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RESUMEN

PRODUCCION DE BIOETANOL A PARTIR DE RESIDUOS DE AGUACATE.
Por
Luis Caballero Sanchez
Agosto del 2021
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica
Dirigida por: Dr. Agustin Jaime Castro Montoya y Dra. Ana Alejandra Vargas Tah

El desecho principal de la industria de procesamiento de aguacate es su semilla, la cual
constituye el 15% del peso total del fruto, es una fuente rica en almidén, por lo cual, la semilla
se podria emplear en la produccion de bioetanol carburante de 12 generacion. En este trabajo
se propuso una metodologia para extraer el almiddn, hidrolizarlo a glucosa mediante un
tratamiento termoquimico y transformarla en etanol a través de un proceso fermentativo, de
esta forma se les dara valor agregado a estos desechos industriales. Los resultados obtenidos
mostraron que el porcentaje de extraccion de almidon de semillas frescas fue de 29.79 +
3.18%. Por otro lado, la hidrdlisis quimica del almidén extraido, que se transformo en
azucares reductores, permitié obtener un rendimiento de 86.38%, se identificaron los
azucares presentes al final de la reaccion donde se obtuvieron 109.79 + 1.14 g/L de glucosa,
0.99 £ 0.06 g/L de xilosa y 0.38 + 0.01 g/L de arabinosa a nivel matraz y 109.86 g/L de
glucosa, 1.87 g/L de xilosa 'y 0.30 g/L de arabinosa a nivel planta piloto. En la fermentacién
se obtuvo un rendimiento de la fermentacidn de glucosa a etanol a nivel matraz de 0.41 +
0.02g de etanol/g de glucosa y una productividad volumétrica de etanol de 1.89 + 0.06 g/Lh,
valores similares a los obtenidos a nivel planta piloto con un rendimiento de 0.45¢g de etanol/g
de glucosa y una productividad de etanol de 2.09 g/Lh, utilizando levaduras Saccharomyces
cerevisiae. La caracterizacion de la semilla de aguacate demostré tener el potencial para la
produccién de bioetanol; ademés el método propuesto de hidrolisis quimica del almidon
logré obtener glucosa sin la presencia de furfural y HMF, compuestos inhibidores en la
fermentacion de azUcares.

Palabras clave: semilla de aguacate, almiddn, hidrdlisis &cida, Saccharomyces cerevisiae,
bioetanol.



ABSTRACT

The main waste of the avocado processing industry is its seed, which constitutes 15% of the
total weight of the fruit, it is a rich source of starch, therefore, the seed could be used in the
production of fuel bioethanol of 1st generation. In this work, a methodology was proposed
to extract starch, hydrolyze it to glucose through a thermochemical treatment and transform
it into ethanol through a fermentation process, in this way added value will be given to this
industrial waste. The results obtained showed that the percentage of starch extraction from
fresh seeds was 29.79 + 3.18%. On the other hand, the chemical hydrolysis of the extracted
starch that was transformed into reducing sugars, allowed to obtain a yield of 86.38%, the
sugars present at the end of the reaction were: 109.79 + 1.14 g/L of glucose, 0.99 + 0.06 g/L
of xylose and 0.38 + 0.01 g/L of arabinose at the flask level and 109.86 g/L of glucose, 1.87
g/L of xylose and 0.30 g/L of arabinose at the pilot plant level. In the fermentation, a yield
of the fermentation of glucose to ethanol was obtained at a flask level of 0.41 + 0.02 g of
ethanol/g of glucose and a volumetric productivity of ethanol of 1.89 + 0.06 g/Lh, values
similar to those obtained at the pilot plant level with a yield of 0.45 g of ethanol/g of glucose
and an ethanol productivity of 2.09 g¢/Lh, using Saccharomyces cerevisiae. The
characterization of the avocado seed proved to have the potential to produce bioethanol,
furthermore, the proposed method of chemical hydrolysis of starch managed to obtain
glucose without the presence of furfural and HMF, inhibitory compounds in the fermentation
of sugars.

Keywords: avocado seed, starch, acid hydrolysis, Saccharomyces cerevisiae, bioethanol.
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GLOSARIO

CONADESUCA: Comité Nacional para el Desarrollo Sustentable de la Cafia de Azucar.
Conformacion en silla: la conformacién del ciclohexano que se asemeja a una silla.
DOF: Diario Oficial de la Federacion

Energias no renovables: son aquellas cuya velocidad de consumo suele ser mayor que la de
su regeneracion y como consecuencia de ello e irremediablemente conducira a su eventual
agotamiento.

Energias renovables: aquellas que se siguen produciendo indefinidamente, aquellas que
luego de su utilizacién, pueden regenerarse, considerandoselas virtualmente inagotables, ya
sea por la inmensa cantidad de energia que contienen o porque al ser recursos que al estar
involucrados en ciclos naturales, suelen mantenerse mas o menos constantes en la naturaleza.

indice de octano: indica el comportamiento que tiene una nafta en comparacion con la
mezcla de heptano e isooctano que se comporta de forma idéntica en un motor.

Inoculo: introduccidn de células en un recipiente de medio de cultivo estéril.

Medio de cultivo: es un sustrato o solucion de nutrientes en los que crece y se multiplican
los microorganismos en el laboratorio.

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.
SENER: Secretaria de Energia.

SFA: Subsecretaria de Fomentos a los Agronegocios.

SIAP: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera.

Pared celular: es una cubierta rigida que recubre la membrana plasmatica de
algunas células separandola del exterior.

RFA: Renewable Fuels Association (Asociacion de Combustibles Renovables).

Zafra: periodo en el que se cosechan los campos de cafia de azUcar para que pueda ser
procesada en los ingenios.


https://ambientech.org/membrana-plasmatica
https://ambientech.org/celula
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Capitulo 1. INTRODUCCION

La principal fuente de energia utilizada a nivel mundial estd representada por los
combustibles fésiles que conllevan a varios problemas, entre ellos el cambio climatico, la
disminucion de la capa de ozono y el aumento de gases de efecto invernadero, ademas este
tipo de combustibles no son renovables. Es por ello que los avances en energia deberan estar
orientados al uso de energias alternas, entre las cuales encontramos a los biocombustibles
que se pueden obtener a partir de la biomasa.

El uso de biomasa para producir biocombustibles tiene el potencial de reducir la dependencia
del petréleo y las emisiones de gases de efecto invernadero, ademas de valorizar los residuos
de la materia organica al dar un valor agregado al producto final.

Uno de los biocombustibles que se puede obtener de la biomasa es el bioetanol mediante la
transformacion de los polisacaridos que constituyen la materia vegetal a través de un proceso
de fermentacion. Como funcion principal, el bioetanol se puede usar en mezclas con gasolina
para aumentar el indice de octano y reducir las emisiones de gases de efecto invernadero.

Una de las principales desventajas de producir bioetanol de primera generacion, donde la
materia prima contiene azlcares o almidon, es el desvio de recursos alimenticios hacia la
produccion de energéticos. Es por esta razon que se deben buscar fuentes renovables que no
compitan con la alimentacion, ejemplo de esto son los residuos del aguacate que pueden ser
aprovechados una vez que el fruto ha sido utilizado con fines alimenticios. Con esta propuesta
se dara valor a la biomasa que es desechada, al producir un compuesto de valor agregado y
que podra utilizarse como biocombustible, en este caso, bioetanol.

Por otra parte, aln existen importantes limitaciones en lo que respecta al uso de la biomasa:

e Solo es posible la utilizacién de residuos organicos.

e Para conseguir un aporte energético importante, es necesario una gran cantidad de
biomasa que requeriria de grandes extensiones.

e El costo de produccion de energia por via petroquimica es ain mucho menos costoso.

e EIl rendimiento de los combustibles fosiles es aun mayor que los derivados de la
biomasa (Romanelli y Pasquale, 2017).

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 1. Introduccion

Por estas razones, la produccion de biocombustibles debera estar orientada a la busqueda de
fuentes potenciales de biomasa con alto contenido de carbohidratos, al aprovechamiento de
los residuos organicos generados y a la optimizacion de rutas de separacion que permitan
obtener biocombustibles econdmicamente viables.

1.1. Antecedentes

A continuacion, se muestran los antecedentes directos de la semilla de aguacate que estaran
dirigidos hacia la produccién de bioetanol.

Se ha utilizado la semilla de aguacate como materia prima para la obtencion de dextrina,
dando un rendimiento de extraccion de almidon de 23.15% (Maryam et. al, 2016). Por otro
lado, diversos autores han tomado la siguiente composicion de la semilla de aguacate en base
hdmeda: humedad alrededor del 50%; cenizas 1.24 - 1.34 %, proteinas 2.38 - 2.45 %,
azUcares totales 2.21 - 3.50 %, almiddn 27.54 - 29.80 %, fibra cruda 3.65 - 4.14 %y 7.76 -
9.25 % de materiales indeterminados (Lacerda et al., 2013; Chel et al., 2016).

Daévila et al., (2017) evaluaron un modelo de biorrefineria para procesar aguacate Hass:
compuestos fenolicos microencapsulados, etanol, aceite y xilitol fueron los productos
considerados en la biorrefineria. Se desarrollaron los aspectos tecnoeconémicos vy
ambientales de la biorrefineria y finalmente se investigaron los costos totales de produccion.

Pratywi et al., (2018) reportaron la degradacion del almidén durante el calentamiento simple
para la produccion de bioetanol a partir de la semilla de aguacate; variaron la cantidad de
semilla de aguacate en un intervalo de 20 a 100 g con un volumen de agua de 200 ml durante
1 hora a 60 °C con agitacion, encontrando que para 80 g de semilla molida de aguacate se
tiene la mayor concentracién de glucosa.

La extraccion de almiddn de la semilla de aguacate tiene un rendimiento de alrededor del
27.28 %, (Rivera-Gonzalez et al., 2019) suspendieron 100 g de harina de semilla de aguacate
en 500 ml de solucién de bisulfito de sodio al 1% p/v en un recipiente hermético con agitacion
constante durante 12 h a 25 °C. Después del tiempo, la suspension paso a través de una malla
US100. La fraccién retenida se lavo dos veces con agua destilada, el filtrado se centrifugd
para facilitar la precipitacion del almidon; ambas fracciones se secaron en un horno de
conveccién ajustado a 40 °C durante 24 h.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 1. Introduccion

1.2. Planteamiento del Problema

En México se estima que, por cada millon de toneladas cosechadas de aguacate, al menos
45% de cascaras y semillas se van a la basura. Una de las principales fuentes generadoras de
estos desechos proviene de la industria de procesamiento de aguacate cuyos residuos (cascara
y semilla) no son aprovechados en algun fin especifico. La propuesta de esta investigacion
es desarrollar una metodologia para producir bioetanol a partir de la semilla de aguacate, lo
cual permitira la generaciéon de un producto con valor agregado a partir de estos desechos
industriales.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Producir bioetanol a partir de la semilla de aguacate mediante la metodologia de hidrolisis y
fermentacion secuencial.

1.3.2. Objetivos especificos

o Llevar a cabo la caracterizacién quimica de la semilla de aguacate.

o Evaluar la hidrélisis quimica de almidén hacia glucosa comparando el rendimiento
partiendo de semilla y almiddn extraido.

o Determinar las condiciones de operacién para la fermentacion de glucosa hacia etanol
determinando los pardmetros cinéticos.

o Reproducir las condiciones del proceso a nivel planta piloto.

1.4. Justificacion

El uso de combustibles fosiles representa la principal fuente de energia utilizada a nivel
mundial con 81.1% de consumo; sin embargo, producen gran cantidad de emisiones que
perjudican al medio ambiente, no son renovables y, por lo tanto, agotables. Debido a esto
surge la necesidad de otro tipo de energias alternativas, entre ellas los biocombustibles, que
se obtienen mediante un tratamiento fisico o quimico a partir de materia vegetal o restos
organicos no fosilizados. El uso del bioetanol produce menor cantidad de emisiones al
ambiente en comparacién con combustibles fosiles, es un recurso renovable y se puede
producir a partir de residuos de biomasa. La tendencia de produccion de etanol como

3
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Capitulo 1. Introduccion

combustible a nivel mundial describe un comportamiento ascendente, pasé de 25,700
millones de galones en el afio 2015 a 29,000 millones de galones en el 2019, siendo el
crecimiento en el uso del etanol como combustible mas que para bebidas o usos industriales.

La investigacion acerca de la produccion de bioetanol a partir de residuos de aguacate
permitira la generacion de un compuesto con valor agregado, a partir de materia que se
desecha después del procesamiento de la parte de interés del aguacate, que podra ser utilizado
como combustible.

1.5. Hipdtesis

El almidon contenido en la semilla de aguacate sera hidrolizado por un proceso termoquimico
con un rendimiento superior al 80% y fermentado a etanol por Saccharomyces cerevisiae.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica
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Capitulo 2. MARCO TEORICO

2.1. Biocombustibles

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a partir de
materias producidas recientemente por seres vivos, a las cuales se les denomina biomasa.
Pueden ser liquidos, so6lidos o gaseosos, y su finalidad ultima es liberar la energia contenida
en sus componentes quimicos mediante una reaccion de combustion (Alvarez, 2009).

2.1.1. Bioetanol

El bioetanol, etanol o alcohol etilico esta compuesto quimicamente por atomos de carbono,
hidrégeno y oxigeno, con un grupo hidroxilo unido a un radical alquilo como su principal
caracteristica quimica (C2HsOH). Es un liquido incoloro, claro, con aroma caracteristico y
agradable, fuertemente penetrante con sabor caustico y ardiente. Este compuesto es altamente
inflamable y un combustible viable con una presion de vapor mas baja que la gasolina, lo que
resulta en una reduccidon de las emisiones por evaporacion. La clasificacion de alto octanaje
de etanol sirve como un importante regulador del potencial de detonacion cuando se usa
como aditivo de gasolina, reemplazando asi los aditivos tdxicos como el tetraetilo y
tetrametilo de plomo (Peres et al., 2017).

Como alternativa a los combustibles fésiles, el bioetanol, se produce principalmente por
fermentacion a partir de diferentes materias primas. Es un combustible de alto octanaje y sus
caracteristicas fisicoquimicas son considerablemente diferentes en comparacion con la
gasolina; en la Tabla 2.1 se muestran las principales caracteristicas de estos combustibles.

Tabla 2.1. Especificaciones de gasolina y etanol.

Especificacion Gasolina Etanol
Peso molecular (g/mol) 100-105  46.07
indice de octano 88-100 108
Densidad (kg/dm?®) 0.69-0.79 0.79
Punto de ebullicién (° C) 27-225 78
Punto de congelacion (° C) -22.2 -96.1
Punto de inflamacion (° C) -43 13
Temperatura de autoignicion (° C) 275 440
Solubilidad en agua Insoluble  Soluble

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 2. Marco teorico

El bioetanol sirve principalmente en el sector del transporte como componente de la mezcla
con gasolina 0 como materia prima para la obtencion de etil-terbutil éter (ETBE) y utilizarlo
como aumentador de octano. El bioetanol se mezcla con gasolina en las fracciones de
volumen de 5, 10 y 85% (nombres de combustible E5, E10 y E85). Un total de 85% de
bioetanol en volumen solo puede usarse en vehiculos de combustible flexible, mientras que
las mezclas de 5y 10% en volumen pueden usarse sin ninguna modificacién del motor. Sin
embargo, los problemas relacionados con el uso de bioetanol son: efectos corrosivos en el
inyector de combustible y en la bomba de combustible eléctrica (el bioetanol es de naturaleza
higroscépica), asi como problemas de arranque del motor en condiciones de clima frio (es
mas dificil de vaporizar que la gasolina) (Busic et al., 2018).

2.1.1.1. Produccién mundial de bioetanol

En 2019 la produccion mundial de etanol combustible fue de 29,000 millones de galones.
Los dos principales productores a nivel mundial son Estados Unidos con 54.41% vy Brasil
con 29.62% del total de etanol, seguidos por la Union Europea, Chinay Canada. En la Tabla
2.2 se muestran los principales paises productores de etanol para el periodo 2015 al 2019
(RFA, 2021).

Tabla 2.2. Produccion mundial anual de etanol combustible (millones de galones).

Region 2015 2016 2017 2018 2019
Estados Unidos 14807 15413 15936 16091 15778
Brasil 7200 6750 6650 7990 8590
Unién Europea 1360 1360 1420 1450 1370
China 770 670 800 770 1000
Canada 450 460 460 460 520
India 190 280 200 430 510
Tailandia 310 340 390 390 430
Argentina 220 240 290 290 280
Resto del mundo 393 487 454 529 522
Total 25700 26000 26600 28400 29000

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 2. Marco teorico

En Brasil, la mayor demanda de bioetanol se debe principalmente al aumento constante en el
namero de vehiculos de combustible flexible vendidos. Por lo tanto, es probable que Estados
Unidos y Brasil sigan siendo los dos principales productores de bioetanol, seguidos de la
Unién Europea y China. Alrededor del 40% de la produccion mundial de bioetanol proviene
de la cafia de azucar y la remolacha azucarera, y casi el 60% proviene de materias primas que
contienen almidon. En Europa, las materias primas renovables mas convenientes para la
produccion de bioetanol son los granos (principalmente trigo) y la remolacha azucarera. En
Francia también fabrican bioetanol a partir del excedente de vino. Los precios de las materias
primas tienen un impacto considerable en los costos de produccion de bioetanol y pueden
representar 40-75% de los costos totales dependiendo del tipo de materia prima. Los costos
de produccion de bioetanol a partir de la cafia de azlcar en Brasil estan en el intervalo de
0.20-0.30 USD/L.. En los Estados Unidos y la Union Europea, el bioetanol producido a partir
de la remolacha azucarera y el maiz alcanzd los costos de produccion méas bajos de 0.30 y
0.53 USDI/L, respectivamente. Los costos en China (trigo, sorgo dulce o yuca) son de 0.28-
0.46 USD/L dependiendo de los costos de la materia prima. Sin embargo, los costos de
produccion (refinacion) de gasolina (0.10-0.18 USD/L dependiendo del tipo de proceso de
refinacion) son aun mas bajos y los costos de produccién de bioetanol son competitivos sélo
en Brasil (Busic et al., 2018).

El costo de produccién de bioetanol puede compensarse parcialmente mediante la reduccion
de las emisiones de gases de efecto invernadero, la seguridad del suministro de energiay la
estimulacion de las actividades agricolas en las regiones rurales (Busic et al., 2018).

2.1.1.2 Produccién de bioetanol en México

En México la produccion de bioetanol va en aumento, 3.18 millones de galones fueron
producidos en la zafra 2015/2016 mientras que en el periodo 2018/2019 se alcanzaron 3.64
millones de galones, utilizando como materia prima la cafia de azicar (CONADESUCA,
2019). Meéxico posee vastos recursos naturales para la produccién de bioenergéticos,
resultado de su gran diversidad agricola y de sus condiciones climéticas y geogréaficas idoneas
para este propoésito. El potencial productivo es estimado por el INIFAP (Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias) incluye las tierras agricolas de temporal
en la que es susceptible la siembra de insumos para bioenergéticos; sin embargo, este
potencial no significa que estén disponibles para bioenergéticos (DOF, 2016). La cafa de
azucar actualmente se cosecha en aproximadamente 700 mil hectareas, mientras que su
potencial productivo es de mas de 4 millones de hectareas. De sorgo grano existen 4.83
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millones de hectareas con alto potencial productivo con un rendimiento de hasta 2,800 L de
etanol por hectérea. La remolacha azucarera es un cultivo cuya superficie registrada en
México es muy incipiente; sin embargo, su potencial productivo es de mas de 2 millones de
hectéareas de temporal, mientras que el sorgo dulce existe con un potencial de 2 millones de
hectareas.

Dentro del marco regulatorio, en el 2016 la Norma Oficial Mexicana, NOM-016-CRE-2016,
Especificaciones de calidad de los petroliferos, permite un contenido méaximo de 5.8%
en volumen de etanol anhidro como oxigenante en gasolinas y se prohibe su uso en zonas
metropolitanas del Valle de México, Guadalajara y Monterrey (DOF, 2016). En 2017 se
hicieron modificaciones a esta norma donde ahora las especificaciones de calidad son de 10%
en volumen méaximo de etanol anhidro en mezcla con gasolinas, manteniendo prohibido su
uso en las ciudades mencionadas (DOF, 2017).

Debido a ello surge la necesidad de buscar fuentes potenciales de materiales lignocelul6sicos
o0 almidonados para la produccién de bioetanol y que éstas no compitan con las fuentes de
alimento para satisfacer las necesidades energéticas, entre ellas se estudiara el uso de los
residuos del aguacate debido a que se ha reportado un importante contenido de almidén
principalmente en la semilla de este fruto.

2.2. Materias primas para la obtencion de bioetanol

La premisa principal para la obtencion de alcoholes como el etanol a partir de materia prima
vegetal es la transformacion de los polisacaridos que la constituyen mediante un proceso de
fermentacion que darad lugar a la obtencién del alcohol. Todos los vegetales poseen una
elevada proporcién de celulosa, el polisacarido responsable de aportar la estructura rigida a
la planta, gracias a sus largas cadenas lineales formadas por unidades de glucosa (Figura 2.1);
sin embargo, algunos de ellos también tienen una importante cantidad de otro polisacarido
dentro de sus semillas, el almidén, un compuesto conformado por unidades de glucosa de
manera ramificada y que sirve como reserva de energia para sustento del vegetal (Romanelli
y Pasquale, 2017).
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CHOH
HO™ ™ CH,0H
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e-D-glucosa B-p-glucosa

Figura 2.1. Configuracion de la molécula de glucosa (conformacion en silla).

2.2.1. Almidon

El almidon es una mezcla de dos diferentes polisacéridos: amilosa (aproximadamente 20%)
y amilopectina (aproximadamente 80%). La amilosa (Figura 2.2) estd compuesta de cadenas
no ramificadas de unidades D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-1,4" (Yurkanis,
2007).

e

D D

CI—I-.-DI—I

|un enlace glucosidico a-1 HDX/N\W CHQDH D\

tres subunidades de am|losa HO o

Figura 2.2. Estructura de la amilosa (tres subunidades).

La amilopectina es un polisacarido ramificado (Figura 2.3). Como la amilosa, esta compuesta
de cadenas de unidades D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-1,4’. Sin embargo, a
diferencia de la amilosa, la amilopectina también contiene enlaces glucosidicos a-1,6.
Dichos enlaces crean las ramas en el polisacarido (Yurkanis, 2007).
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CH-0OH
BN D
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un enlace glucosidico a-1,6"
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&/?\ &CH;
cinco subunidades de amllopectma HO 0O O
HO \
HO

Figura 2.3. Conformacion de la amilopectina (cinco subunidades).

—

2.2.2. Celulosa

La celulosa es el material estructural de las plantas superiores. Como la amilosa, la celulosa
se compone de cadenas no ramificadas de unidades D-glucosa. Sin embargo, a diferencia de
la amilosa, las unidades glucosa en la celulosa se unen mediante enlaces glucosidicos p-1,4’
en lugar de enlaces glucosidicos a-1,4” (Figura 2.4) (Yurkanis, 2007).

CH,0H
0 0 CH,OH
- CHOH

I un enlace glucosidico g-1,4"

tres subunidades de celulosa

Figura 2.4. Estructura de tres subunidades de celulosa.

La celulosa esta rodeada de lignina. La estructura de celulosa es dificil de romper sin
hidrélisis enzimatica, debido a su caracter cristalino. La cadena celuldsica lineal esta formada
por 500-14,000 unidades de D-glucosa. Alrededor de 36 cadenas de glucano unidas por
hidrogeno forman microfibrillas insolubles en la pared celular secundaria. Se necesitan
condiciones de alta temperatura y presion, a 320 ° C y 25 MPa respectivamente, para
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convertir esta estructura cristalina rigida en una estructura amorfa en agua. Estos requisitos
son mas altos que para las materias primas con almidén (Robak y Balcerek, 2018).

2.2.3. Hemicelulosa

La hemicelulosa se compone de diferentes unidades de azlcar. La hemicelulosa es un
heteropolimero de azucares de cadena corta y ramificada. Ademas de los monosacéridos, hay
acidos de azucar Ilamados &cidos urénicos en la fraccion de hemicelulosa. Los acidos de
azUcar tipicos en la estructura de hemicelulosa incluyen los acidos D-glucurénico, 4-O-
metilglucurénico y D-galacturénico. El xilano es un ejemplo de hemicelulosa representado
por la Figura 2.5. Todos los monosacaridos en las hemicelulosas se clasifican en pentosas
(D-xilosay L-arabinosa) y hexosas (D-manosa, D-galactosa y D-glucosa) (Robak y Balcerek,
2018). La combinacidon de celulosa y hemicelulosas se llama holocelulosa y por lo general
representa 65-70 por ciento del peso seco de la planta (Han y Rowell, 1997).

-00C
HyCO Q

HQ HaC O
> Y
HO o) @  Ho o
o o
oH n
o
o OH

HSCOWO H
HO
Figura 2.5. Representacion de la estructura molecular del xilano, una hemicelulosa.

2.2.4. Lignina

La lignina es un polimero aromatico sintetizado a partir de precursores de fenilpropanoide.
Las unidades quimicas basicas de fenilpropano de la lignina (principalmente siringilo,
guayacilo y p-hidroxifenol) estan unidas por un conjunto de enlaces para formar una matriz
muy compleja (Figura 2.6). Esta matriz comprende una variedad de grupos funcionales, tales
como hidroxilo, metoxilo y carbonilo, que imparten una alta polaridad a la macromolécula
de lignina. El contenido de lignina en seco, generalmente varia del 10% al 40% en peso en
varias especies herbaceas, como el bagazo, las mazorcas de maiz, las cédscaras de mani
(cacahuate), las cascaras de arroz y la paja. La lignina es uno de los inconvenientes del uso
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de materiales de biomasa lignoceluldsica en la fermentacién, debido a que hace que la
lignocelulosa sea resistente a la degradacion quimica y bioldgica.

Figura 2.6. Estructura de la lignina.

Debido a ello las principales materias primas para la obtencién de bioetanol, la constituyen
muchos cereales, ricos en almidén, como el maiz o el trigo, o también otros productos
agricolas ricos en aztcares mas sencillos como la cafia de azlcar o la remolacha (Romanelli
y Pasquale, 2017).

2.3. Clasificacion de biocombustibles

Existen varios tipos de biocombustibles, a los cuales se les clasifica de acuerdo al insumo o
materia prima y a la tecnologia empleada para producirlos. Debido a los avances en la
tecnologia, esta clasificacion se realiza por generaciones.
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2.3.1. Primera generacion

El bioetanol de primera generacion es obtenido a través de la fermentacion de los
carbohidratos disponibles en las materias primas que contienen azucares o almidén, como la
cafa de azucar, laremolacha azucarera, el maiz o el trigo, entre otros. La remolacha azucarera
y el trigo son comunes en Europa, mientras que la cafia de azlcar y el maiz son las principales
materias en Brasil y en los Estados Unidos, respectivamente. Las ventajas de estos
biocombustibles son su facilidad de procesamiento y sus bajas emisiones de gases de efecto
invernadero, pero tiene como desventaja el desvio de recursos alimenticios hacia la
produccion de energéticos (Kennes et al., 2015).

Tedricamente, la fermentacion de 1 mol de glucosa, como ejemplo de una hexosa
monomérica de azUcar, produciria 2 moles de etanol como se muestra en la ecuacién 2.1,
aunque el rendimiento real es menor porque parte del sustrato es usado para el crecimiento
de la biomasa. El azlcar es fermentado por levaduras, por ejemplo, S. cerevisiae o bacterias
como Zimomonas mobilis.

CoHy,0 — 2C,H;OH + 2C0, 2.1)

GLucosa Etanol Dibxido de carbono

La conversion de almidon a azlcares fermentables (ecuacion 2.2) es posible gracias a la
actividad de enzimas como las amilasas y glucoamilasas. El proceso de separar la cadena
larga de carbohidratos del almidén con la adicion de moléculas de agua catalizada por
enzimas o acidos se le conoce como hidrdlisis (ecuacion 2.2). Después de este proceso, los
azucares simples extraidos de la materia prima son fermentados por levaduras (Ecuacion 2.1)
(Kennes et al., 2015). La ecuacion 2.3 representa la hidrdlisis de la amilosa y amilopectina
catalizada por la enzima glucoamilasa (Aditiya et al., 2016).

(CeH,(0s5),, + nH,0 — nC¢H,,0, (2.2)

Almidoén Agua  Glucosa
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2.3.2. Segunda generacion

El bioetanol de segunda generacion es obtenido principalmente de materiales
lignocelul6sicos, los cuales son altamente abundantes y renovables. Ademas, en contraste
con las materias primas de primera generacion, los componentes lignocelul6sicos no son una
fuente de alimento directo del ser humano. La lignocelulosa es considerada en ser el tipo méas
abundante de biomasa renovable en la tierra. Los principales componentes encontrados en la
materia lignoceluldsica son la lignina, la celulosa y la hemicelulosa. Una cuestion importante
es la rentabilidad del bioetanol de segunda generacién en comparacion con los combustibles
fosiles; el precio de la materia prima tiene el mayor impacto en el precio de los
biocombustibles (Kennes et al., 2015). Su desventaja es la poca ganancia en disminucion de
las emisiones de gases de efecto invernadero durante el procesamiento de los insumos,
respecto a los biocombustibles de primera generacion (Alvarez, 2009).

Para la celulosa, al igual que el almidén, es necesario romper las cadenas de carbohidratos a
azucares mas simples mediante hidrolisis (ecuacion 2.4) para su posterior fermentacion
(ecuacion 2.1).
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(CeH1(0s5),, + nH,0 — nC¢H,,0, (2.4)

Celulosa Agua  Glucosa

La celulasa es la enzima especifica para degradar el compuesto de celulosa. Segln la
actividad enzimética de las celulasas, la clasificacion se ramifica segun la tarea especifica:
endoglucanasas, exoglucanasas y 3-glucosidasas (Aditiya et al., 2016).

Varios productos pueden resultar de la hidrdlisis de material lignocelulésico. La Ecuacion
2.5 ocurre cuando las hemicelulosas se hidrolizan a xilosa, se liberan manosa, acido acético,
galactosa y glucosa (Balat, 2011). Tanto pentosas (ecuacién 2.6) como hexosas (ecuacion
2.7) seran fermentadas para producir bioetanol.

Hemicelulosas + H,0 — CsH,(0s5 + CcH.,06 + CH;COOH  (2.5)
Xilosa, Manosa Galactosa Acido acético

o Arabinosa o Glucosa

CsH.005 —» 1.67C,HsOH + 1.67C0, (2.6)
Xilosa o Arabinosa Etanol Dibxido de carbono
CeH,06 — 2C,H:OH + 2CO0, (2.7)

Galactosa o Glucosa Etanol Dibdxido de carbono

Cabe destacar que en la ruptura de las cadenas de hemicelulosa no sélo se obtienen
monosacaridos simples, también hay produccion de componentes indeseados debido a la
compleja estructura del material hemicelulésico, como el acido acético; por lo tanto, los
productos obtenidos al final de la etapa de hidrdlisis dependeran de la composicion de las
hemicelulosas.
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2.3.3. Tercera generacion

El bioetanol de tercera generacion se centra en el uso de organismos marinos como las algas.
Los insumos son vegetales no alimenticios de crecimiento rapido y con una alta densidad
energética almacenada en sus componentes quimicos, por lo que se les denomina cultivos
energéticos. Las ventajas de estos biocombustibles son el secuestro de didxido de carbono
(COy) para la produccion de los insumos y un balance positivo en la emision de gases de
efecto invernadero, pero su desventaja es la utilizacion de tierras de cultivo de alimentos para
sembrar los insumos, con excepcion de las algas verdes (Alvarez, 2009).

La aceptacion publica de la capacidad de las algas para proporcionar biomasa para la
produccién de bioetanol es positiva, debido a que esta accion puede limitar la competencia
de la materia prima de las plantas agricolas. Las algas representan una materia prima
alternativa prometedora debido a su alto contenido de lipidos y carbohidratos, facil cultivo
en una amplia variedad de ambientes de agua, uso relativamente bajo de la tierra y alta
absorcion de didxido de carbono. Sobre todo, las algas tienen un bajo nivel de lignina y
hemicelulosa, lo que hace que sea importante su uso en la produccion de bioetanol.

La exposicion de los componentes intracelulares de las algas mediante el uso de hidrdlisis es
crucial para la produccidn de bioetanol. Las paredes celulares son las estructuras principales
en las algas que necesitan ser despolimerizadas para extraer los contenidos de polisacaridos
como laminarinas y ulvanos (Figura 2.7) ademéas de alginatos, fucanos, agaranes y
carragenanos. Durante la conversion, el polisacarido se hidrolizard en moléculas de
monomero libres que pueden fermentarse facilmente en bioetanol (Jambo et al., 2016).

L o _dn L n

7

(A) (B)

Figura 2.7. Unidades de glucosa en laminarina de algas pardas (A) y unidades de
ulvanobiosa en ulvanos de algas verdes (B).
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2.3.4. Cuarta generacion

Los biocombustibles son producidos a partir de bacterias genéticamente modificadas, las
cuales emplean dioxido de carbono o alguna otra fuente de carbono para la obtencion de los
biocombustibles. A diferencia de las generaciones anteriores, en las que también se pueden
emplear bacterias y organismos genéticamente modificados como insumo o para realizar
alguna parte de los procesos, en la cuarta generacion, la bacteria es la que efectua la totalidad
del proceso de produccion de los biocombustibles. Actualmente esta generacion de
biocombustibles se encuentra en fase tedrica, sélo se conoce la posible ruta de sintesis del
etanol a partir de didxido de carbono, sin embargo, depende totalmente de la informacion
genética de una bacteria artificial y puede tener limitaciones termodindmicas importantes
(Alvarez, 2009).

2.4. Aguacate

El aguacate es un arbol originario de Mesoamérica, su origen tuvo lugar en la parte centro de
México y en algunas partes altas de Guatemala, donde ya se cultivaba con anterioridad a la
llegada de los espafioles. Regularmente, el arbol de aguacate puede alcanzar una altura de
hasta 20 metros, sin embargo, cuando se cultiva no se deja crecer mas de 5 metros, para
facilitar las précticas de control fitosanitario, cosecha, poda y fertilizacién foliar. Es de tronco
grueso y con hojas alargadas que terminan en punta en la parte alta del tronco. Tiene varias
ramificaciones, que generan un follaje denso. El aguacate es considerado un producto
perenne debido a que se cultiva durante todo el afio. Es un fruto carnoso con un hueso en su
interior, en forma de pera, de color verde claro a verde oscuro y de violeta a negro, cascara
rugosa con una pulpa verde amarillenta y un hueso central muy grande. Existen
aproximadamente 400 variedades, por lo que podemos encontrar frutos de formas y pesos
diferentes, que pueden llegar a pesar de 150 a 350 g (SFA, 2011).

2.4.1. Requerimientos climéticos

La temperatura para el cultivo del aguacate va de los 17° C a 24° C, siendo la temperatura
ideal en alrededor de 20° C, temperatura en la cual alcanza su éptimo desarrollo. En cuanto
a la humedad, se requiere regimenes pluviales de 1,000 a 2,000 milimetros de lluvia. Ademas,
durante la época productiva, el riego localizado prolonga el periodo productivo,
incrementando los rendimientos en alrededor del 30% y mejorando las cualidades
organolépticas de los frutos. Para sembrar el aguacate, los suelos mas recomendados son los
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de textura ligera y bien drenados con un pH neutro o ligeramente acidos de 5.5 a 7. También,
se pueden cultivar en suelos arcillosos o franco arcillosos, siempre que exista un buen
drenaje. El exceso de humedad es un medio que provoca enfermedades de la raiz, fisioldgicas
y fangicas (SFA, 2011).

2.4.2. Clases de aguacate

Hass (el méas popular en el mercado internacional): cuando esta maduro, su cascara adquiere
un tono oscuro, casi negro. Su piel pasa de verde oscuro a verde purpurino. Tiene un gran
sabor a nuez y avellana, con textura suave-cremosa y una semilla de pequefia a mediana.
Disponible durante todo el afio. EI aguacate Hass proviene de injerto, mezcla de diferentes
variedades de aguacate, desarrollado por Rudolph Hass.

Fuerte: su cascara es gruesa, comparada con otras especies y no se oscurece con la
maduracion. Su piel es ligeramente aspera, con muchos pequefios puntos amarillos. Lo
podemos encontrar desde finales de otofio hasta primavera. Tienen la forma de una pera, de
gran sabor y pulpa cremosa.

Criollo: se caracteriza por tener una cascara muy delgada y suave, que se aferra a la masa,
ademas, un hueso muy grande. El color de su cascara es oscura y su pulpa al madurar adopta
un color amarillo-limén. Tiene entre sus principales caracteristicas ser resistente al frio.

Bacon: fruta disponible durante otofio hasta primavera. El fruto es de forma ovalada, pulpa
amarilla verdosa que tiene un gran sabor con textura suave. Es facil de pelar y contiene un
hueso mediano a grande. Al madurar, la piel de este fruto toma un color mas oscuro.

Pinkerton: tiene cosecha temprana, redondo, con cuello en forma de pera, de tamafio medio.
Se trata de una fruta de apariencia larga, pulpa cremosa con excelente sabor. Tiene una
cascara mas gruesa que las diferentes clases de aguacate, ademas es muy facil de pelar. Lo
encontramos de invierno hasta primavera.

Gwen: lo encontramos desde principios de primavera hasta finales de verano. Es una fruta
redonda, la piel es delgada y granulada de color verde. El sabor de la pulpa es suave y
Cremoso.

Reed: Disponible en verano e inicios de otofio. Su piel permanece gruesa y verde, tienen
buen sabor, presenta una suave presion cuando esta madura. Es facil de pelar y contiene una
semilla mediana (SFA, 2011).
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2.4.3. Produccién de aguacate en México

La produccion nacional de aguacate en México esté creciendo, se reportaron 1,644,225.68
toneladas producidas en al afio 2015 mientras que para el afio 2019 la produccion fue de
2,300,888.9 toneladas obtenidas; en la Figura 2.8 se muestra el comportamiento ascendente
de la produccién de aguacate en México para el periodo 2015 al 2019 (SAGARPA, 2019).
México es el principal proveedor del mercado internacional con una aportacion de 45.95%
del valor de las exportaciones mundiales (SAGARPA, 2019); mientras que Michoacén es el
lider en produccion a nivel nacional con una contribucion del 78% del total de la produccion
de aguacate, seguido del Estado de México y Jalisco, ambos con un porcentaje del 6%,
Morelos y Nayarit representan el 3 y 2% respectivamente (SIAP,2019). En la Figura 2.9 esta
representada la contribucidon de los principales estados de México en la produccion de
aguacate hasta septiembre de 2019 (SAGARPA, 2019). La produccion nacional al mes de
septiembre de 2019, fue de 1,367,734 toneladas (ton); 5.7% (88,290 ton) mayor a lo
cosechado en igual periodo del afio anterior (1,549,444 ton). La superficie sembrada se
incrementd en 4,289 hectareas, 1.9% mas que las 231,028 hectareas reportadas en el periodo
2018. Al mes de septiembre la superficie total cosechada pasé de 199,285 hectéareas en 2018
a 208,347 en 2019.
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Figura 2.8. Produccion nacional anual de aguacate en miles de toneladas.
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Figura 2.9. Porcentaje de produccién de aguacate por estado en México hasta septiembre
2019.

La semillay la cascara del aguacate se obtienen como residuos después de su procesamiento.
La semilla de aguacate (15%-16% del peso de la fruta) es una de las mejores fuentes de fibra
dietética y contiene compuestos valiosos como &cidos grasos, polifenoles, esteroides,
antioxidantes y potasio. La semilla de aguacate también contiene saponina, flavonoides,
fenoles y glucoésidos cianogénicos. Se ha informado que la cascara de aguacate contiene
flavonoides, taninos, fenoles y esteroides y, por lo tanto, exhibe actividad antioxidante. La
industria de procesamiento de aguacate genera cantidades significativas de desechos (cascara
y semilla) que pueden procesarse para producir productos de valor agregado para los que
existen aplicaciones prometedoras y significativas en las industrias de alimentos y afines
(Dévila et al., 2017).

2.4.4. Composicion quimica de la semilla de aguacate

Se ha reportado la composicion quimica de la semilla de aguacate para su aprovechamineto
industrial. La Tabla 2.3 contiene la caracterizacion quimica de la cascara y semilla de agacate
(Davila et al., 2017).
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Tabla 2.3. Caracterizacion quimica para la cascara y semilla de aguacate.

Aguacate (Yomasa)
Céscara Semilla
Humedad 733x115 7.02+0.18
Extractivos  34.38+0.34 35.95+1.95
Celulosa 2758+ 1.18 6.48+0.38
Hemicelulosa 25.30£1.24 47.88+2.14

Componente

Lignina 437+0.13 1.79+0.04
Cenizas 1.04+0.05 0.87+0.06
Total 100 100

Se ha establecido que los extractivos con agua contienen material organico, azucares y
materiales nitrogenados, minerales, etc., mientras que los extractivos de etanol consisten en
clorofila, pigmentos naturales, etc.

Se ha utilizado el almiddn contenido en la semilla de aguacate para la obtencion de dextrina,
reportando un rendimiento de extraccion de almidon del 23.15% (Maryam et al., 2016). Por
otro lado, diversos autores han tomado la siguiente composicion de la semilla de aguacate en
base humeda: humedad alrededor del 50%; cenizas 1.24-1.34%, proteinas 2.38-2.45%,
azUcares totales 2.21-3.50%, almidon 27.54-29.80%, fibra cruda 3.65-4.14% Yy 7.76-9.25%
de materiales indeterminados (Lacerda et al., 2013; Chel et al., 2016).

De los datos reportados se espera que la semilla de aguacate proporcione una cantidad
considerable de almiddn para obtener bioetanol. Cabe mencionar que existe diferencia entre
los resultados reportados en la literatura en cuanto al contenido de almiddn, por lo tanto, sera
necesario analizar la semilla de aguacate para estimar su contenido.

2.5. Proceso de produccion de bioetanol

En la Figura 2.10 se puede ver, de forma esquematica, el proceso completo de obtencién del
alcohol, a partir de las principales materias primas que se utilizan para su produccién (Garcia
y Garcia, 2006).
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Figura 2.10. Proceso de obtencidn del bioetanol.

2.5.1. Pretratamientos

El primer paso del proceso consiste en la eliminacion de los materiales solidos insolubles,
ligninas (Figura 2.11). Estos polimeros cumplen la funcion de proteger el interior de la célula
de la accidn de las diversas enzimas de los microorganismos que puedan intentar atacarla, y
justamente por esa razon deben eliminarse, pues para la etapa siguiente resulta necesaria la
accion de ciertas enzimas para comenzar a romper las largas cadenas de las moléculas de
celulosa (Romanelli y Pasquale, 2017).
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Figura 2.11. Pretratamiento del material lignocelulésico.
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Los objetivos principales del proceso de pretratamiento para comenzar la produccion de
biocombustibles son:

. Como método de reduccién del tamafio del material fisico.

o Provision de la exposicion de los componentes (hemicelulosa, celulosa, almidon) antes
de la hidrdlisis para obtener una reduccion mejorada de azUcares.

o Provision de un mejor acceso de hidrolisis para que las enzimas hidrolicen los
carbohidratos en aztcares fermentables en el método de hidrélisis enzimatica posterior.

o Reduccidn del grado de cristalinidad de la matriz de celulosa.

Con frecuencia se enfatiza que el proceso de pretratamiento es muy recomendable dado que
proporciona un rendimiento posterior directo de los azucares fermentables; previene la
degradacion prematura de los azucares producidos, previene la formacién de inhibidores
antes de la hidrolisis y la fermentacion; reduce el costo de procesamiento; y disminuye la
demanda de energia convencional en general.

En los residuos agricolas almidonados tipicos, la reduccion del tamafio fisico como resultado
del pretratamiento es suficiente. Este enfoque generalmente se realiza mediante cualquier
pretratamiento mecénico simple puesto que el material con almidon proporciona un acceso
directo mas facil a la hidrdlisis (enzimaticamente a través de amilasas). Con el tamafio
reducido de almiddn, se puede optar por un metodo de hidrolisis facil (por ejemplo, calentar
el almidén con agua) como método para hidrolizar el almidén, aunque el rendimiento de
etanol puede variar de acuerdo con el método y el procedimiento de las otras etapas en la
produccién general (Aditiya et al., 2016).

En los materiales lignoceluldsicos, el pretratamiento cominmente funciona como
deformacion de los componentes rigidos, que se estructuran de lignina, celulosa y
hemicelulosa; y dando como resultado la degradacion del grado de cristalinidad, que se
requiere como condicion adecuada antes de la hidrdlisis. El pretratamiento de reduccién
fisica (mecanicamente) también es adecuado para el material lignocelulésico. Sin embargo,
con un método adicional, por pretratamiento quimico, por ejemplo, proporcionaria una
condicion mas suave para la hidrélisis como la siguiente etapa. La combinacion también
produciria un mejor rendimiento de azUcares reductores al final de la hidrolisis. Las amplias
opciones del método de pretratamiento para el material lignocelul6sico son sacar la forma
amorfa de las celulosas, de modo que las enzimas en la etapa de hidrdlisis puedan
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consumirlas eficientemente y dar como resultado mas monémeros de azucar al final del
proceso. Se requiere méas esfuerzo para lograr azlcares complejos (carbohidratos) en los
materiales lignocelul6sicos para ser convertidos en los monomeros de azucar. Los métodos
de pretratamiento pueden ser bioldgicos, quimicos, fisicos o fisicoquimicos (Aditiya et al.,
2016).

2.5.1.1. Pretratamiento bioldgico

Los microorganismos empleados en este método poseen especificamente la capacidad de
degradar los componentes lignocelul6sicos de la materia prima en forma amorfa. Los
microorganismos tipicos utilizados como liberadores de la compleja estructura
lignocelulosica son la podredumbre parda, la podredumbre blanda y la podredumbre blanca.
El tipo de podredumbre parda puede degradar la celulosa, mientras que tanto la pudredumbre
blanda como la blanca pueden degradar tanto la celulosa como la lignina. De todos estos
tipos de hongos, el hongo de podredumbre blanca se conoce como el agente de pretratamiento
biolégico mas favorable. La capacidad de los hongos para degradar la estructura
lignocelulodsica reside en el sistema hidrolitico y el sistema ligninolitico, que son
responsables de producir hidrolasas para la liberacién de polisacaridos y de romper la
estructura de la lignina, respectivamente. Sin embargo, el tratamiento previo de la materia
prima lignoceluldsica por este método da como resultado una tasa de produccién mas lenta.
Por lo tanto, este enfoque es desfavorable para la industria a gran escala (Aditiya et al., 2016).

2.5.1.2. Pretratamiento quimico

Aungue no existe el mejor método absoluto para la etapa de pretratamiento, se cree que el
pretratamiento quimico (pretratamiento con &cido diluido) es el mas adecuado para la
aplicacion a escala comercial. Como ventajas del pretratamiento quimico, las sustancias
quimicas son mas féaciles de obtener, son mas baratas y no se ven afectadas por el desarrollo
tecnoldgico (a diferencia de las enzimas, las enzimas disefiadas cuestan mas que las enzimas
tradicionales), menos problemas de almacenamiento. Las sustancias son principalmente
duraderas con el almacenamiento adecuado. Las sustancias quimicas degradan las paredes
del material lignocelulosico y la compleja cadena de carbohidratos en el almiddn a traves de
una reaccién quimica directa que requiere menos energia (en forma de calor), aungue lleva
mas tiempo y produce un rendimiento de azucar comparativamente menor (para el
pretratamiento alcalino).
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Hay varios acidos comunes usados en el pretratamiento acido, por ejemplo, acido clorhidrico,
acido fosfdrico, acido nitrico y &cido sulfurico como los méas populares para usarse en
material lignoceluldsico; también varios acidos organicos como el acido peracético, el acido
maleico, el acido lactico y el &cido acético. En general, el pretratamiento &cido puede
realizarse mediante dos métodos: pretratamiento con &cido concentrado y pretratamiento con
acido diluido. En el pretratamiento con acido concentrado, solo se requiere un tiempo mas
corto y una temperatura moderada para producir los mondmeros de azlcar. Este método
también puede producir monosacéaridos degradando los enlaces glucosidicos del polisacarido.
En la practica, el acido concentrado tiene inconvenientes debido a que forma inhibidores,
corroe facilmente el equipo de produccién e inclina la tendencia a la degradacion del
mondmero de azlcar (Aditiya et al., 2016).

En el tratamiento alcalino, la biomasa se trata con alcalis como hidréxidos de sodio, potasio,
calcio y amonio a temperaturas y presiones normales. La principal ventaja del proceso es la
eliminacion eficiente de lignina de la biomasa. Muchos informes han demostrado que el
proceso elimina los grupos acetil y acido urénico presentes en la hemicelulosay, por lo tanto,
mejora la accesibilidad de la enzima que degrada la hemicelulosa. En el proceso de
tratamiento alcalino, los enlaces de éster que unen los residuos de xilano y hemicelulosas
también se hidrolizan (Chaturvedi y Verma, 2013).

2.5.1.3. Pretratamiento fisico

El pretratamiento mecanico es destinado a degradar la cristalinidad de la biomasa, mejorando
asi el resto del proceso de produccion de bioetanol. Convencionalmente la reduccion del
tamafio fisico se puede realizar mediante la molienda. El desafio para el pretratamiento
mecanico es su gran consumo de energia. Se ha informado que la reduccién fisica con
enfoque por pretratamiento mecanico utiliza un tercio del total consumo de energia de toda
la produccion de bioetanol.

La extrusion es un método mas avanzado de conminucién mecanica. El pretratamiento con
biomasa por extrusion amplia el acceso a la enzima para atacar los carbohidratos mejor
expuestos. Implica el cizallamiento y la mezcla de la materia prima para pasar a través del
extrusor a temperatura alta, causando la deformacion de la biomasa fisica e incluso
guimicamente.

La irradiacion de microondas practica la aplicacion de campos electromagnéticos para
provocar el calentamiento interno de un objeto. En la produccion de bioetanol, este enfoque

25
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 2. Marco teorico

es ejecutable con el propdsito de la interrupcion estructural de la biomasa pretratada. En el
material lignocelul6sico, el microondas ataca los enlaces polares haciendo vibrar la estructura
hasta que el material se calienta internamente. Como resultado, se fractura la estructura
lignocelul6sica compleja, ampliando el &rea practicable para el posterior ataque enzimatico
(Aditiya et al., 2016).

2.5.1.4. Pretratamiento fisicoquimico

El pretratamiento con explosion de vapor aplica una combinacion de cambio repentino
hidrotérmico y de presion para tratar la biomasa. Inicialmente, la biomasa se expone a
temperatura y presion altas 150-250 °C y 1-4 MPa durante unos segundos o minutos, luego
el proceso finaliza después de que se produce la despresurizacion de la biomasa, el vapor
explota las fibras de la biomasa. (Kennes et al., 2015).

La explosion de la fibra con amoniaco (AFEX) tiene un principio bastante similar con la
explosion de vapor, sélo con el amoniaco como agente de explosion. El proceso AFEX
depende del lanzamiento inmediato de alta presion y alta temperatura (90 = 30 °C) sobre la
biomasa, lo que obliga al amoniaco a reventar la estructura de la biomasa y deja algunos
rastros de amoniaco en la biomasa que es ventajosa como fuente de nitrogeno de los
microorganismos Este método es fuerte en la biomasa fibrosa, por ejemplo, el bagazo de cafia
de azlcar y en los sustratos ricos en lignina, como los residuos forestales (Kennes et al.,
2015; Aditiya et al., 2016).

En el pretratamiento de oxidacion himeda, la biomasa se somete a altas presion y
temperatura, aproximadamente 500-2000 kPa y 170-200 °C respectivamente, durante
alrededor de 10-15 min. Este enfoque degrada el material lignocelulésico con menos
inhibidores, elimina la lignina y reduce la celulosa cristalina, por lo tanto, proporciona una
mejor condicion para que los procesos posteriores (hidrolisis enzimética y fermentacion)
(Aditiya et al., 2016).

2.5.2. Hidrolisis

El proceso de hidrolisis separa la cadena larga de carbohidratos (hemicelulosa, celulosa o
almidon) con la adicion de moléculas de agua y generalmente es catalizado por enzimas o
acidos. Esta etapa es critica en la produccion de bioetanol puesto que la calidad del
hidrolizado afectara el subsiguiente proceso de fermentacion, que se interconecta con la
calidad del etanol como producto final. Se requiere hidrdlisis para convertir los carbohidratos

26
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 2. Marco teorico

(almidon, celulosa y hemicelulosa) en azucares fermentables, debido a que la levadura no
puede utilizar polimeros de carbohidratos como sustrato. La hidrolisis enzimética es conocida
por su desafio econdmico debido al alto costo de las enzimas y considerada poco practica
para fines comerciales. Sin embargo, en comparacion con la hidrolisis &cida, las enzimas
funcionan en un ambiente templado, por lo tanto, se necesitard menos costo de
mantenimiento del equipo. Un problema importante es la capacidad del &cido para degradar
gradualmente los mondémeros de azUcar una vez que se forman en un ambiente acido con alta
temperatura (Aditiya et al., 2016; Zabed et al., 2017).

2.5.2.1. Hidrolisis enzimatica

El material Lignoceluldsico, que se compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y
lignina, es degradable enzimaticamente con respecto a los componentes principales. La
celulosa se establece mediante cadenas de glucosa que estan conectadas por enlaces -1,4.
En la naturaleza, la celulosa tiene cierto grado de cristalinidad que se forma por el enlace de
hidrogeno a lo largo del proceso de hidrdlisis, dado que se produce una tasa de hidroélisis mas
lenta y una menor adsorcidn enzimatica cuando la cristalinidad es alta. En lugar del &rea
cristalina rigida, la zona amorfa en la celulosa es méas facil de degradar. Sin embargo, para
reducir la cristalinidad de la biomasa, el método de pretratamiento mecanico se adapta al
propdsito. La celulasa es la enzima especifica para degradar el compuesto de celulosa. Segun
la actividad enzimatica de las celulasas, la clasificacion se ramifica segun la tarea especifica:
endoglucanasa, exoglucanasa y p-glucosidasa. Las enzimas amiloliticas, o Ilamadas
amilasas, son los grupos de enzimas especificamente para degradar los enlaces de glucosa en
el almidon (Aditiya et al., 2016).

2.5.2.2. Hidrolisis quimica

La hidrolisis quimica implica la exposicion de materiales lignocelulésicos a un producto
quimico durante un periodo de tiempo a una temperatura especifica, y da como resultado,
mondmeros de azlcar a partir de polimeros de celulosa y hemicelulosa. En la hidrolisis
quimica, el pretratamiento y la hidrélisis pueden llevarse a cabo en un solo paso. Existen dos
tipos basicos de procesos de hidrdlisis &cida: acido diluido y &cido concentrado.

El proceso de acido diluido implica una solucién de aproximadamente 1% de concentracion
de H2SO4 en un reactor de flujo continuo a alta temperatura (aproximadamente 215° C). La
hidrolisis &cida diluida ocurre en dos etapas para aprovechar las diferencias entre la
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hemicelulosa y la celulosa. La primera etapa se realiza a baja temperatura para maximizar el
rendimiento de la hemicelulosa, y la segunda etapa de temperatura mas alta se optimiza para
la hidrdlisis de la porcion de celulosa de la materia prima.

En la hidrolisis &cida concentrada implica un pretratamiento acido (diluido o concentrado)
para liberar los azucares hemicelulosicos, mientras que la etapa posterior requiere que la
biomasa se seque seguida de la adicién de &cido sulfarico concentrado (70-90%). Este
proceso proporciona una conversion completa y rapida de celulosa en glucosa y
hemicelulosas en azlcares de cinco carbonos con poca degradacion. Los factores criticos
necesarios para hacer que este proceso sea econdémicamente viable son optimizar la
recuperacion de azucar y recuperar de manera rentable el cido para reciclar (Balat, 2011).

2.5.3. Fermentacion

La fermentacién es un proceso metab6lico de microorganismos que convierte los azlcares
solubles en alcohol. Algunas bacterias y levaduras pueden metabolizar monosacéaridos (por
ejemplo, glucosa y fructosa) y disacaridos (por ejemplo, maltosa y sacarosa) en ausencia de
oxigeno, lo que resulta en la produccion de etanol y diéxido de carbono. El hidrolizado, en
este proceso, se introduce en un medio de fermentacion especifico junto con un
microorganismo (levadura o bacteria), de acuerdo con la idoneidad para digerir los
compuestos de azUcar respectivos. Un tipo de bacteria fermentadora de glucosa, por ejemplo,
Zymomonas mobilis prefiere el hidrolizado rico en glucosa como su alimento y dejando el
compuesto de etanol como producto. Es bastante dificil esperar que el hidrolizado sea
completamente uniforme en términos del mondmero de azlcar, serian fracciones de
diferentes mondmeros y varios otros oligosacaridos con probables inhibidores o sustancias
no digeribles. Tedricamente, cada kilogramo de glucosa y xilosa puede producir 0.49 kg de
dioxido de carbono con 0.51 kg de etanol (Aditiya et al., 2016; Zabed et al., 2017).

La fermentacion en particular requiere las condiciones de soporte para que los
microorganismos se mantengan, es decir, el intervalo de temperaturay pH. Como organismos
mesofilicos, la mayoria de los agentes de fermentacion se sienten comodos en 30-38 °C. Para
las bacterias del tipo de microbios de fermentacién, el pH de 6.5 a 7.5 es tipicamente esencial
para mantener el crecimiento de la bacteria. Mientras tanto, los hongos son capaces de resistir
un ambiente mas acido de pH 3.5-5.0.

Hay un nimero de bacterias descubiertas adecuadas como microorganismos de fermentacion.
La bacteria de fermentacion méas conocida, Zymomonas mobilis convierte glucosa, sacarosa
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y fructosa en etanol. S. cerevisiae es una levadura que consume azUcares hexosas de forma
natural (por ejemplo, glucosa, fructosa). Candida shehatae, Pichia stipitis y Pachysolen
tannophilus se reconocen en su capacidad para convertir azlcares pentosas (por ejemplo,
xilosa) (Aditiya et al., 2016).

2.6. Metodologias para la produccion de bioetanol

2.6.1. Hidrolisis y fermentacion separadas (SHF)

Este es un proceso de dos etapas en el que la hidrolisis se realiza por separado de la etapa de
fermentacion, es decir, la biomasa pretratada se degrada primero en unidades monoméricas
a traveés de enzimas o acidos, seguido de la fermentacidn de estos azUcares en etanol. La
principal ventaja de este proceso es que tanto la hidrélisis como la fermentacion funcionan
en sus respectivas condiciones 6ptimas, sin embargo, la acumulacién de azlcares que inhiben
la actividad enzimatica sigue siendo un inconveniente importante que finalmente afecta el
rendimiento de etanol (Balat, 2011; Rastogi y Shrivastava, 2017).

2.6.2. Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF)

Este enfoque combina la sacarificacion de biomasa con la fermentacion simultanea de
azucares liberados en un solo reactor. La caracteristica clave de este proceso es que tan pronto
como los azUcares se forman a partir de la biomasa, se convierten rapidamente en etanol,
disminuyendo asi la acumulacion de azlcares inhibitorios en el medio. La facilidad de
operacion, el bajo requerimiento de equipo que el proceso SHF y la presencia de etanol en el
caldo que hace que el medio sea menos vulnerable a la contaminacion, son algunos de los
beneficios de este proceso. El principal inconveniente de este proceso es la dificultad en la
optimizacion de los parametros del proceso teniendo en cuenta tanto las enzimas como los
microorganismos al mismo tiempo (Rastogi y Shrivastava, 2017).

2.6.3. Sacarificacion y Co-Fermentacién Simultaneas (SSCF)

Esta integracion esta orientada a la asimilacion microbiana de todos los azucares liberados
anteriormente durante el pretratamiento y los procesos hidroliticos de la biomasa
lignocelulosica. La fermentacion de hexosas y pentosas tiene lugar en el mismo fermentador,
después de la etapa de hidrdlisis. Usar cultivos mixtos de levaduras que puedan asimilar tanto
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hexosas como pentosas es una opcion, pero el unico problema es una mayor conversion de
hexosas a etanol debido a que los microorganismos que utilizan hexosa crecen mas rapido
que los microorganismos que utilizan pentosa. Otra variante es utilizar un solo
microorganismo que pueda asimilar de manera optima tanto hexosas como pentosas para
permitir una alta conversion y rendimiento de etanol. Ventajas como bajo costo, menor
tiempo de operacion, menor riesgo de contaminacion y menos efectos inhibitorios durante la
hidrélisis enzimética han atraido una investigacion cada vez mayor en esta tecnologia
(Kennes et al., 2015; Rastogi y Shrivastava, 2017).

2.6.4. Bioprocesamiento consolidado (CBP)

La conversién microbiana directa (DMC) o el bioprocesamiento consolidado (CBP) integra
todas las reacciones necesarias para la transformacion de biomasa en etanol. Esta estrategia
difiere de otras, puesto que s6lo una unica comunidad microbiana lleva a cabo tanto la
produccion de enzimas como la fermentacion, es decir, la produccion de enzimas, la
hidrolisis enzimatica y la fermentacion se llevan a cabo en un solo paso. Este proceso tiene
varias ventajas, dado que no se requiere de capital para la produccién de enzimas, el sustrato
completo se utiliza para la liberacion de azlcares. Ademas, los procesos enzimaticos y de
fermentacion son totalmente compatibles (Rastogi y Shrivastava, 2017). La tecnologia CBP,
una vez optimizada, reduce los costos operativos, debido a que consiste en combinar la
produccidn de enzimas, la hidrdlisis de polisacaridos y la fermentacion en un solo sistema
(Kennes et al., 2015).

2.7. Factores que afectan la conversion de biomasa en etanol

Se ha informado que varios factores afectan la eficiencia de la hidrdlisis y la fermentacién de
la biomasa, que estan relacionados principalmente con el sustrato, la enzima, el
microorganismo y los pardmetros del proceso. Los factores principales incluyen temperatura,
pH, tiempo de incubacion, carga soélida inicial y carga microbiana, y la acumulacion de
subproductos solubles en el caldo de fermentacion.

2.7.1. Temperatura

La temperatura es un factor importante cuidadosamente regulado durante la hidrolisis y la
fermentacion, debido a que tiene un impacto vital en la eficiencia de conversion general y los

30
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 2. Marco teorico

rendimientos del producto. Durante la hidrolisis convencional del almidon, se ha informado
que la temperatura Optima para la licuefaccion es de 85-105° C, mientras que una
sacarificacion separada generalmente se realiza a 50-60° C. La hidrolisis de celulosa a
menudo se realiza a una temperatura comprendida entre 45° C y 50° C (Zabed et al., 2017).

La efectividad de la fermentacion de etanol se basa principalmente en el crecimiento
adecuado de células de levadura en el caldo que a menudo se ve afectado por la temperatura.
En general, se cree que la temperatura ideal para la fermentacion oscila entre 20° C y 35° C.
Del mismo modo, las células de levadura se ven significativamente afectadas a temperaturas
superiores a 40° C. La alta temperatura es un factor de estrés para las células de levadura,
durante el cual la levadura produce proteinas de chogue térmico e inactiva sus ribosomas
celulares en respuesta a la condicion de estrés. Por otro lado, temperaturas mucho més bajas
durante la fermentacion provocan tasas de crecimiento mas bajas de las células y dan como
resultado una tolerancia mas baja al etanol (Zabed et al., 2017).

2.7.2. pH

El pH de la solucion es un factor importante que tiene efectos significativos en el proceso
general, particularmente durante la hidrdlisis enzimatica del almidén y de la biomasa
lignocelul6sica, y la fermentacion. La actividad de una enzima es dptima hasta un cierto nivel
de pH en las suspensiones que varia segun el tipo de enzimas y el proceso empleado. El pH
Optimo varia de 5 a 8 para la a-amilasa, 4-5 para la glucoamilasa y 4.5-5 para la celulasa.

El pH es uno de los factores clave para la fermentacion de etanol que tiene un efecto directo
sobre las células de levadura y los procesos celulares. En particular, la concentracion de
protones (H*) en los medios de fermentacion por encima o por debajo de cierto nivel puede
cambiar la carga total en la membrana plasmatica, afectando asi la permeabilidad de algunos
nutrientes esenciales en las células.

El intervalo de pH Optimo en el proceso de fermentacion puede variar segun el sustrato
utilizado y la cepa de microorganismos. Se ha informado que el intervalo de pH 6ptimo para
S. cerevisiae para la fermentacion de etanol es 4-5, mientras que un intervalo de pH de 5-6,
Z. mobilis obtiene el mejor rendimiento de etanol (Zabed et al., 2017).
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2.7.3. Tiempo de incubacion

El tiempo de incubacion es otro factor que afecta significativamente la hidrdlisis enzimética
y la fermentacién. En general, el tiempo de incubacion extremadamente corto o alto afecta
los rendimientos de azlcar y etanol. Durante la hidrélisis enzimética, las enzimas
generalmente se difunden en la suspension y obtienen acceso a las moléculas de almidon,
que luego producen la conversién de polimeros de carbohidratos en azucares fermentables.

El proceso de conversion general requiere un tiempo de reaccion apropiado, donde un
periodo de incubacion corto interrumpe el proceso de hidrdlisis y da como resultado la
conversion incompleta de carbohidratos. Sin embargo, el rendimiento de azlcar muestra una
meseta después de un cierto tiempo de hidrdlisis. Esto podria suceder debido a una inhibicion
del producto final a las enzimas después de un cierto tiempo. Se ha informado que el periodo
ideal de fermentacion para la produccion de etanol es de 48 a 72 h (Zabed et al., 2017).

2.7.4. Concentracion inicial del sustrato

La concentracién inicial de sustrato (azucar, almiddn, celulosa y hemicelulosa) afecta
significativamente el proceso general de conversion quimica y bioquimica. Se ha informado
que la concentracion inicial de sustrato tiene efectos directos sobre la tasa de hidrolisis y
fermentacion, asi como el crecimiento de las células de levadura. Durante la hidrdlisis
enzimatica del almiddn, la celulosa y la hemicelulosa, las cantidades excesivas de sustratos
en la suspension pueden inhibir el sustrato de las enzimas, lo que puede dar como resultado
una conversion incompleta de carbohidratos y disminuir el rendimiento de azlcar. La alta
concentracion de sustrato crea un problema particular durante la coccién convencional y la
licuefaccion de materiales con almidén que gelatiniza el almidén y aumenta la viscosidad de
la suspensidn, dificultando la mezcla y el bombeo de los contenidos. Ademas, el aumento de
la viscosidad crea un problema en la dispersion del almidén y de las enzimas adecuadamente
y da como resultado la conversion incompleta del almidén.

La relacion real entre la concentracion inicial del sustrato y la velocidad de fermentacion es
bastante mas compleja. En general, la tasa de fermentacion aumenta con el aumento de la
concentracion de azlcar hasta cierto nivel. Pero la concentracion de azlcar excesivamente
alta excede la capacidad de absorcion de azucar de las celulas que resulta en un estado estable
en la fermentacion (Zabed et al., 2017).
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2.7.5. Carga microbiana y acumulacién de subproductos

La concentracién de indculo de levadura u otros microorganismos fermentadores no tiene
una influencia significativa en la concentracion final de etanol, pero afecta significativamente
la tasa de consumo de azUcar y la productividad del etanol. EI aumento de la concentracion
celular dentro de cierto intervalo reduce el tiempo de fermentacion debido al rapido
crecimiento de las células y la conversion inmediata de azlcares alimentados en etanol.
Durante la fermentacion de etanol, algunos subproductos solubles como el acido lactico, el
acido acético y el glicerol se producen como resultado de las actividades metabolicas de las
levaduras y las bacterias contaminantes. Los acidos lactico y acético generalmente se
producen debido al metabolismo de los carbohidratos por las bacterias contaminantes del
acido lactico. La produccion de acido lactico durante la fermentacién no es deseada, puesto
que afecta el crecimiento de la levadura y el rendimiento de etanol. EI glicerol es otro
subproducto producido por las células de levadura o incluso por las bacterias contaminantes
durante la fermentacion. Aunque la produccion de glicerol es parte del metabolismo del
azucar por las levaduras, no es deseable una alta acumulacion de glicerol en el caldo de
fermentacion. Debido a que la produccidn de glicerol es un proceso intensivo en energia y
afecta el rendimiento final de etanol (Zabed et al., 2017).
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Capitulo 3. METODOLOGIA

3.1. Caracterizacion quimica de la semilla de aguacate
3.1.1. Preparacion de la muestra

La semilla de aguacate tipo Hass fue proporcionada por la empresa SIMPLOT (Morelia,
Michoacan, México). Estas semillas se consideraron como residuos despues de que la pulpa
del aguacate se usara con fines alimenticios. Una vez recolectada la semilla de aguacate, se
lavé con agua corriente para eliminar los residuos de pulpa, se dividio en partes pequefias y
se secd en horno a 80 °C por 24 horas. La semilla se molié en un molino de uso general tipo
1RF3 054-4YC31 con una potencia de 0.373 kW para obtener particulas que pasaron por un
tamiz de malla 40 (425 um) y se retuvieran en tamiz de malla 60 (250 pm). La muestra se
guardo en un recipiente hermético.

3.1.2. Técnicas analiticas

La caracterizacion quimica de la semilla de aguacate se realiz6 de acuerdo con los
procedimientos descritos por el Laboratorio Nacional de Energias Renovables (NREL). Los
componentes analizados fueron el contenido de humedad (Sluiter et al., 2008a), extractivos
(Sluiter et al., 2008b), carbohidratos estructurales y lignina (Sluiter et al., 2012) y cenizas
(Sluiter et al., 2008c). En la Tabla 3.1 se enlistan los nombres de los procedimientos junto
con la identificacion del reporte técnico asociado.

Tabla 3.1. Procedimientos empleados en la caracterizacion de la semilla de aguacate.

Descripcion Reporte técnico

Determinacion de solidos totales en
biomasa y solidos disueltos totales en NREL/TP-510-42621
muestras de proceso liquido.

Determinacién de extractivos en biomasa. NREL/TP-510-42619

Determinacién de carbohidratos
o ] NREL/TP-510-42618
estructurales y lignina en biomasa.

Determinacién de cenizas en biomasa. NREL/TP-510-42622
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3.2. Produccion de bioetanol

3.2.1. Pretratamiento

A la semilla de aguacate se le eliminaron los residuos de la pulpa del aguacate a través de un
lavado con agua corriente, se triturd y se secd a 80 °C por 24 h en horno para llevar a cabo
el proceso de molienda como pretratamiento fisico (Aditiya et al., 2016). Se realizd la
molienda de la semilla en un molino de uso general tipo 1RF3 054-4YC31 con una potencia
de 0.373 kW, en el cual se obtuvo un polvo con diferentes tamafios de particula. Se tamizo
el polvo obtenido para recuperar la fraccion retenida entre la malla 20 (850 um) y la malla
80 (180 um). La Figura 3.1 representa esquematicamente el pretratamiento fisico realizado.
La muestra fue almacenada en un recipiente hermético a temperatura ambiente.

A

-

amizado Molienda

Figura 3.1. Pretratamiento realizado a la semilla de aguacate.
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3.2.2. Extraccién de almidon

100 g de semilla triturada fue mezclada con 300 ml de agua, la mezcla se molié en una
licuadora convencional (Oster, 6805-RG0), se filtré a traves de una tela y se dejo decantar
durante 24 horas. Se elimind el sobrenadante y el sedimento se centrifug6 a 4000 rpm durante
10 min con 100 ml de etanol al 95% y nuevamente se desecho el sobrenadante. La pasta
resultante se secd en un horno a 60 °C durante 24 h, se llevo a un desecador y se peso el
almidon obtenido (Souza et al., 2018). La Figura 3.2 muestra el proceso de extraccion de
almidon. La extraccidn de almidon se realizo por triplicado, empleando por separado semillas
de aguacate frescas y secas. EI almidon obtenido fue molido en mortero y almacenado en un
recipiente hermético a temperatura ambiente.

: &, ' I .:
-
Molienda Secado Centrifugacién Decantacién
con mortero 60 °C por24 h 4000 rpm por 10 min por24h

Figura 3.2. Proceso de extraccion de almidon de semilla fresca de aguacate.

3.2.3. Hidrdlisis

Debido al alto costo de las enzimas para hidrolizar el almiddn, se hizo una comparacion de
la hidrdlisis acida partiendo de semilla molida y almidén extraido, utilizando como control
almidon comercial (MAIZENA). El experimento de esta etapa se realizd de la siguiente
manera: se preparé una mezcla de 100 g con una carga de almidén del 10.72% p/p y una
solucion de H2SO4 al 2% p/p. La reaccion se llevo a 87 °C durante 12 horas a 100 rpm en
matraces de 250 ml sumergidos en un bafio de agua utilizando un criotermostato de la marca
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JULABO, modelo CORIO CP 200F. En la Figura 3.3 se ilustran los cambios debidos al
proceso de hidrdlisis &cida.

A nivel planta piloto, se utilizé un tanque cilindrico de 40 L de acero inoxidable como reactor,
el cual cuenta con una chaqueta que permite el calentamiento con vapor, ademas cuenta con
un agitador de paletas de revolucion variable y controlador de temperatura. Se trabajé con
una mezcla de reaccion de 40 kg, utilizando una carga de almidon extraido del 15% p/p y el
resto con una solucion de H2SO4 al 2% p/p, se mantuvo la temperatura a 87 °C y 60 rpm
durante 12 horas de reaccion.

Figura 3.3. Hidrdlisis acida: a) semilla molida, b) almidon extraido y ¢) almidén comercial.

3.2.3.1. Cuantificacion de azlcares reductores

La medicion de la concentracion de azlcares reductores se realizé mediante el método del
acido dinitrosalicilico (DNS). EI método se llevé a cabo de la siguiente manera: se prepar6
una curva de calibracién de concentraciones conocidas de glucosa en un intervalo de 0 a 2%
en masa. Las muestras del hidrolizado fueron preparadas con una dilucién 1:100, se tomaron
500 pL de cada una de las muestras, se les afiadié 500 pL de reactivo DNS previamente
preparado (Ghose, 1987) se agitaron en vortex y se llevaron a un bafio de agua hirviendo
durante 5 minutos, se dejaron enfriar durante 10 minutos en un bafio de agua a temperatura
ambiente. Se afiadieron 10 mL de agua destilada a cada una de las muestras y se agitaron. Se
midio la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro (Jenway 7305). La Figura 3.4
muestra los cambios de coloracion de la aplicacién del método.
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Figura 3.4. Aplicacién del método DNS para la identificacion de azlcares reductores.

3.2.4. Fermentacion

En esta etapa se utilizd como sustrato la parte liquida del hidrolizado del almiddn extraido.
95 ml de hidrolizado filtrado a través de una tela fue neutralizado con 5 ml de una solucion
de NHsOH al 14.6% v/v aun pH de 5.0 £ 0.1, utilizando un potenciémetro de la marca Fisher
Scientific, modelo AB 15; 0.5 g de levadura liofilizada fue hidratada en 2.5 ml de medio
YPD a 35 °C durante 30 min y se inocul6 directamente en el sustrato. La fermentacion se
realiz6 por duplicado en matraces Erlenmeyer de 125 ml a 30 °C y 50 rpm utilizando una
parrilla de agitacion magnética y un criotermostato de la marca JULABO, modelo CORIO
CP 200F. Se monitore6 el consumo de glucosa y la produccion de etanol durante 48 h. Se
utilizaron 2 tipos de levadura S. cerevisiae; la cepa Fermentum-Vocatus, proporcionada por
RIGASA y la cepa DistilaMax® DS, proporcionada por LALLEMAND BIOFUELS &
DISTILLED SPIRITS. En la Figura 3.5 se ilustran los cambios ocurridos durante la
fermentacion.
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Figura 3.5. llustracion de la etapa de fermentacion: a) condicion inicial y b) condicion final

A nivel planta piloto la fermentacion se realiz6 en el mismo tanque de hidrodlisis. El
hidrolizado fue neutralizado con 1.89 L de una solucién de NH4OH al 14.6% v/v a un pH de
5.0£0.1. En este caso, 200 g de levadura liofilizada de la cepa DistilaMax® DS fue hidratada
en 1 L de medio YPD a 30 °C en un recirculador Fisher Scientific modelo Isotemp 3016HD
durante 30 min y se inoculd directamente en el sustrato. El seguimiento de la reaccion se
realizé durante 24 h cuantificando el consumo de glucosa y la produccion de etanol.

3.2.4.1. Cuantificacién del consumo de glucosa y produccién de etanol

El andlisis de la glucosa consumida y el etanol producido durante la fermentacion se hizo por
HPLC, mediante un cromatografo de la marca Varian modelo ProStar 410 con un detector
de infrarrojo modelo 350 y una columna Rezex ROA-Organic Acid+ de 300 x 7.80 mm a 85
°C, se utiliz6 una solucion de H2SO4 0.5 mN como fase mavil a un flujo de 0.5 mL/minuto.
Cada una de las muestras fue centrifugada y el sobrenadante se prepar6 con una dilucién
1:10, se tomd 1 mL de muestra y se pas6 por un filtro de 0.2 um en viales para el anélisis por
cromatografia. Se realizd una curva de calibracion para identificar los componentes de la
fermentacion que incluyen glucosa, xilosa, arabinosa, acido acético y etanol.
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3.3. Diagrama de Flujo Logico de la Investigacion

Esta investigacion se realiza siguiendo una secuencia logica para alcanzar los objetivos
planteados, en la Figura 3.6 se plantea un diagrama de flujo l6gico con las principales etapas
a seguir en esta investigacion. De manera general, se comenz6 con la caracterizacion de la
semilla de aguacate donde se le realizaron los analisis quimicos de acuerdo con los protocolos
establecidos por la NREL. Después, se molio la semilla de aguacate como pretratamiento y
se extrajo el almiddn. El almidon contenido en la semilla molida y el almidon extraido se
hidrolizaron para obtener la mayor cantidad de glucosa. Finalmente, se fermento la glucosa
obtenida en el hidrolizado del almidon extraido para producir el bioetanol.
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Figura 3.6. Diagrama de flujo de la metodologia de esta investigacion.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion

Los resultados de la caracterizacion quimica de la semilla de aguacate son presentados en la
Tabla 4.1., los cuales estan en el rango reportado en la revision bibliografica realizada por
(Garcia et al., 2020). La metodologia aplicada en la caracterizacion quimica puede afectar
los valores de los componentes, tal es el caso de los datos encontrados en (Davila et al., 2017)
donde se utilizé el procedimiento reportado en (Han y Rowell, 1997) para la caracterizacion
quimica de fibras, se observa que los valores de la celulosa y hemicelulosa difieren con los
datos experimentales.

Tabla 4.1. Caracterizacion quimica de la semilla de aguacate (%omasa).

Componente Experimental  (Garcia et al., 2020) (Da\égi%t al.
Humedad 11.69+004 - 7.02+0.18
Extractivos  25.92 £1.31 21.0-35.9 35.95+1.95
Celulosa 53.62+1.72 6.5-40.9 6.48 + 0.38
Hemicelulosa 4.89 +0.14 3.0-479 47.88 £ 2.14
Lignina 3.23+0.63 1.8-15.8 1.79 £0.04
Cenizas 0.41+0.02 09-29 0.87 £ 0.06
Total 99.76 - 100

En los datos experimentales se observa que la semilla de aguacate tipo Hass tiene alrededor
del 58% de carbohidratos estructurales como materia prima para la obtencion de azUcares,
en este caso glucosa, principalmente. La celulosa se cuantifico por el contenido de glucosa
en forma de glucanos y la hemicelulosa en forma de xilanos y arabinanos. Después de la
etapa de extraccion de almiddn, se caracterizaron los residuos del material lignocelulésico,
en los cuales se aprecia que el almidon contenido en la semilla esta cuantificado en la parte
de la celulosa (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Caracterizacion quimica de los residuos de la extraccion de almidon

(Yomasa).

Residuos de
Componente o

extraccion
Humedad 7.46 +0.17
Extractivos 19.97 £0.91
Celulosa 41.87 +0.76
Hemicelulosa 14.04 + 0.88
Lignina 10.8 +1.63
Cenizas 0.36 £ 0.01
Total 94.50

4.2. Extraccion de almidén

Se obtuvo un rendimiento de extraccion de almidén de 16.85 + 0.34% para semillas secas y
29.79 £ 3.18% para semillas frescas. Esta diferencia se atribuye al proceso de secado, el cual
se ha reportado que dificulta su separacion (Rivera-Gonzélez et al., 2019). El valor obtenido
empleando semillas frescas se encuentra en el rango reportado de 27.54-29.80 % de almidon,
en la caracterizacion quimica de la semilla de aguacate en (Lacerda et al., 2013).

4.3. Hidrolisis

Se encontrd que la concentracion de azlcares reductores aumenta con el tiempo de reaccion,
como se ilustra en la Figura 4.1. La concentracion méxima de azucares reductores fue de
10.49 + 0.97 %p/p, 10.29 = 0.76 %p/p y 10.51 £ 0.94 %p/p para semilla molida, almidon
extraido y almidén comercial, respectivamente. Esto representa un porcentaje de almidéon
hidrolizado del 88.12% para la semilla molida, 88.22% para el almidon comercial, mientras
que para el almidon extraido se tuvo un porcentaje del 86.38%.
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Figura 4.1. Concentracion de azlcares reductores en funcion del tiempo de reaccién.

En la Tabla 4.3 se muestran las concentraciones de los diferentes azucares identificados por
cromatografia de cada una de las corridas.

Tabla 4.3. Identificacion de azucares reductores obtenidos por HPLC.

Concentracion de azUcares reductores (g/L)
Semillamolida Almidén extraido  Almiddn comercial

Glucosa 69.28 £ 2.04 84.32 £0.92 95.01 +1.53
Xilosa 20.22 +1.08 3.51+0.55 0.00
Arabinosa  2.71+0.21 0.64 £0.19 0.00
Total 92.21 88.47 95.01

Los resultados indican que la hidr6lisis del almidon es 1.74% mejor en la semilla molida y
muy similar al almidon comercial, observandose que la etapa de extraccion del almidon no
es necesaria; es decir, la cantidad total de azUcares reductores es similar en cada uno de los
casos; sin embargo, la proporcion de glucosa, xilosa y arabinosa es diferente, indicando que
en el proceso de hidrdlisis, parte de la hemicelulosa contenida en la semilla de aguacate fue
hidrolizada a azucares reductores (xilosa y arabinosa). Si la finalidad es obtener la mayor
cantidad de glucosa monomérica para ser fermentada por levaduras a etanol, se tendra que
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elegir como materia prima el almidén extraido, de lo contrario, se puede utilizar el
hidrolizado de la semilla molida como sustrato y usar cultivos mixtos de microorganismos
que puedan asimilar tanto hexosas como pentosas o utilizar un solo microorganismo que
asimile ambos azUcares que permita obtener un alto rendimiento hacia etanol.

Debido a que en este trabajo se utilizo S. cerevisiae, como organismo fermentador de la
glucosa obtenida en la etapa de hidrolisis, se eligiéo como sustrato el hidrolizado de almidén
extraido, puesto que es la materia prima que genera la mayor proporciéon de glucosa con
respecto a los demas azlcares. Ademas, se aumentd la carga de almiddn extraido a un 15%
para aumentar la cantidad de glucosa en el hidrolizado, obteniéndose 109.79 + 1.14 g/L de
glucosa, 0.99 + 0.06 g/L de xilosay 0.38 £ 0.01 g/L de arabinosa.

A nivel planta piloto se hizo una sola corrida, utilizando almiddon extraido, en la cual se
mantuvo la carga de almiddon del 15% p/p, una solucién de H2SO4 del 2% p/p y un tiempo de
hidrélisis de 12 h (tiempo en el cual se obtuvo la mayor cantidad de glucosa). En la Figura
4.2 se ilustra el perfil de concentracion de glucosa obtenida a lo largo del tiempo de reaccion.
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Figura 4.2. Concentracion de glucosa en funcién del tiempo de reaccion en planta piloto.

La concentracion de azUcares al final de la reaccion fue de 109.86 g/L de glucosa, 1.87 g/L
de xilosa y 0.30 g/L de arabinosa. El valor de la glucosa coincide con los datos obtenidos a
nivel matraz, es un valor esperado debido a que se mantuvieron constantes las variables
involucradas: la carga de almiddn, la concentracion del acido, la temperatura, el tiempo de
reaccion y sélo se disminuyd la velocidad de agitacion, debido al tipo de agitador con el que
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cuenta la planta piloto no era necesario trabajar a mas de 60 rpm porque se generaba vortice
en el tanque de reaccion.

A continuacion, se comparan las condiciones propuestas de reaccion con los valores
reportados en estudios similares. En un estudio previo se ha informado que la hidrélisis acida
del almiddn contenido en el banano (platano) se lleva a cabo con H2SO4, una temperatura de
100°C y 10 horas de reaccion donde se tiene la mayor liberacion de azucares (Veldsquez et
al., 2010); en contraste, el proceso enzimético reportado para la produccion de bioetanol a
partir del almidon de maiz establece que utilizan dos niveles de temperaturas y dos tipos de
enzimas, primero se utiliza a-amilasa a 90 °C en el proceso de licuefaccion y después a 60
°C con glucoamilasa donde se lleva a cabo la sacarificacion (McAloon et al., 2000 ; Busi¢ et
al., 2018). Las condiciones propuestas tienen similaridad en magnitud con las variables de
operacion de ambos procesos. En la Tabla 4.4 se resumen los valores comparativos de los
distintos procesos.

Tabla 4.4. Comparacion de las condiciones en la hidrolisis de almidon.

Variable Experimental (Velésquez etal.,, (McAloon et al., 2000 ;

2010) Busi¢ et al., 2018)

. e Acida Acida Enzimatica (a-amilasa y
Tipo de hidrolisis H2SO4 al 2% m/m H2SO4 glucoamilasa)
Temperatura (°C) 87 100 90 (Iicuef_apcié_n) y 60

(sacarificacion)
Tiempo de reaccion (h) 12 10 8

4.5. Fermentacion

Los promedios de cada una de las fermentaciones, utilizando como sustrato el hidrolizado de
almidon extraido, son mostradas en las Figuras 4.3 y 4.4, en donde se observan las curvas del
consumo de glucosa y la produccion de etanol a nivel matraz.
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Figura 4.3. Perfil de consumo de glucosa y produccion de etanol utilizando la cepa
Fermentum-\Vocatus.
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Figura 4.4. Perfil de consumo de glucosa y de produccion de etanol utilizando la cepa
DistilaMax® DS.
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En la tabla 4.5 se muestra una comparacion de los valores iniciales y finales de cada uno de
los componentes identificados por HPLC en las fermentaciones.

Tabla 4.5. Cuantificacion de los componentes en la etapa de fermentacién por HPLC.

Concentracion (g/L)

Cepa Fermentum-Vocatus Cepa DistilaMax® DS
Componente - i .. .
Inicial Final Inicial Final
Glucosa 109.95+1.34 1.79+0.73 | 112.44+3.10 0.88+0.05
Xilosa 1.05+£0.08 1.99+0.02| 098+0.06 2.13+£0.23
Arabinosa 0.38+£0.01 044+0.01| 0.38+0.01 0.53+£0.11
Acido acético 1.00£0.03 151+0.01| 1.00+£0.05 0.88+£0.04
Etanol 250+0.04 4761+1.79| 252+0.07 49.05+2.13

Se identificaron pequefias cantidades de otros componentes que provienen de la hidrdlisis
acida de la parte hemicelulésica que se arrastran en la extraccion de almiddn; en este caso la
xilosa, la arabinosa y el &cido acético no intervienen en la reaccion. Ademas, es importante
mencionar que el hidrolizado s6lo se ajusté al pH requerido por las levaduras y no se
afiadieron componentes adiciones como sales o elementos traza que promovieran la
fermentacion.

Al inicio de la fermentacion se identifico una pequefia cantidad de etanol en ambas corridas
que proviene de la cantidad inicial inoculada y al error sistematico asociado en la
cuantificacion de los componentes. La fermentacién fue seguida durante 48 h, tiempo en el
cual se observo el agotamiento de la glucosa en la corrida donde se empled la cepa
Fermentum-Vocatus. En este tiempo el rendimiento de glucosa hacia etanol fue de 84.75 +
2.21%, mientras que el rendimiento en donde se utilizd la cepa DestilaMax® DS fue de 85.37
* 2.66 %. Es evidente que en la Figura 4.4, la glucosa se termina en un tiempo de 24 h, es
por ello que en este tiempo se hizo la comparacion de los pardmetros cinéticos, éstos se
muestran en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Comparacion de los parametros cinéticos entre las dos cepas.

Parametro Fermentum-Vocatus  DistilaMax®
Yp/s (getanollgglucosa) 041 + 001 041 + 002
Q (Qetanoi/LN) 1.07 £ 0.09 1.89 +£ 0.06
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Ambas levaduras obtienen el mismo rendimiento de sustrato en producto, es decir, la cantidad
consumida de glucosa en 24 h es proporcional al etanol producido en ambos casos. El valor
teorico del rendimiento es de 0.51, indicando que no toda la glucosa se transformé en etanol.
Para el caso de la productividad volumétrica, la levadura DistilaMax® DS es
aproximadamente el doble del valor de la levadura Fermentum-Vocatus, esto indica que la
velocidad de produccion de etanol utilizando levadura DistilaMax® DS requiere de 24 h para
obtener la mayor concentracion de etanol, mientras que la levadura Fermentum-Vocatus
requiere de 48 h; esta afirmacion se puede apreciar en las curvas de produccion de etanol
(Figuras 4.3 y 4.4). La diferencia encontrada en ambas levaduras se atribuye a que el tiempo
de anaquel de la levadura Fermentum-Vocatus habia expirado, provocando que la actividad
de esta cepa disminuyera, por esta razén se seleccioné la cepa DistilaMax® DS para ser
utilizada en la fermentacion a escala piloto.

A continuacion se comparan las condiciones de fermentacion con los valores reportados en
un estudio previo, donde se ha informado que la fermentacion de 112.44 g/L de glucosa
proveniente de la hidrolisis acida de desechos de fruta, se lleva a cabo con una concentracion
de S. cerevisiae de 6 g/L durante 96 h, tiempo en el cual se obtiene una concentracion de
etanol de 41.41 g/L (Sugandi et al., 2019), se puede apreciar que en dicho estudio se utilizaron
condiciones muy similares a las propuestas experimentalmente, sin embargo, el tiempo de
fermentacion es 4 veces mayor, esto se atribuye a que la cepa de S. cerevisiae es diferente y
que se preparo un indculo en medio mineral para iniciar la fermentacion.

En la planta piloto, la fermentacion se realiz6 en el mismo tanque de hidrolisis, donde se
utilizé una carga del 15% p/p de almiddn extraido. La curva de consumo de glucosa y la
produccion de etanol se ilustra en la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Curvas de consumo de glucosa y produccion de etanol utilizando la cepa
DistilaMax® DS en planta piloto.

El tiempo de la corrida dur6 24 h, tal como se predijo a nivel matraz. Los componentes
identificados mediante HPLC en la fermentacion a escala piloto se muestran en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Cuantificacion de los componentes por HPLC de la fermentacion en planta

piloto.

Concentracion (g/L)

Componente Inicial Final
Glucosa 112.34 0.35
Xilosa 1.54 2.09
Arabinosa 0.30 0.38
Acido acético 2.53 2.45
Etanol 0.74 50.94

El rendimiento de glucosa hacia etanol fue de 88.73%, el cual es un valor esperado que
coincide con el rendimiento obtenido a nivel matraz. En este caso se mantuvieron constantes
los parametros involucrados en la fermentacion: la temperatura, la agitacion, la concentracion
de células inoculadas y el tiempo de reaccién. Se obtuvo un rendimiento de sustrato a
producto de 0.45 g de etanol/g de glucosa y una productividad volumétrica de etanol de 2.09
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g/Lh, estos parametros cinéticos son muy similares a los obtenidos en las fermentaciones
realizadas en matraz con la misma levadura.

En la Figura 4.6 se ilustra la metodologia propuesta para la produccion de bioetanol a partir
de la semilla de aguacate, en donde se incluyen las etapas principales y los valores de las
condiciones de operacion.

5 g/L de S. cerevisiae

. Hidroxido de amonio al
Agua Acido sulfurico al 2% p/p 14.6% viv

Semillas de
aguacate frescas

Bioetanol
49.05 g/L

Glucosa
109.79 g/L

Fermentacidn
30°C, 24h

YP-"S =04l gemnol"gglucusa
Q=187 gqu/lh

Almidén Hidrélisis quimica
87°C, 12h
Conversidn = 86.38%

Extraccion de almidon
Rendimiento = 29.79%

Residuo lignocelulésico Almidén no convertido

Figura 4.6. Diagrama de bloques del proceso de produccion de bioetanol a las condiciones
de operacion propuestas.

4.6. Evaluacién de costos en la produccion de bioetanol

Se planted un analisis econémico preliminar de los costos de produccion de bioetanol a partir
de la semilla de aguacate utilizando como referente las condiciones reportadas para el sorgo
dulce, el cual es una materia prima que contiene almidon y presenta un rendimiento de 100
L de etanol por cada tonelada de sorgo dulce (SENER, 2014). En el caso de la semilla de
aguacate, utilizando los rendimientos experimentales, se obtienen 158 L de etanol por cada
tonelada de semillas de aguacate frescas. La Tabla 4.8 presenta la informacion de los costos
de produccion.
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Tabla 4.8. Costo de produccion por litro de etanol a partir de la semilla de aguacate.

Concepto pesos/litro
Semilla de aguacate 6.33
H2SO4 al 98% 0.87
NH4OH al 30% 1.60
Levadura 20.41
Otros insumos 0.24
Mano de obra 0.46
Costos de produccién 0.30
Gastos de operacion 0.02
Amortizaciones 0.39
Otros gastos 0.18
Total 30.80

El costo de produccion estimado es aproximadamente 4.5 veces mayor comparado al costo
de produccion de etanol a partir del sorgo dulce (6.57 pesos/L) y aproximadamente el triple
para el sorgo grano (10.88 pesos/L) (SENER, 2014), lo cual hace evidente que no sea un
costo de produccién competitivo. Se aprecia que la levadura es el factor que tiene mayor
impacto en el costo de produccion, es por ello que se debe de reducir la concentracion de
levaduras en la etapa de fermentacion para disminuir el costo y obtener un producto que sea
econdmicamente viable.

52
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



CONCLUSIONES

La busqueda de fuentes potenciales de biomasa con alto contenido de carbohidratos es
esencial para la produccion de bioetanol. La propuesta de utilizar la semilla de aguacate,
representa una fuente potencial para la produccion de bioetanol, contribuyendo al
aprovechamiento de los residuos generados por el consumo de este fruto y ademas se valoriza
la semilla al obtener un compuesto con valor agregado.

La caracterizacion quimica de la semilla de aguacate confirmd la presencia de almidén para
la produccion de bioetanol de primera generacion, ademas la semilla de aguacate cuenta con
una parte de celulosa y hemicelulosa que pueden ser aprovechadas para la obtencion de
pentosas y hexosas, las cuales pueden ser asimiladas por microorganismos y aumentar la
produccidn hacia etanol.

Al evaluar la hidrélisis quimica del almidén, se obtuvo una mayor cantidad de glucosa
liberada en el hidrolizado de almidon extraido; por esta razon, la ruta de proceso requirié de
la etapa de extraccion en lugar de realizar el pretratamiento fisico a la semilla. En ambos
hidrolizados se tiene la ventaja de que no hubo formacién de furfural y HMF, compuestos
inhibidores en la fermentacion de azlcares.

En la fermentacion se obtuvo un rendimiento de glucosa hacia etanol a nivel matraz de 0.41
+ 0.02 gglucosa/Qetanol Y UNa productividad volumétrica de 1.89 + 0.06 getanol/Lh, estos valores
son muy similares a los obtenidos a nivel planta piloto, en donde se obtuvo un rendimiento
de 0.45 ggiucosa/Tetanol Y Una productividad de 2.09 getanol/Lh, utilizando S. cerevisiae cepa
DistilaMax® DS, levadura seleccionada por presentar mejor actividad en la fermentacion;
ademas no fue necesario adicionar sales o elementos traza al hidrolizado para promover la
fermentacion.

Se logré reproducir los valores de los rendimientos obtenidos en las etapas de hidrolisis y de
fermentacion en matraz a escala piloto bajo las condiciones de reaccidn establecidas y con
ello establecer una metodologia que logra convertir el almidén contenido en las semillas de
aguacate en bioetanol, creando un panorama de lo que se puede lograr a mayor escala.
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