en agua, con la finalidad de facilitar la

molienda posterior. Ambos pretratamientos van siempre unidos.

- Molienda: Su finalidad es reducir la cristalinidad de la celulosa, aumentar la
superficie especifica y la densidad aparente, y facilitar la hidrolisis posterior (Haghighi
et al., 2013). Existen diferentes tipos de molinos (molino de bolas, martillos, cuchillas,
rodillos). Se recomienda un tamafio de particula de no superior a 2 mm. El principal

inconveniente de este pretratamiento es que requiere de un elevado consumo energetico.

- Extrusion: La biomasa se calienta, se mezcla y se corta produciéndose
cambios fisicos y quimicos en el material durante el paso por la extrusora. La velocidad
del tornillo y la temperatura de la extrusora rompen la estructura del material

lignocelulésico.
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b) Térmicos:

- Explosion por vapor: El material de partida se somete a rangos de
temperatura entre 160-260°C, inyectandose directamente vapor saturado, en breves
intervalos de tiempo (1-10 minutos) y a altas presiones. A continuacién se produce una
rapida descompresion hasta presion atmosférica. El resultado es una biomasa alterada
fisica y quimicamente. Las variables a controlar en este tipo de procedimiento son la
temperatura, el tiempo de residencia, el tamafio de particula, y la humedad (Sanchez et
al, 2010). Esta técnica es la empleada a dia de hoy por Abengoa, empresa dedicada a la
produccion de bioetanol. En este proceso logra separar la lignina y romper la estructura
del material para aumentar la accesibilidad de los sustratos empleados en la hidrdlisis

posterior.

Pretratamiento Hidrélisis Fermentacion
e gy
12—y

OO0

N, S %haﬁol
2R |

Lignina Celulosa Hemicelulosa

Figura 5. Ruptura de la matriz lignocelulésica. (WEB.3)

- Agua caliente liquida: Puede considerarse una hidrdlisis térmica, ya que al
producirse a altas temperaturas (110-200°C) y altas presiones no sélo se rompe la
estructura del material sino que comienza la descomposicion de los polisacaridos en los
monosacaridos correspondientes. Si bien, suele emplearse combinada con una hidrolisis

posterior normalmente de caracter enzimatico.
¢) Quimicos:

- Oxidacion humeda: Un pretratamiento oxidativo consiste en la adicién de un

compuesto oxidante, como el oxigeno o el per6xido de hidrdégeno a la biomasa, que esta
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sumergida en el agua y sometida a alta presion y temperatura. Durante el pretratamiento
oxidativo pueden tener lugar reacciones como sustitucion o ruptura de los enlaces
estructurales. La oxidacion himeda fracciona el material inicial en una fraccion sélida
rica en celulosa y otra fraccion liquida rica en azlcares hemicelulésicos, presentando
bajas concentraciones de compuestos inhibidores. La celulosa obtenida presenta un alto
grado de desestructuracion, lo cual conduce a altos rendimientos de hidrolisis
enzimatica (Pérez, 2008).

- Ozonolisis: El ozono ha sido utilizado para degradar la lignina y la
hemicelulosa. Se lleva a cabo bajo condiciones de presion y temperatura ambientales. A
diferencia de otros pretratamientos no genera subproductos toxicos y puede eliminarse
facilmente lo que significa que los procesos pueden ser disefiados para reducir al
minimo la contaminacion del medio ambiente. Un inconveniente de la ozonolisis es que
se requiere una gran cantidad de ozono que puede hacer el proceso caro y menos
aplicable (Xu et al., 2014).

- Liquidos io6nicos: Se emplean como disolventes. Estos liquidos estan
normalmente compuestos por cationes organicos y aniones inorganicos, los cuales
existen en estado liquido a relativamente bajas temperaturas. Se forman enlaces de
hidrogeno entre los liquidos ionicos y los azucares desencadenando la ruptura de la

estructura de celulosa, hemicelulosa y lignina (Haghighi et al., 2013).

- Empleo de alcalis y sulfato calcico: Se emplea para separar la lignina y

romper los puentes de hemicelulosa.
d) Biologicos:

Este tipo de pretratamientos se emplean principalmente para degradar la lignina
y se basan en el empleo de enzimas. No son rentables econdmicamente ya que son

procesos lentos y menos efectivos que los anteriores.
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II. Hidrolisis:

Es la fase complementaria al pretratamiento e imprescindible para materiales
lignocelul6sicos y amilaceos. La hidrolisis se efectla por via hidrotérmica, &cida, basica
0 enzimaética y su objetivo es la degradacion de los carbohidratos complejos para dar
lugar a otros azucares simples que sufriran la fermentacion alcohélica (Damien., 2010).
La hidrolisis completa del polisacéarido celulosa da exclusivamente el monémero D-
glucosa, al igual que la hidrolisis del almidén mientras que a partir de las hemicelulosas
se obtienen un conjunto de pentosas y hexosas, como manosa, glucosa, xilosa, etc
(Dagnino., 2012).

H,0

HO oH HO OH
QO 8] ’>—0 0—(

HO 1o e o R — HC'-~'>_)<OH + Hou-..m
Hd  OH HO  OH o'  OH HO  OH

Disacarido monosacarido monosacéarido

Figura 6. Reaccion de hidrdlisis. Degradacion un disacarido en monosacaridos susceptibles de

ser fermentados.
a) Hidrdlisis acida:

Se emplean diferentes clases de acidos; sulfuroso, fosforico, nitrico, formico,
clorhidrico y sulfarico, siendo estos dos Gltimos los mas empleados a nivel industrial.
Este tipo de hidrdlisis puede llevarse a cabo empleando los &cidos concentrados y
trabajando a bajas temperaturas, o bien, empleando &cidos diluidos como por ejemplo
H,SO, al 5%, a mayores temperaturas y menores tiempos de reaccion. Son muchos los
autores que emplean este tipo de hidrolisis para la produccion de bioetanol variando
entre ellos la concentracion del &cido, la relacion peso/volumen con el material de

partida y los tiempos de reaccion (Sanchez et al., 2010).
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El principal inconveniente en este tipo de hidrolisis es la formacion de
subproductos como el hidroximetilfurfural (HMF) o el furfural, resultado de una
degradacion excesiva de los azUcares y que inhiben los procesos de fermentacién y la
actividad enzimatica (Da Silva et al., 2015).

b) Hidrdlisis basica o alcalina:

Consiste en el tratamiento del material con una base a una temperatura elevada.
Entre las bases utilizadas en este tipo de pretratamiento estan los hidréxidos de sodio,
potasio, calcio y amonio. La base mas empleada es el NaOH, que provoca un
hinchamiento del material, aumentando la superficie interna y accediendo a la celulosa.
Ademas de romper la lignina aun presente, continua la degradacién rompiendo los

polisacaridos. Se emplea sobre todo en materiales lignoceluldsicos.
c) Hidrdlisis enzimatica:

Se fundamenta en el uso de enzimas que degraden los polisacaridos presentes en
la materia prima. Se utilizan celulasas para la degradacion de la celulosa y
amiloglucosidasas y amilasas de forma conjunta para la degradacion del almidén. La
hidrolisis enzimatica presenta ventajas frente a la hidrolisis quimica y alcalina, como
menores costes de equipamiento, mayores rendimientos y la ausencia de agentes
quimicos. Si bien, el precio de las enzimas es elevado y los resultados tienen que

valorarse para que a nivel industrial su uso sea rentable (Garcia-Camus et al., 2006).
d) Hidrélisis hidrotérmica:

En este caso, el material de partida se mezcla con agua y se somete a altas
temperaturas y presiones. Los resultados de la degradacion varian en funcion de la
proporcion masa/volumen empleada. Este tratamiento no suele emplearse de forma
aislada en la industria sino que se emplea, a pesar de ser un tipo de hidrolisis, como

pretratamiento ante una hidrdélisis posterior, normalmente enzimatica.

Es un modelo de hidrdlisis con grandes ventajas ya que al no contener acidos ni

bases se generan cantidades muy bajas o nulas de subproductos inhibidores o de
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precipitados de lignina. Sin embargo, el empleo de altas presiones y temperaturas hace
que este tipo de procesos sean caros desde el punto de vista industrial.

Dada la importancia del pretratamiento y de la hidrélisis para la obtencion de
bioetanol, y la variedad en la composicién de la materia prima utilizada, este proyecto
se ha centrado en ensayar distintos procesos con la finalidad de encontrar aquel que
permita obtener una mayor concentracion de azlcares reductores antes de la

fermentacion para el caso de los residuos de la venta de hortalizas.

III. Fermentacion

El tercer paso para la produccion de bioetanol es la fermentacion de las hexosas
y las pentosas obtenidas tras el proceso de hidrélisis. Fermentacion es un término
general que indica la degradacion aerobica o anaerébica de un sustrato organico a
diversos productos, por la accion de levaduras ¢ bacterias que producen enzimas para

realizar dicha funcion y obtener energia en forma de ATP (Garzon et al., 2009).

Para la produccion de bioetanol se lleva a cabo una fermentacion alcoholica,
proceso anaerébico exotérmico que libera moléculas de ATP, necesarias para el
metabolismo de las levaduras. Debido a que el proceso es anaerobico, la respiracion
celular de la cadena del ADP en ATP queda completamente bloqueada, siendo la Unica
fuente de energia para las levaduras la oxidacion de la glucosa. El balance energético

global es la degradacion de la glucosa para generar etanol y CO»:

CeH1206 + 2Pi + 2ADP —» 2C,HsOH + 2CO, + 2ATP

Figura 7. Reaccion de fermentacion de la glucosa

La ruptura de la celulosa y de la hemicelulosa que proviene de los materiales
lignoceluldsicos tiene como resultado hexosas y pentosas, mientras que la ruptura del
almidén genera exclusivamente hexosas. Los microorganismos mas empleados son
levaduras, principalmente del género Saccharomyces, siendo la mas empleada
Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, este tipo de levaduras solamente fermentan
hexosas y no degradan las pentosas. Para solucionar este problema, la industria se esta

planteando el uso de otras bacterias como Zymomona mobilis (Garzén et al., 2009). Un
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ejemplo es el estudio llevado a cabo por Montafiez et al., (2011) que publico los
resultados obtenidos en la formacion de bioetanol a partir del Agave Tequilana
empleando Saccharomyces cerevisiae y Zymomona mobilis. Llegaron a la conclusién de
que la segunda bacteria degradaba una mayor cantidad de azucares reductores y por lo
tanto producia una mayor cantidad de bioetanol. A pesar de que son varios los autores
que afirman el incremento en la produccion de bioetanol, el uso de Zymomona mobilis

en la industria es minoritario.

IV. Destilaciéon y deshidratacion

El bioetanol resultante de la fermentacion estad mezclado con grandes cantidades
de agua, que se separa mediante un proceso de destilacion. La clave de este proceso es
la diferencia en el punto de ebullicion de los componentes de la mezcla. El etanol tiene
un punto de ebullicion menor que el agua, 78.3°C y 100°C respectivamente, es por ello
que se evapora antes pudiendo separarse por destilacion (Garcia-Camus et al., 2006).
Sin embargo, no es posible obtener etanol absoluto mediante esta técnica ya que el
etanol forma un azeotropo con el agua. Esto hace necesario un proceso posterior de

deshidratacion que permita obtener etanol de alta pureza (Pedraza., 2012).

Esta ultima fase de obtencion de bioetanol anhidro, puede llevarse a cabo
mediante distintos métodos entre los que destacan la destilacion azeotropica y la
adsorcion sobre tamices moleculares. En la destilacion azeotrdpica, se afiade un tercer
componente que modifica los coeficientes de actividad de los compuestos en la
direccion oportuna y hace posible separar el azedtropo. La adsorcién sobre tamices
moleculares basa su fundamento en la diferencia de afinidad de las moléculas del etanol
y del agua con respecto al adsorbente y al tamafio de las mismas, el agua queda atrapada
en el lecho mientras el etanol pasa a través del mismo aumentando su concentracion en
la corriente de salida del equipo. Es un método con bajo coste y muy utilizado
(Pedraza., 2012).

En la pagina siguiente se muestra una figura que resume las distintas etapas de

procesado de las materias primas para la produccién de bioetanol:

19



Maiz Trigo Remolacha Madera

Cebada Cafa azlcar Residuos Podas
Soran Melaza RSU
Celulosas AzUcares Almidones

\ FERMENTACION /
DESTILACION

Etanol hidratado

'

DESHIDRATACION

BIOETANOL

Figura 8. Proceso para la obtencion del bioetanol (WEB.4)

+ 2.1.4- Produccioén de biocombustibles en Espana

Espafia es un pais lider en la produccion de bioetanol dentro de la Unidn
Europea, con una produccion aproximada de 570 millones de litros anuales. La principal
empresa productora es Abengoa, que ha creado la sociedad Abengoa Bioenergia para

operar y desarrollar el negocio de biocarburantes a escala internacional.

En Espafia, Abengoa cuenta con tres plantas de produccion: Ecocarburantes
Espafioles, en Cartagena (Murcia), Bioetanol Galicia en Teixeiro (La Corufia), y
Biocarburantes Castilla y Ledn en Babilafuente (Salamanca) que tienen una capacidad
total instalada de 150, 196 y 200 millones de litros anuales, respectivamente. Todas
ellas emplean como materia prima cereales y producen, ademas de bioetanol de primera
generacion, materiales proteicos para alimentacion animal (DGS) en cantidades de
110.000, 130.000 y 120.000 toneladas anuales que comercializan como piensos

(Martinez-Alcala., 2012). Existe una cuarta planta integrada en la planta de

20



Biocarburantes Castilla y Ledn que produce bioetanol de segunda generacion a partir de
material lignocelulésico, concretamente de pajas de cereal siendo la primera planta en el
mundo que opera con la tecnologia de hidrdlisis enzimatica a este nivel de produccion.
El etanol producido se destila hasta el 42% y posteriormente es concentrado y
deshidratado. La operacion en esta planta tiene como finalidad mejorar el disefio de las
plantas a escala comercial que se construiran en los proximos afios, evaluar los costes de

operacion, identificar cuellos de botella y optimizar su operacién.

En Alcazar de San Juan (Ciudad Real) se sitta la quinta planta de produccion de
bioetanol Bioetanol de la Mancha, perteneciente a la empresa Acciona Energia y con
una produccion de 26 millones de litros anuales empleando como materia prima

alcoholes brutos procedentes de la subasta de alcoholes de origen vinico.

A dia de hoy, estan en construccion otras tres plantas en Badajoz, Zamora y
Cantabria con una capacidad de 110, 145 y 126 millones de litros anuales
respectivamente. Ademas se han lanzado tres nuevos proyectos en Ciudad Real,
Vizcaya y Burgos, que en conjunto con todas las plantas anteriores alcanzaria una

produccién total aproximada de 1.360 millones de litros anuales (Web.5).

En el Tabla 2 se muestra un resumen de las plantas que actualmente estan en
funcionamiento y la produccion anual de cada una de ellas. Todas generan bioetanol de
primera generacion, salvo la planta de Biomasa que como muestra la Figura 9,

Unicamente contribuye en un 1% a la produccion total.

Tabla 2. Produccion actual de bioetanol en Espafia

Planta de Bioetanol Millones de litros/afo

150
Bioetanol Galicia 196
Biocarburantes Castilla y Ledn 200
Planta de Biomasa 5
Bioetanol de la Mancha 26
TOTAL 577

21
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Figura 9. Aporte de bioetanol por empresas frente a la produccion total de bioetanol en Espafia.

+ 2.1.5- Aplicaciones del bioetanol:

El bioetanol se puede emplear como ingrediente en alimentacién, excipiente de
medicamentos y cosméticos, disolvente, desinfectante, antiséptico, componente de
pinturas y perfumes. Sin embargo su principal aplicacion reside en su uso como

carburante de automocion.

El uso de etanol como combustible ha pasado por varias etapas a traves de los
afios. En los origenes de la industria automovilistica fue el principal combustible. En
1876 se disefiaron los motores de ciclo Otto, capaces de utilizar el etanol mezclado con
gasolina para su funcionamiento, no obstante, no fue hasta 1906 cuando Henry Ford
empleo el etanol para mover sus famosos Modelos T. Sin embargo, el desarrollo de la
industria basada en el petroleo, junto con la abundancia y el bajo precio de este
combustible en la época, hizo que los fabricantes consideraran el etanol como segunda

opcion.

Cuando se temid por la estabilidad de estos mercados en los afios 20 y tras el
embargo petrolifero del afio 1973, se volvié a invertir en el desarrollo de etanol. Brasil
inicio un programa en 1975, denominado PROALCOOL, cuya finalidad era reducir su
dependencia de los recursos fésiles, aumentando la produccion de alcohol producido a
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partir de cafia de azlcar (Martinez-Alcala., 2012). Poco despues, EEUU desarrolld
también programas para producir etanol, fundamentalmente a partir de maiz, y hoy en

dia son los dos paises que méas producen y exportan este alcohol.

En 1979, Brasil disefid los primeros coches capaces de funcionar con alcohol
hidratado, 95% de etanol y 5% de agua. Mas tarde se disefiaron vehiculos impulsados
exclusivamente por etanol (Garcia-Camus et al., 2006). A dia de hoy, se usa en mezclas
con la gasolina en concentraciones del 5, 10, 15 y 85%, denominandose E5, E10, E15y
E85, respectivamente. A partir de los afios 80, la produccién bioetanol tuvo una gran
expansion en el resto del mundo, cuando Europa y otros paises se unieron a la busqueda

de combustibles alternativos.

Actualmente, el bioetanol es considerado uno de los biocombustibles con mayor
potencial tanto a nivel industrial como a nivel medioambiental y destaca frente al

petréleo por las siguientes razones (Garcia-Camus et al., 2006):

= Esuna fuente de energia renovable.

= Es biodegradable.

= Proporciona una independencia frente al uso del petroleo.

= Mayor octanaje

= Contribuye al crecimiento de las economias locales y a la redistribucion
de la renta, generando puestos de trabajo en areas rurales.

= Facil de obtener y de almacenar.

= Disminuye las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) ya que el
balance de emisiones de CO; es cero (Ver Figura. 10).

= Reduce las emisiones de 6xido de azufre principal componente de la

lluvia &cida y perjudicial para los seres humanos (Nigam et al., 2010).

coz

5 g
/  lotosintesis

combustion

fransformacién de la blomasa
en plantas de tratamiento

biomasa
Figura 10. Ciclo del carbono en la produccion de bioetanol (WEB.6) E—
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2.2- Residuos agroindustriales

+ 2.2.1- Problemdtica de los residuos

La generacion y gestion de los residuos es uno de los retos ambientales méas
complejos a los que se enfrenta la sociedad actual. Tanto la prevencién como la gestién
correcta de los residuos son esenciales para evitar impactos negativos como la
contaminacién del agua, del suelo, del aire, potenciar el cambio climéatico y afectar a la
salud humana. En cambio, cuando los residuos se gestionan de forma adecuada se
pueden convertir en recursos que contribuyan al ahorro de materias primas y garantizan
la sostenibilidad economica. El sector de la recogida y del tratamiento (valorizacion y
eliminacion) de residuos esta en crecimiento y constituye una de las fuentes reconocidas

de empleo verde.

Segun la Agencia Europea del Medio Ambiente, casi una tercera parte de los
alimentos que se producen en el mundo se desperdician. Son muchos los datos que nos
alertan de la gravedad de la situacion y de la necesidad de actuar, por ello cada vez
cobran mas importancia aquellas politicas que tratan de disociar el crecimiento
economico de la generacion de residuos. Desde hace varias décadas los residuos
agroindustriales han sido un foco de atencidn para los investigadores a nivel mundial,
debido a que parte de sus constituyentes pueden ser materia prima para generar diversos

productos de interés.

En el sector de la industria alimentaria se produce un volumen elevado de estos
residuos, que proceden del procesado de la materia prima y del descarte. La cantidad
generada puede suponer un 20-40% de toda la materia prima introducida en la industria.
Algunos datos que proporcionan una idea del volumen de residuos que generan
diferentes tipos de industrias son los siguientes: la industria de la cerveza solamente
utiliza el 8% de los componentes del grano, la industria del aceite de palma utiliza el
9%, la industria del café utiliza el 9.5%, y la industria del papel utiliza menos del 30%,
el resto es un residuo (Saval., 2012) En concreto, el sector de los transformados
vegetales (conserva, congelados, zumos, concentrados y néctares de frutas y hortalizas)

genera cantidades importantes de residuos y subproductos organicos. Por un lado estan
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los restos organicos, cuya cantidad generada oscila entre un 13% y un 65% de la materia
prima inicial, y por otro los lodos de depuracién (Ros et al., 2012).

Tabla 3. Porcentajes de residuos generados en funcién de la materia prima procesada
(Adaptada de Ros et al., 2012)

Materia prima Tipo de restos % de materia prima convertida en residuo
Tomate Piel, pepita, podridos 15
Esparrago Piel, trozos 51
Alcachofa Brécteas, tallos 60-65
Puerro Hojas, raices 47
Acelga Pencas, hojas 48
Espinacas Hojas secas 13
Melocoton Piel, huesos 22-28
Judia verde Puntas 28
Pera Piel, peciolos, corazén 42-45
Pimiento piquillo Corazones, piel 53
Pimiento morron Corazones, piel 50-60

El porcentaje de restos organicos generados en la elaboracion de transformados
vegetales es muy variable, ya que esta determinado principalmente por la materia prima
a procesar (tamafo, forma, partes aprovechables...) y su proceso de transformacion, lo

que implica que los niveles de residuos sean distintos en cada caso (Ver Tabla 3).

El problema al que se enfrentan los residuos agroindustriales es que no existe
una clara conciencia ambiental para su manejo, ademas de que falta capacidad
tecnoldgica y recursos econdmicos para darles un destino final, asi como una legislacion
especifica para promover la gestién de este tipo de residuos, que asegure un buen

manejo desde su generacion hasta su disposicion final (Saval., 2012).

A nivel europeo existen politicas en materia de residuos. Una de sus piedras
angulares es la “Hoja de ruta hacia una Europa eficiente en el uso de los recursos”,
desarrollada en 2011, cuyo objetivo es estimular el crecimiento econdémico y garantizar

que éste sea sostenible. Define ademas un objetivo intermedio para 2020, en el que los
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residuos se gestionaran como recurso, estableciendo el reciclado y la reutilizacion como
las mejores opciones econdmicas para los operadores publicos y privados (SGAPC,
2014).

A nivel nacional, el Programa Estatal de Prevencion de Residuos 2014-2020,
desarrolla la politica de prevencion de residuos, conforme a la normativa vigente para
cumplir el objetivo de reduccion de los residuos generados en 2020 en un 10 % respecto
del peso de los residuos generados en 2010. EI Programa Estatal describe la situacién
actual de la prevencion en Espafia, realiza un analisis de las medidas de prevencion

existentes y valora la eficacia de las mismas (Web.7).

+ 2.2.3- Alternativas

Los residuos generados en la industria agroalimentaria, y en concreto los
provenientes de verduras y hortalizas, tanto restos organicos como lodos de depuracion,
contienen compuestos potencialmente utiles para su reutilizacién en la industria
alimentaria humana y animal, industria farmacéutica, cosmética, la industria quimica y
en la agricultura. Asi mismo, son susceptibles de ser sometidos a procesos
fermentativos o tratamientos de biometanizacion. Actualmente, se estan desarrollando
técnicas que permiten el empleo de estos residuos con fines energéticos (biogas,
bioetanol, biohidrégeno y biomasa) y agricolas mediante la obtencion de compost (Ros
et al., 2012)

La revalorizacion de residuos agroindustriales es un factor muy importante
debido a la cantidad de residuos tan grande que se genera y al coste que supone su
gestion. En Espafia se han puesto en marcha distintos proyectos en relacion a la
produccién de bioetanol a partir de residuos. Dos de los proyectos mas importantes
para la generacion de bioetanol de segunda generacion son el Proyecto Atenea y el
Proyecto Perseo, ambos desarrollados por la empresa valenciana Imecal y el Centro de

Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas (Ciemat).

El Proyecto Atenea tiene como objetivo la obtencion de bioetanol a partir de
residuos citricos valorizando todos los subproductos del proceso. Tiene una gran

importancia, ya que en la Comunidad Valenciana se producen alrededor de dos millones
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de toneladas de excedentes de citricos lo que supone grandes problemas de gestion y
almacenamiento. Por otro lado, el Proyecto Perseo basa la obtencion de bioetanol en el
aprovechamiento de la fraccién orgénica de los residuos sdlidos urbanos. EI Centro
Nacional de Energias Renovables (Cener) también investiga la obtencion de bioetanol a
partir de residuos no aprovechables de la industria conservera y de la agricultura (restos
de pimientos, kiwis, zanahorias y melocotones).

Mejorar las técnicas de pretratamiento y poner a punto procesos para la
obtencion de bioetanol es la clave para obtener grandes beneficios tanto econémicos
como medioambientales. Es necesario desarrollar técnicas que permitan un
aprovechamiento maximo de los recursos para que el proceso sea rentable. En este
proyecto, se han escogido residuos de la venta de verduras y hortalizas, en concreto,
pimiento, patata y tomate, para la produccion de bioetanol y se han ensayado distintos

procesos de pretratamiento para mejorar el rendimiento final.
2.3- Produccidn de bioetanol de segunda generacién.

La produccién de bioetanol a partir de residuos agroalimentarios esta siendo
estudiada por muchos autores desde hace varios afios. La facilidad para obtener
bioetanol de primera generacion hace que la mayor parte de las publicaciones centren su
atencidn en materias primas de tipo amilaceo o azucarado, dejando bien documentados
los procesos de pretratamiento y centrdndose en cdémo mejorar procesos de

fermentacion para obtener una mayor rentabilidad.

En los Gltimos afios ha crecido el interés general por la obtencion de bioetanol de
segunda generacién siendo objeto de investigacion por parte de muchos autores. Los
materiales lignocelulésicos son considerados una fuente importante y valiosa de
bioetanol, autores como Chen et al., (2010), Balat., (2011), Conde-Mejia et al., (2012) y
Tejeda et al., (2011) destacan su potencial debido a su abundancia, disponibilidad y bajo
coste. Los distintos pretratamientos que se utilizan para la obtencion del bioetanol a
partir de materiales lignocelulésicos generan un gran debate entre los autores, que
combinan las distintas técnicas y modifican diferentes parametros en busca de un

método apropiado.

27



Chen et al., (2010) realiz6 un estudio comparativo de los diferentes
pretratamientos a los que pueden someterse los materiales lignocelulésicos, asegurando
que una buena combinacion de pretratamiento, hidrélisis y fermentacion, es esencial
para optimizar el proceso de obtencion. Este autor destaca también la importancia de los
subproductos de alto valor generados durante el proceso de obtencion del bioetanol a
partir de estos materiales

Balat., (2011) aporta una vision general de las materias primas para la obtencion
del bioetanol y la disponibilidad de los materiales lignocelulésicos concluyendo que se
trata de una materia prima abundante y barata. Destaca que la conversién bioquimica de
estos materiales a través de la sacarificacion y la fermentacion constituyen una

importante via de produccion de bioetanol a partir de biomasa.

Conde-Mejia., (2012) también realizé un analisis de los distintos pretratamientos
para la produccion de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos. Los clasifica
segun su consumo energético, la produccién de inhibidores o el consumo de productos
quimicos y agua concluyendo que los pretratamientos con acidos diluidos y la explosion

de vapor tienen los requerimientos energéticos mas bajos.

Tejeda et al., (2011) estudio el aprovechamiento de residuos de poda como
materia prima para la produccion de bioetanol. Compar6 los resultados obtenidos
sometiendo la materia prima a una hidrolisis acida con acido sulfarico diluido y una
hidrolisis enzimatica con enzimas celulasas. Los resultado obtenidos mostraban
mayores rendimientos en la hidrdlisis acida (entre 10 y 30g/L de glucosa) que en la
hidrolisis enzimatica (8,83 g/L de glucosa). En un mismo contexto, Asgher., (2014),
utiliz6 la paja de trigo tratada enzimaticamente obteniendo resultados positivos y
destacando la misma como una materia prima con alto valor para la produccién de
bioetanol. Més recientemente Vargas., (2015) empled paja de cebada aplicando un
pretratamiento hidrotérmico y una posterior sacarificacién y fermentacion simultaneas.
Este Gltimo autor destaca la importancia del pretratamiento gracias al cual obtuvo una

conversion de celulosa en glucosa del 95%.

Las implicaciones medioambientales y socioecondmicas de la produccién de

bioetanol a partir de materiales lignocelul6sicos también han sido estudiadas por varios
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autores. Recientemente, Morales et al., (2015), publicaba un estudio acerca del impacto
ambiental y del balance energético del bioetanol procedente de materiales
lignocelulésicos destacando que su empleo reduce considerablemente la cantidad de
gases de efecto invernadero, hasta 10% si se emplea bioetanol E10 y hasta una 40%
empleando E85.

La obtencién de bioetanol a partir de residuos agroalimentarios, sobre todo de
residuos organicos procedentes de la alimentacién, estd mucho menos estudiada dejando
una linea abierta a la investigacion interesante y de gran valor. Si nos centramos
exclusivamente en el empleo de verduras y hortalizas, las publicaciones son escasas.
Hafid et al., (2015) que hace referencia al empleo de residuos de cocina, dentro de los
cuales se incluyen verduras y hortalizas, para la produccion de bioetanol. Estudio la
influencia de forma individual y combinada de distintos pretratamientos obteniendo los
mejores resultados tras aplicar una hidrdlisis combinada con acido clorhidrico diluido y
glucosamilasas. Por otro lado, Aimaretti et al., (2012b) public6 la obtencion de
bioetanol a partir de residuos de zanahoria, obteniendo resultados positivos tras aplicar

una hidrélisis enzimatica.

En semejanza con la finalidad de este proyecto destacan dos publicaciones,
Fonseca et al., (2010) hace referencia al aprovechamiento de residuos vegetales
procedentes de una central de abastos mediante hidrélisis &cida, obteniendo 47,5 litros
de etanol bruto por cada tonelada de residuos vegetales tratados. Fonseca et al., (2010)
lleva a cabo un analisis de la influencia del acido en distintas concentraciones y tiempos
de reaccion estudiando la concentracion de etanol después de la fermentacion y
obteniendo los mejores resultados para una hidrdlisis acida con acido sulfurico al 4%
durante 4 horas. Del Campo et al., (2006), también obtuvo resultados positivos para la
produccién de bioetanol empleando residuos agroalimentarios entre los que se incluyen
el tomate y el pimiento objetos de estudio en este proyecto. Llego a la conclusion de que
aplicando un tratamiento hidrotérmico a 110°C conseguia aumentar en un 40.3 y en un
50.2% el peso de azlcares solubles de los residuos de tomate y pimiento rojo,

respectivamente frente al material de partida sin tratar.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1- Material de laboratorio:

+ 3.1.1- Equipos:
- Balanza de alta precision COBOS (Max:220g, Min:0.01g, e=0.001g, d=0.0001g)
- Balanza analitica CB Complex COBOS (Max:1200g, e=0.1g, d=0.01g)
- Agitador magnético IKA RCT Standard
- Batidora PRINCESS ROYAL BLENDER TURBO 10-Speed (Potencia:500W)
- Robot Trituradora MOULINEX MINIROBOT D81 (potencia:280W)
- Autoclave RayPA Trade System Steam Sterilizer
- pH-metro CRISON BASIC 20+
- Centrifuga KUBOTA 6500 High Speed Refrigerated Centrifuge
- Campana de extraccion: F+ VALLES
- Bario hidrotérmico MEMMERT Typ:WNB 10
- Incubadora New Brunswick C24KC Refrigerated Incubator Shaker
- Estufa Heidolph Unimax 2010

- Equipo de espectrofotometria ThermoScientific HeAios y

+ 3.1.2- Reactivos:
- Fenol (Sigma-Aldrich. Pureza 96%)
- Acido Sulfurico (Sigma-Aldrich. Pureza 95-98%)
- Tartrato de Sodio y Potasio tetrahidratado (Fluka Analytical. Pureza 99%)
- Glucosa (Fluka Analytical. Pureza 99%)
- Hidroxido sodico (Sigma-Aldrich. Pureza 98%)

- Acido 3,5-dinitrosalicilico (Panreac. Pureza 99%)
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3.2- Residuos empleados

+ 3.2.1- Material de partida

Para el desarrollo de este proyecto se han empleado residuos agroalimentarios
procedentes de la venta de verduras y hortalizas. Para la seleccién de los residuos
empleados se hizo referencia al trabajo publicado por Montes., (2014), donde se
analizaron los residuos producidos por un supermercado durante dos meses. En base a
la cantidad de alimento que se destinaba a residuo y a su contenido en carbohidratos
complejos, se escogieron los materiales empleados para llevar a cabo la

experimentacion siendo éstos: tomates, pimientos verdes y patatas.

Los materiales residuales empleados como sustrato fueron suministrados por un
supermercado de la region siendo utilizadas diferentes partidas (recogidas en diferentes
fechas). Tras un lavado con agua destilada, los materiales se almacenaron en una
camara frigorifica (4-6°C), por un periodo maximo de tres dias hasta el momento del

tratamiento.

+ 3.2.2- Preparacion de materiales no sometidos a hidrdlisis:

Para poder comparar la eficacia de los tratamientos realizados a los diferentes
residuos, es necesario tener un conocimiento previo de la cantidad de azucares, tanto
totales como reductores, que pueden ser extraidos de la muestra sin tratar. Para ello se
homogenizo el material de partida con agua destilada en una relacién 1:2 (p/v), tomando
100 g de residuo y afiadiendo 200 ml de agua destilada en una batidora (Princess Royal
Blender Turbo) durante 3 minutos a velocidad 4 (Figura 12). Los sélidos se retiraron
empleando un tamiz tipo colador y la fraccion liquida se centrifugé a 5000 rpm durante
5 minutos a 20°C en una centrifuga (Kubota 6500 High Speed Refrigerated Centrifuge).

El sobrenadante se conservé congelado hasta el momento de los analisis.
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Figura 11. Batidora (Princess Royal Blender Turbo) empleada en la experimentacion.

3.3- Pretratamientos de hidrolisis

Se llevaron a cabo distintos pretratamientos de hidrdlisis con la finalidad de
obtener la mayor cantidad de azlcares reductores posibles antes de la fase de
fermentacién. Cada método de hidrolisis se ensayd en cada tipo de residuo y por
triplicado, con el fin de tener en cuenta las posibles variaciones del material de partida.

+ 3.3.1- Hidrdlisis térmica

Se realizaron dos tratamientos térmicos a distintas temperaturas y relaciones
peso/volumen. En ambos casos la hidrdlisis se desarrollé en un autoclave (Raypa Trade

Steam Sterilizer) a temperatura y presion constante.
Tratamiento A: 110°C, 5 min, 1.5 atm

Para la realizacion de este tratamiento se tomo como referencia el articulo
publicado por Del Campo et al., (2010). Se parti6 de 100 g de residuo que fueron
troceados con un cuchillo en tamafios menores de 2 cm. A continuacion, el material se
secd a 55°C durante 24 horas en una estufa (Heidolph Unimax 2010). Una vez seco, se
triturd hasta obtener un tamafio de particula menor a 2 mm en un robot trituradora
(MOULINEX MINIROBOT D81). En la Figura 13 puede observarse el estado de las
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muestras de pimiento antes y después del proceso de secado y en la Figura 14 el
resultado del proceso de triturado en la patata.

Figura 12. Resultado de la fase de deshidratacion a 55°C durante 24 horas en las muestras
de pimiento verde. En la figura de la izquierda se muestra el pimiento verde troceado y
pesado en una balanza analitica (CB Complex COBOS), en la figura de la derecha el

resultado despueés de secar la muestra.

Figura 13. Resultado de la fase de triturado de patata después del secado

Se colocd la muestra en botellas de pyrex de 250 ml y se afiadié agua destilada
hasta una relacion peso/volumen del 5%. Las botellas se cerraron dejando el tapdn con
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cierta holgura y se introdujeron en un autoclave para un tratamiento térmico de 110°C

durante 5 minutos.

La fraccion liquida obtenida se separd, mediante un tamiz tipo colador, de la
parte sélida que fue desechada. La muestra se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
neutraliz6 con NaOH 6M y HCI 1M hasta alcanzar un pH entre 6.5 y 7. Posteriormente
se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos a 20°C. EIl sobrenadante se congelé para el

analisis de azucares totales y reductores.

Figura 14. pH-metro (Crison Basic 20+) empleado en la experimentacion

Tratamiento B: 135°C, 5 min, 3 atm

La hidrolisis térmica en este caso siguid la metodologia descrita por Correa et
al., (2012). Se parti6 de 10 g de residuo que fueron homogenizados en una batidora con
10 ml agua de acuerdo a una relacion 1:1 (p/v). ElI material obtenido se vertio en
botellas pyrex de 250 ml que se cerraron dejando el tapdn con cierta holgura y se
introdujeron en un autoclave para un tratamiento térmico a 135°C durante 5 minutos. A

partir de aqui se procedié de igual manera que en el caso anterior.

+ 3.3.2- Hidrdlisis acida-térmica

Tanto para la hidrolisis &cida como para la hidrélisis enzimatica se llevé a cabo
un proceso previo de deslignificacion del material de partida a partir del método

descrito por Gerena., (2013).
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Eliminacion de la lignina

Se lavo el material de partida y se troced en la picadora hasta obtener un tamafio
de particula menor a 2 mm. Posteriormente se sumergi6 la muestra en 20 ml de NaOH
0,1N durante 15 minutos. Pasado ese tiempo se afiadieron 0.816 g de sulfato de calcio
(CaS0,) pesado en una balanza de alta precision, y se dejé reposar durante 3 horas.

Figura 15. Pimiento y patata durante el proceso de deslignificacion

Proceso de hidrdlisis

El material resultante del proceso de deslignificacion se tamizé desechando la
parte liquida y recuperando la parte solida para el proceso de hidrélisis. Esta fraccion
solida, se lavo dos veces con agua destilada para eliminar los productos residuales de la

deslignificacion que pudieran interferir en el proceso de hidrélisis.

Para llevar a cabo la hidrdlisis acida se empled H,SO, al 5% en relacion 2:1 plv,
es decir, 50 g de material de partida por cada 25 ml de disolucidn &cida. La muestra se
vertio en botellas de pyrex de 250 ml y se introdujo en el autoclave para un tratamiento
a 125°C durante 15 minutos. A partir de aqui se procedi6 de igual manera que en el caso

de los tratamientos térmicos.
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+ 3.3.3- Hidrdlisis enzimdtica

Enzimas empleadas:

Las caracteristicas de las enzimas empleadas son las siguientes:

a-amylase from Aspergillus oryzae A8220-50ML.: Solucién acuosa con una
temperatura de almacenamiento entre 2-8°C, y una densidad de 1.10-1.30
g/ml. Estas enzimas poseen una actividad enzimética entorno a 800 FAU.
Un FAU (Unidad de Alfa-Amilasa Fungica) corresponde a la cantidad de
enzima que descompone 5.26 g de almidon soluble por hora, bajo
condiciones estandar: Tiempo de reaccion (7-20 min), temperatura (37°C),
pH de 4,7 (Ruiz et al., 2001) La alfa amilasa rompe las cadenas del almidon
convirtiéndolas en disacaridos y proporciona gran cantidad de maltosa
(dextrinas).

Amyloglucosidase from Aspergillus niger A7095-50ML.: Solucion acuosa
con una temperatura de almacenamiento entre 2-8°C, y una densidad de 1.20
g/ml. Tiene una actividad enzimatica entorno a 300 U/ml. Una unidad de
actividad enzimatica (U) es igual a la cantidad de enzima que en una
reaccion enzimatica cataliza la conversion de 1 pmol de sustrato por minuto.
La amiloglucosidasa hidroliza los enlaces 1,4 y 1,6 del almidon (tanto
amilosa como amilopectina) desde los extremos no reductores de las cadenas
con separacion de unidades sucesivas de glucosa.

Cellulase from Trichoderma reesei C2730- 50 ML: Solucion acuosa con
una temperatura de almacenamiento entre 2-8°C, y una densidad de 1.10-
1.30 g/ml. Posee una actividad enzimatica entorno a 700 EGU. Una unidad
de Endo-Glucanasa (EGU) es la cantidad de enzima que bajo condiciones
estandar (temperatura entre 50-60°C, pH entre 4.5-6.0, tiempo de reaccién de
20 minutos) reduce la viscosidad a la mitad y degrada la celulosa. Se trata de
un complejo de enzimas, que en conjunto son capaces de degradar la

celulosa hasta glucosa.
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Proceso de hidrolisis

Se parti6 de 10 g de materia inicial y se tratd siguiendo el método de
deslignificacion descrito por Gerena., (2013) y explicado para la hidrolisis acido-
térmica (Ver apartado 3.3.2). La torta obtenida se tratd siguiendo el proceso de
hidrdlisis enzimatica descrito por Ruiz et al., 2001, seleccionado por ser una referencia
en la combinacion de enzimas tanto para materiales amilaceos como celulésicos, idoneo
para nuestra experiementacion debido a la mezcla de productos. Tras el proceso de
deslignificacion la muestra se resuspendi6é en agua destilada hasta una relacién p/v del
6%, (a 10 g de muestra iniciales se adicionaron 167 ml de agua destilada). Se ajusto el

pH a 4,7 y se trato termicamente a 75°C durante 5 minutos en un bafio hidrotérmico.

Una vez terminado el pretratamiento térmico, se midio el pH con el fin de
comprobar que era de 4,5 y se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente. A
continuacion, se adicionaron las enzimas a la suspension de 167 ml en las siguientes
cantidades: 83 ul de Cellulase from Trichoderma reesei C2730- 50 ML, 50 ul de o-
amylase from Aspergillus oryzae A8220-50ML y 8 ul de Amyloglucosidase from
Aspergillus niger A7095-50ML.

La muestra conteniendo la mezcla de enzimas se incub6 a 60°C durante 60
minutos sin agitacion (Ver Figura. 16). Posteriormente, se traté termicamente la muestra
a 95°C durante 5 minutos para inhibir la accion enzimatica en un bafio hidrotérmico. A

continuacion se procedio de igual manera que en los casos anteriores.

Figura 16. Incubadora "New Brunswick
C24KC Refrigerated Incubator Shaker™

r“\lllllllllllllll
T e
A empleada durante el proceso de hidrolisis

enzimatica
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+ 3.3.4- Hidrolisis térmico-enzimdtica:

Finalmente se ensayé un nuevo método combinando la hidrolisis térmica
descrita por Correa et al., (2012) y la hidrolisis enzimatica descrita por Ruiz et al., 2001.
Se partié de 10 g de producto inicial que fue deslignificado mediante el método descrito
por Gerena., (2013) (descrito anteriormente).

La torta obtenida se homogeniz6 con agua destilada en una relacion 1:1 (10 ml
de agua destilada para 10 g de residuo) y se sometié a tratamiento térmico 135°C
durante 5 minutos en autoclave. Una vez terminado el pretratamiento térmico se
adiciono agua destilada hasta una relacion 6% p/v, se ajusté el pH a 4,5 y se dejaron
enfriar las muestras a temperatura ambiente A partir de este pasé la hidrdlisis realizada
igual al procedimiento anteriormente descrito para la hidrélisis enzimatica.

3.4- Métodos para la cuantificaciéon de azOcares

Tanto para la cuantificacién de azlcares totales como para la cuantificacion de
azucares reductores se emplean métodos espectofotométricos. Las medidas
correspondientes se han realizado en el equipo de espectrofotometria ThermoScientific
He)ios y (Figura 17). Los andlisis se realizaron por triplicado para cada medida y para
cada experimento escogiendo el valor medio para el calculo de la concentracion de

azucares presentes en la muestra.

Figura 17. Equipo de espectrofotometria ThermoScientific Helios y empleado en la

experimentacion
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+ 3.4.1- Método Fenol-Sulfirico para la cuantificacion de azicares

totales

La determinacién de carbohidratos totales presentes en la muestra se realizo a
través de una adaptacion del método del fenol sulfurico descrito por Dubais et al., 1956.

Se mezclé 1 mL de muestra con 0.5 mL de fenol al 5% y 2.5 mL de H,SO, y se
agitd inmediatamente. Se dejé reposar durante una hora y se analiz6 en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 492 nm. La concentracién de azUcares
totales se determind a través de una curva de calibracién preparada con patrones de
glucosa de distintas concentraciones (Figura 18). Para el blanco se utiliz6 agua destilada

en lugar de las muestras.
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Absorbancia (A=492 nm)
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R?=0,999

Concentracion de glucosa
(ppm)

Figura 18. Recta de calibrado obtenida para el método fenol-sulfurico.

+ 3.4.2- Método dacido 3,5- dinitrosalicilico (DNS) para Ila

cuantificacion azicares reductores

Para la medicion de los azlcares reductores se empleo la metodologia descrita
por Bello Gil et al., (2006), basada en el método del DNS.

Se mezcl6 0.5 ml de muestra y 0.5 ml de reactivo DNS. Se calent6 en un bafio
de agua a 95°C durante 5 minutos e inmediatamente después se introdujo en hielo
durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se afiadid 5 ml de agua destilada a cada muestra,
se agitd y se analizd en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm. La

concentracion de azucares reductores se determiné a través de una curva de calibracion
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preparada con patrones de glucosa a distintas concentraciones (Figura 18). Para el
blanco se utiliz6 agua destilada en lugar de las muestras.
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Figura 19. Recta de calibrado obtenida para el método DNS

Para preparar el reactivo DNS:

Se disolvieron 0.8 g de NaOH, 15 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado
y 0.5 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico en agua destilada. La mezcla se afor6 50 ml en un
matraz y se guard0 en nevera envuelto en papel de aluminio, ya que es un reactivo

fotosensible. El reactivo asi preparado puede ser utilizado durante 30 dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1- Caracterizaciéon del material de partida

Los sustratos empleados como material de partida para la realizacion de los
experimentos han sido el pimiento verde, tomate y patata. Han sido seleccionados en
base a la cantidad de residuos de la venta de estos productos que se generan y a su
contenido en carbohidratos complejos que no pueden ser directamente fermentados. En
la Tabla 5 se muestra su contenido en carbohidratos segun la base de datos espafiola de

la composicion de alimentos (BEDCA):

Tabla 4. Contenido en gramos de hidratos de carbono por cada 100 gramos de alimento.
(WEB.6)

dad (g 0
omponente Pi‘r;r;iredn:o Tomate Patata
AzUcar 1,53 3,39 0,70
Fructosa 0,69 1,82 0,17
Glucosa 0,76 1,45 0,24
Sacarosa 0,08 0,11 0,30
Almidén 0,07 0,10 14,10
Celulosa 0,60 0,40 0,00
Lignina 0,20 0,30 0,44

Hay que tener en cuenta que estos resultados son del alimento apto para el
consumo, por lo que puede haber ligeras variaciones cuando se trata del residuo. En
primer lugar se procedié a hacer una medida de la cantidad de azlcares totales y
reductores que pueden ser extraidos del material sin tratamiento de hidroélisis,
simplemente por batido con agua (Ver apartado 3). De esta manera se dispone de una

referencia para poder determinar las mejoras obtenidas con los pretratamientos de
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hidrélisis. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 5, 6, 7, 8 y 9. Notese que

estos ensayos se repitieron para todas las partidas de materiales empleados para los

posteriores tratamientos de hidrolisis, y en cada caso los experimentos se llevaron a

cabo por triplicado.

Tabla 5. Contenido de azucares totales y reductores en los caldos obtenidos de la partida 1 de

residuos (empleada en la hidrdlisis acida).

AzUcares Totales Azucares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Experimento 1 1,57 2,19 0,42 1,27 1,72 0,07
Experimento 2 1,59 2,25 0,37 1,35 1,69 0,05
Experimento 3 1,61 2,08 0,35 1,29 1,35 0,05
Media 1,59+0,02 | 2,17+0,09 | 0,38+0,04 | 1,30+0,04 | 1,59+0,21 | 0,06 + 0,01

Tabla 6. Contenido de azUcares totales y reductores en los caldos obtenidos de la partida 1 de

residuos (empleada en la hidrolisis térmica a 110°C).

AzUcares Totales Azlcares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Experimento 1 1,56 2,21 0,36 1,25 1,7 0,05
Experimento 2 1,57 2,19 0,41 1,42 1,7 0,08
Experimento 3 1,59 2,24 0,32 1,38 1,1 0,03
Media 1,57+0,02 | 2,21+0.03 |0,36+£0.05 | 1,35+0,09 | 1,50+ 0,35 | 0,05+ 0,03

Tabla 7. Contenido de azUcares totales y reductores en los caldos obtenidos de la partida 2 de

residuos (empleada en la hidrolisis térmica a 135°C).

AzUcares Totales Azucares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Experimento 1 1,95 2,78 0,4 1,72 1,75 0,02
Experimento 2 1,89 2,72 0,38 1,78 1,62 0,02
Experimento 3 1,92 2,81 0,39 1,69 1,79 0,03
Media 192+0,03 |2,77+0,05|0,39+£0,01 | 1,73+0,05| 1,72+0,09 | 0,02+ 0,01
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Tabla 8. Contenido de azucares totales y reductores en los caldos obtenidos de la partida 2 de

residuos (empleada en la hidrdélisis enzimatica).

AzUcares Totales

AzUcares Reductores

Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Experimento 1 1,85 2,78 0,3 1,52 1,62 0,01
Experimento 2 1,92 2,69 0,41 1,57 1,75 0,02
Experimento 3 1,87 2,72 0,39 1,63 1,58 0,02
Media 1,88+0,04 |2,73+0,05|0,37+0,06 | 1,57+0,06 | 1,65+0,09 | 0,02+0,01

Tabla 9. Contenido de azUcares totales y reductores en los caldos obtenidos de la partida 2 de

residuos (empleada en la hidrolisis térmico-enzimatica).

AzUcares Totales Azlcares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento | Tomate Patata
Experimento 1 1,94 2,76 0,41 1,71 1,72 0,02
Experimento 2 1,9 2,72 0,37 1,79 1,65 0,02
Experimento 3 1,91 2,83 0,38 1,64 1,78 0,03
Media 192+0,02|2,77+0,06 | 0,39+0,02 | 1,71+0,08 | 1,72+ 0,07 | 0,02+ 0,01

Al analizar los resultados obtenidos experimentalmente puede observarse que la
cantidad de azucares extraidos de los sustratos sin tratar. Las variaciones detectadas se
deben a que el material de partida no siempre ha sido el mismo y se ha recogido en
distintas ocasiones. Muestra de ello es la similitud en los datos obtenidos en la Tabla5 y
6, en comparacion con los obtenidos en las tablas 7, 8 y 9 que se tomaron de una partida
distinta y que presentan ligeramente una mayor cantidad de azUcares totales en pimiento

y tomate y un menor contenido de azUcares reductores en la patata.

Para comparar los resultados obtenidos con la composicion de los alimentos en
fresco ofrecida por la BEDCA, se establecen unos valores medios de 1.78, 2.53 y 0.38 g
de azucares totales y 1.53, 1.64, 0.03 g de azUcares reductores por cada 100 g de residuo
de pimiento, tomate y patata respectivamente. La cantidad de azlcares totales extraidos

del pimiento son aproximadamente las tres cuartas partes de lo que contiene (Ver
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Tabla.4). En el caso del tomate se extrae mas de la mitad y por el contrario en la patata

apenas llega al 2.5%.

En lo que respecta a los azUcares reductores, se logré extraer la totalidad de los
del pimiento, la mitad de los del tomate y tan solo un 4% de los de la patata. En este
altimo caso, el alto contenido en almidon, poco soluble, dificulta la extraccién de los

azUcares.

A la vista de los resultados, resulta interesante someter, especialmente a la
patata, a un pretratamiento de hidrélisis con el fin de aumentar el contenido de azlcares

reductores que puedan ser extraidos.
4.2- Hidrolisis acida-térmica

El proceso de hidrolisis &cida-térmica consistio en un tratamiento en autoclave
de los residuos de partida con H,SO4 al 5% a 125°C y 2 atm durante 15 minutos,
descrito en el apartado 3.3.2. En la Tabla 10 se recogen los datos relativos a la cantidad
de azucares presentes en el caldo obtenido tras el tratamiento y en la Figura 20 se

comparan los valores medios con los azUcares extraidos sin tratamiento.

Tabla 10. Resultados de la hidrdlisis acida con H,SO, al 5% durante 15 min a 125°C y 2 atm. Se

indican los gramos de azUcares obtenidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

AzUcares Totales Azucares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Experimento 1 1,12 1,98 0,23 0,95 1,36 0,03
Experimento 2 1,32 1,75 0,21 0,84 1,45 0,02
Experimento 3 1,23 1,95 0,41 0,91 1,05 0,02
Media 1,22+0,10(1,89+0,13| 0,28+0,11 |0,90+0,06| 1,29+0,21 |(0,02 £0.01

Tras someter los distintos residuos al tratamiento acido, se obtuvo a nivel

general una pérdida tanto de azlcares totales como de azUcares reductores. En el caso
del pimiento, se produjo aproximadamente una reduccion de azUcares totales del 23% y

de azUcares reductores del 30%. Para el tomate la reduccién fue de 13% de azlcares
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totales y un 18% para azucares reductores. Finalmente se advierte una mayor caida de
azucares totales y reductores para la patata, en un 26% y un 66% respectivamente.

Los resultados obtenidos no se asemejan a los reportados por otros autores que
experimentan incrementos importantes de azlcares reductores. Gerena., (2013), empleo
la misma metodologia para obtener jarabes azucarados a partir de residuos de papa y
cascara de naranja. Los resultados obtenidos por este autor muestran un gran incremento
en azlcares reductores a partir de papa y un menor incremento a partir de cascara de
naranja, utilizando concentraciones de H,SO, de hasta el 20%. Por el contrario, Cortinez
(2010), indico que concentraciones de cido sulfdrico superiores al 1% no son utiles
para la obtencion de azUcares reductores a partir de materiales lignocelulosicos y que
producen subproductos como el furfural y el 5-hidroximetil furfural, que inhiben
procesos posteriores de fermentacion. Asi mismo, Gerena., (2013) obtuvo mediante

hidrolisis &cida un contenido bajo de azucares reductores debido una escasa eliminacion

de la lignina.
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Figura 20. Azlcares totales (azul) y azlcares reductores (rojo) obtenidos a partir de residuos
tratados por hidrolisis acida-térmica y a partir de los residuos sin tratar. En ambos casos se

expresan como gramos de azUcar extraidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

En nuestro caso, la perdida de azlcares se produjo en todos los residuos tratados
independientemente, puede ser debido a un tiempo de exposicion demasiado elevado

y/o al empleo de una concentracién de acido demasiado alta. Una posibilidad seria
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repetir la hidrélisis variando estas condiciones. Sin embargo, en este trabajo, teniendo
en cuenta los buenos resultados obtenidos en otros métodos se optd por descartar esta

alternativa.

4.3- Hidrdlisis hidrotérmica

+ 4.3.1- Tratamiento térmico A:
Los residuos experimentaron un tratamiento hidrotérmico en un autoclave a
110°C, 5 minutos y 1,5 atm. En la Tabla 11 se recogen las cantidades de azlcares
presentes en el caldo obtenido tras el tratamiento y en la Figura 21 se comparan los

valores medios con los azlicares extraidos sin tratamiento.

Tabla 11. Resultados de la hidrdlisis térmica a 110°C durante 5 minutos y 1,5 atm. Se indican

los gramos de azucares obtenidos por cada 100 gramos de residuo inicial

AzUcares Totales AzUcares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Experimento 1 1,46 2,18 0,4 1,1 1,6 0,03
Experimento 2 1,39 2,09 0,49 0,95 1,54 0,05
Experimento 3 1,54 1,98 0,41 0,85 0,86 0,01
Media 1,46+0,082,08+0,10|0,43+0,05| 0,97+0,13 |1,33+0,41|0,03+£0,02

Los residuos sometidos a un tratamiento térmico a 110°C también
experimentaron una pérdida de azUcares, aunque menor que en el caso de la hidrolisis
acida, de un 7 y 6% respectivamente, para los azucares totales del pimiento y del
tomate. En el caso de la patata, se observd un incremento del contenido de azUcares
totales de un 19% respecto al material sin hidrolizar, aunque los azlcares reductores

disminuyeran en un 40%.

A diferencia de los resultados aqui obtenidos, Del Campo et al. (2006),
encontraron empleando el mismo método un incremento de azlcares totales solubles de
20.88 a 35.46% para tomate y de 41.36 a 50.20% para pimiento. Si bien no se indica el
contenido final de azUcares reductores. Una diferencia posible entre el proceso seguido
por estos autores y el empleado en este trabajo, esta en el tiempo empleado en la
deshidratacion inicial a 45°C, ya que no se indica. En este trabajo, se dejo secar durante

24 horas tiempo suficiente para obtener una pérdida del 80% de su contenido en agua.
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Durante esta fase pueden ocurrir reacciones de Mallard, donde las proteinas y los lipidos
presentes en los alimentos reaccionan con los hidratos de carbono reductores presentes
en la muestra, esto podria explicar la pérdida de azucares reductores que experimentan
los residuos. Para que las reacciones de Mallard ocurran se necesita deshidratacion,
tiempo y temperatura, tres condiciones que se dan en este proceso de hidrolisis. En vista
de los resultados obtenidos, este método también fue descartado.
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Figura 21. Azlcares totales (azul) y azlcares reductores (rojo) obtenidos a partir de residuos
tratados por hidrolisis térmica a 110°C y a partir de los residuos sin tratar. En ambos casos se

expresan como gramos de azucar extraidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

+ 4.3.2- Tratamiento térmico B:

En vista a los malos resultados obtenidos en la hidrolisis hidrotérmica a 110°C se
decidio realizar otra hidrdlisis siguiendo una metodologia diferente y evitando la etapa
previa de deshidratacion. Se siguio la metodologia descrita por Correa et al., (2012) que
directamente somete el residuo a un tratamiento en autoclave a 135°C y 3 atm durante 5
minutos. En la Tabla 12 se recogen las concentraciones de azUcares presentes en el
caldo obtenido tras el tratamiento y en la Figura 22 se comparan los valores medios con

los azUcares extraidos sin tratamiento de hidroélisis.
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Tabla 12. Resultados de la hidrdlisis térmica a 135°C durante 5 minutos y 3 atm. Se indican los

gramos de azlcares obtenidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

Azlcares Totales AzUcares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Resultado 1 2,56 2,78 10,62 2,41 2,21 0,05
Resultado 2 2,51 2,85 10,54 2,49 1,92 0,04
Resultado 3 2,49 2,79 10,61 2,39 2,19 0,04
Media 2,52+0,04|2,81+0,04|10,59+0,04|2,43+0,05|2,11+0,16 | 0,04 +£ 0,01

Tras el tratamiento de los residuos con la hidrolisis térmica a 135°C se
obtuvieron resultados favorables en el contenido de azlcares tanto reductores como
totales. EI pimiento y el tomate sufrieron un incremento de azlcares totales del 31 y
1,4% y de azucares reductores del 40% y 22% respectivamente. Se advierte el mayor
incremento de azucares en la patata aumentando hasta 22 veces su contenido inicial en
azucares totales. El contenido de azUcares reductores se consiguié duplicar, si bien los

valores siguen siendo muy bajos y suponen tan solo el 0,4 de los azUcares totales.

Estos resultados se corresponden con el incremento descrito por Correa et al.,
(2012), si bien, los contenidos finales de azucares reductores publicados por el autor son
mayores. Hay que tener en cuenta que el material empleado en este proyecto posee un
alto contenido en celulosa, hemicelulosa y almidon que dificulta la extraccion de los
azucares, a diferencia de la fruta del banano empleada por Correa et al., (2012), que se
trata de una materia prima azucarada. En comparacion con la hidrélisis hidrotérmica a
110°C se logra un incremento significativo tanto de azucares totales como de azucares
reductores, lo cual también concuerda con los resultados de Correa et al., (2012) que
repitié el experimento a diferentes temperaturas describiendo un incremento de la

cantidad de azUcares a consecuencia del aumento de la temperatura.

El caso méas llamativo es la patata donde se obtienen 10.59 g de azUcares totales
mediante la hidrolisis a 135°C frente a los 0.43 g obtenidos por la hidrélisis a 110°C. Sin
embargo, a pesar del aumento de azUcares totales el contenido en azucares reductores no
experimenta gran variacion. Esto puede deberse a la influencia de la temperatura en la
solubilidad del almidén. La absorcién de agua por parte del almidén aumenta a
temperaturas superiores y como consecuencia los granulos de almidon se degradan

dando lugar a la solubilizacién de la amilosa y de la amilopectina para formar una
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solucion coloide (WEB. 7). Como resultado puede incrementarse el contenido de
azucares totales presentes en la fraccion liquida pero no el de reductores al no ser una

temperatura suficiente para lograr la hidrolisis del almidén.
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Figura 22. Azlcares totales (azul) y azlcares reductores (rojo) obtenidos a partir de residuos
tratados por hidrolisis térmica a 135°C y a partir de los residuos sin tratar. En ambos casos se

expresan como gramos de azucar extraidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

4.4- Hidrdlisis enzimdatica

Los residuos se sometieron a un tratamiento hidrotérmico a 75°C durante 5
minutos y a continuacién un tratamiento enzimatico a 60°C durante 60 min. En la Tabla
13 se recogen las cantidades de azUcares presentes en el caldo obtenido tras el
tratamiento y en la Figura 23 se comparan los valores medios con los azucares extraidos

sin tratamiento.

Tabla 13. Resultados de la hidrolisis enzimatica con pretratamiento a 75°C y tratamiento
enzimatico a 60°C durante 60 minutos. Se indican los gramos de azUcares obtenidos por cada

100 gramos de residuo inicial.

AzUcares Totales AzUcares Reductores
Pimiento Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Resultado 1 2,51 2,95 7,91 2,37 1,85 1,12
Resultado 2 2,68 2,84 7,65 2,32 1,72 1,25
Resultado 3 2,53 2,86 7,82 2,41 1,76 1,15
Media 2,57+0,09 | 2,88+0,06 | 7,79+0,13 | 2,37+0,05 | 1,78+ 0,07 | 1,17 £ 0,07
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Los distintos residuos sometidos al tratamiento enzimatico experimentaron a
nivel general un incremento tanto de azUcares totales como de azUcares reductores. En
el caso del pimiento, se produjo aproximadamente un aumento del 37% de azUcares
totales y del 51% de azlcares reductores. Para el tomate, el incremento fue del 5% para
los azlcares totales y un 8% para azlcares reductores. Finalmente el mayor incremento
de azUcares se observa en la patata con 7.79 g de azUcares totales y 1.17 g de azUcares
reductores por cada 100 g de residuo. Los datos obtenidos en la experimentacion son
acordes a lo que Ruiz et al., (2001) obtuvieron a partir de la hidrélisis enzimatica de

restos de umari y yuca que lograron incrementos del 48.95 y 48.76%.

En comparacién con la hidrélisis térmica a 135°C, se consigue un mayor
rendimiento en cuanto a la obtencidén de azucares reductores frente al material sin tratar,

destacando la mayor extraccion de azucares reductores del residuo de patata.
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Figura 23. AzUcares totales (azul) y azlcares reductores (rojo) obtenidos a partir de residuos
tratados por hidrélisis enzimatica y a partir de los residuos sin tratar. En ambos casos se

expresan como gramos de azlcar extraidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

A pesar de esta mejora, el contenido de azlcares reductores obtenidos para la
patata frente al nUmero de totales continda siendo muy bajo. Ruiz et al., (2001) que

estudié la hidrdlisis de los carbohidratos de yuca y umari sefiala la existencia de un
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almidon resistente al ataque enzimatico que se origina como consecuencia de la

formacion de complejos de amilosa-lipidos.

4.5- Hidrolisis térmico-enzimatica.

En vista a los resultados obtenidos a partir de los pretratamientos anteriores se
concluyé que la hidrdlisis enziméatica era el mejor pretratamiento en cuanto a la
conversion final de azucares totales a azlcares reductores. Ahora bien, la hidrolisis
hidrotérmica a 135°C era el pretratamiento que habia logrado una mayor cantidad de
azucares totales, teniendo en cuanta para ambos casos, los tres residuos. Esto puede
deberse a que un aumento en la temperatura del pretratamiento provoca una mayor
degradacion del material de partida (eliminacion de lignina, exposicion de celulosas y

hemicelulosa, solubilizacion del almidon) incrementando los azUcares totales solubles.

Partiendo de estos resultados se propuso este ultimo método, sustituyendo la
temperatura de pretratamiento enzimatico por 135°C y no 75°C como describe Ruiz et
al., (2001), con la finalidad de conseguir una mayor proporcion de materia prima
susceptible a ser degradada enzimaticamente. Los resultados en cuanto a las cantidades
de azucares presentes en el caldo obtenido se recogen en la Tabla 14. En la Figura 24 se

comparar los valores medios de los azucares extraidos sin tratamiento.

Tabla 14. Resultados de la hidrélisis térmico- enzimética con pretratamiento a 135°C y
tratamiento enzimatico a 60°C durante 60 minutos. Se indican los gramos de azUcares obtenidos

por cada 100 gramos de residuo inicial.

AzUcares Totales AzUcares Reductores
Pimiento |Tomate Patata Pimiento Tomate Patata
Resultado 1 2,64 2,98 21,51 2,59 2,84 19,39
Resultado 2 2,59 2,85 21,42 2,48 2,79 19,59
Resultado 3 2,67 2,91 20,89 2,57 2,57 19,39
Media 2,63+0,0412,91+0,07|21,27+0,34| 2,55+0,06 | 2,73+0,14 | 19,45+0,14

El tratamiento de los residuos por la hidrolisis térmico-enzimatica fue el que
proporciond mejores resultados, extrayéndose una mayor cantidad de azucares totales y

reductores en comparacion con los métodos de hidrolisis anteriores. Los azUcares totales
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obtenidos para el pimiento y el tomate no varian mucho en cuanto a los obtenidos por la
hidrolisis enzimatica y la hidrotérmica a 135°C, alcanzandose un incremento de un 37%
y un 5% respectivamente. Los azUcares reductores extraidos del pimiento son similares
a los conseguidos en hidrélisis anteriores, logrando mejorar la cantidad extraida del
tomate, que en este caso concreto se incrementa en un 59% respecto a lo que se extrae
del residuo no tratado. El caso donde se consigue una mejora méas significativa es
nuevamente la patata, de la que se consigue extraer 21 g de azlcar por cada 100 g de
residuo, valor superior al total de carbohidratos encontrado en la bibliografia (ver Tabla
4.) No obstante, hay que tener presente que los datos proporcionados por la BEDCA son
valores medios y la cantidad exacta de carbohidratos depende del material de partida
especifico (tipo de residuo, estado, variacion de la especie, etc.)

En el caso de la patata, los azucares reductores obtenidos son, a nivel general,
mucho mayores que los obtenidos por los métodos de hidrdlisis anteriores. Para el
tomate y el pimiento se logra que el 90% de los azucares extraidos sean reductores, y
considerando los valores de azlcares totales recogidos en la tabla 4, se consiguen
extraer como azucares reductores el total de los presentes en el pimiento verde y el 64%
de los del tomate. En caso de la patata, se obtienen incrementos en los azucares totales y
reductores muy superiores a los obtenidos anteriormente mediante la hidrélisis
enzimatica y la hidrdlisis hidrotérmica. Asi, se logra extraer 19 g de aztcares reductores
por cada 100 g de residuo, siendo el 90% de los azUcares extraidos. Si comparamos
estos resultados con la hidrélisis enzimatica con pretratamiento a 75°C, observamos que
un pretratamiento a 135°C logra aumentar 18 veces la cantidad de azUcares reductores
obtenidos. Ante estos resultados, de los métodos ensayados, la hidrolisis térmico-
enzimatica ha sido seleccionada como la mas iddnea para la conversion de estos

productos.
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Figura 24. Azlcares totales (azul) y azlcares reductores (rojo) obtenidos a partir de residuos
tratados por hidrélisis térmico-enzimatica y a partir de los residuos sin tratar. En ambos casos se

expresan como gramos de azucar extraidos por cada 100 gramos de residuo inicial.

4.6- PRODUCCION TEORICA DE BIOETANOL
Como se ha descrito anteriormente en el apartado 2.1.3, el fin de pretratamiento
de hidrolisis es obtener una fraccion liquida fermentable, para producir bioetanol. El

balance energético global es la degradacion de la glucosa para generar etanol y CO»:

CeH1206 + 2Pi + 2ADP —» 2C;HsOH + 2CO, + 2ATP

Figura 25. Reaccién de fermentacion alcohdlica.

A partir de esta ecuacion se deduce que por cada mol de glucosa consumido se
producen dos moles de etanol, sin embargo, este rendimiento no es real, ya que no
siempre toda la glucosa consumida es convertida en etanol, sino que un porcentaje sera
utilizado para la sintesis de las estructuras celulares y mantenimiento de la célula. Bajo
condiciones ideales se ha estimado una eficacia del proceso de fermentacién alcohdlica
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por Saccharomyces cerevisiae del 85%, publicado por Vazquez et al., (2007). La
inoculacion con S. cerevisiae, permite fermentaciones rapidas y fiables, lo que hace

sean ampliamente utilizadas a nivel industrial.

Es necesario analizar los resultados que se han obtenido en cuanto a azlcares
reductores que van a ser fermentados y asi poder evaluar el empleo de los residuos
procedentes de la venta de verduras y hortalizas para la produccion de bioetanol. Para
esta valoracion se han seleccionado los resultados obtenidos en la hidrolisis térmico-
enzimatica, al ser el pretratamiento mas favorable, y se ha calculado teéricamente la
concentracion de bioetanol que podria obtenerse tras el proceso de fermentacion

alcoholica con S. cerevisiae.

Los residuos empleados en este proyecto, a excepcion de la patata, poseen un
bajo porcentaje de hidratos de carbono con respecto a su composicion total. Los caldos
obtenidos tras un pretratamiento de hidrolisis térmico-enzimatica presentaron
concentraciones de azucares reductores de 1.55 g/L para el pimiento, 1.66 g/L para el
tomate y 11.88 g/L para la patata. Con estos residuos, empleando este método y
considerando una eficacia en el proceso de fermentacion del 85%, las concentraciones
de bioetanol que se obtendrian son aproximadamente de un 1% en el caso de la patata y
aproximadamente un 0.1% para pimiento y tomate. En ambos casos, se trata de un
bioetanol demasiado diluido para el posterior proceso de destilacion. La destilacion es el
proceso que mas encarece el precio final del producto ya que supone un gran consumo
energético. En la Figura 26 (Galbe et al., 2011), puede observarse la relacion entre la
concentracion del bioetanol y la demanda energética del proceso de destilacion llegando

a la conclusion de que interesa partir de concentraciones superiores al 4%.
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Figura 26.
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Concentracion de bioetanol frente a la demanda energética en el proceso de

A la vista de estos resultados, la obtencion a nivel industrial de bioetanol por

esta via, necesitaria continuar mejorando el método de hidrolisis con el fin de reducir el

contenido de agua en el caldo final.

En lo que respecta la fermentacion, se hace realmente interesante estudiar otras

vias de fermentacion diferentes a las proporcionadas por Saccharomyces cerevisiae que

poseen una mayor eficacia en la conversion de la glucosa a etanol, como el empleo de

Zymomona mobilis o de mutaciones Escherichia coli, como E. coli MS04, descrita

recientemente por Martinez-Patifio et al., (2015), y que permite eficacias superiores al

90%.
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6. CONCLUSIONES

A continuacion se resumen las principales conclusiones que se obtienen del

desarrollo de este trabajo.

o La hidrolisis térmica a 110°C y la hidrélisis termo-acida con H,SO4 al 5% no
han demostrado, en ningun caso, ser eficaces para aumentar la extraccién de
azucares reductores, produciéndose por el contrario una degradacion de los

azlcares a nivel general.

o La hidrolisis térmica, enzimatica y la combinacion de ambas han permitido
aumentar el contenido de azucares totales y reductores extraido en todos los

Casos.

o La hidrolisis térmico-enzimatica ha resultado ser el pretratamiento méas eficaz
para la obtencién de caldos con mayor contenido de azucares reductores frente al
material sin tratamiento, incrementandose en 54% para el pimiento y en un 59%
para el tomate. El mayor incremento obtenido se observa en la patata
aumentando de 0.02 g de azUcares reductores iniciales a 19.45 g de azlcares

reductores extraidos por cada 100 g de residuo tras la hidrolisis.

o Las concentraciones de etanol que se obtendrian en el producto final empleando
el método de hidrdlisis aqui desarrollado son bajas, lo que supondria una alta
demanda energética para la destilacién. Sin embargo, los resultados son
alentadores y el bajo coste de la materia prima hace que la investigacion para

optimizar ain mas el tratamiento de hidrdlisis resulte de gran interés.
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