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KLAJN, Felipe Fernandes. Universidad de Jaén, Septiembre de 2017. Produccién de
biocombustibles a partir de mezclas de pentosas y hexosas de residuos agricolas. Director:
Eulogio Castro Galiano; Co-Director: Juan Miguel Romero Garcia.

RESUMEN

La poda de olivo es un residuo lignoceluldsico producido anualmente, de amplia disponibilidad y
bajo coste, que constituye una potencial fuente para la produccién de bioproductos y
combustibles renovables. Este trabajo tiene como objetivo principal proponer un esquema
eficiente de operaciones para la produccion de etanol de segunda generacién a partir de poda
del olivo.

Para ello, se utiliz6 un lote de materia prima pretratado mediante un procedimiento térmico con
acido diluido en condiciones previamente optimizadas (H2SOs a 0,9%, 164 °C durante 10
minutos) y se evaltan distintas estrategias de detoxificacién (carbén activo, hidréxido de
amonio y overliming) de la fraccidn liquida obtenida tras el pretratamiento as{ como diferentes
configuraciones de hidrdlisis enzimatica y fermentacién (incluyendo hidrolisis y fermentaciéon
secuencial o simultanea, presacarificacion o co-fermentacién) del s6lido pretratado de la poda
de olivo. Para la hidroélisis enzimatica, se empled el complejo enzimatico comercial Cellic Ctec-2
de Novozymes, mientras que en el proceso fermentativo fueron utilizados dos microorganismos
(Saccharomyces cerevisiae cepa “Ethanol Red”, y Escherichia coli cepa SL100), estableciéndose
distintas condiciones dependiendo de las configuraciones aplicadas. Antes del pretratamiento,
una etapa de extraccién empleando NaOH 1,4%, a 110 2C durante 30 minutos fue realizada para
reducir el contenido de extractos del olivo.

El método de detoxificacién que ha generado los mejores rendimientos en etanol para la fraccién
liquida (NH40OH 5N) conjuntamente con dos configuraciones que demostraron gran potencial
fermentativo del sélido (Hidrélisis y Co-Fermentacidn por Separado [HCFS] y Pre-Sacarificacion
y Co-Fermentacion Simultanea [PSCFS]) fueron empleados en la fermentacion del slurry, con una
concentracion inicial de sélidos de 5%. De entre éstas, la configuracién PSCFS logré un menor
tiempo de fermentacién con rendimientos no muy distantes de la HCFS (14,28 gramos de
etanol/100 g de materia prima en 48 horas para la PSCFS frente a 16,99 gramos de etanol/100 g
de materia prima a 120 horas de la HCFS), por lo que fue seleccionada para ensayos con empleo
de aireacién (0,1 vvm) y variaciéon de carga inicial de sélidos (5% y 8,8% S/L). Los resultados
han demostrado una disminucién considerable del tiempo de proceso fermentativo, con
consumo completo de los aziicares del medio en 16 horas, aunque con rendimientos menores
(11,41 gramos de etanol/100 g de materia prima para 5% S/L).

En funcion de los resultados experimentales, se propone el empleo de NH4OH 5N como método
de detoxificacion por proporcionar un aumento en la eficiencia fermentativa sin degradar los
azucares del medio, y la configuracion PSCFS sin aireacion por resultar en buenos rendimientos
en la produccién de etanol con menores tiempos de fermentacidn, caracteristicas de interés con
vistas a un posible aumento en la escala del proceso.

PALABRAS-CLAVE: Aireacién; Bioetanol; Detoxificacion; Fermentacion; Poda de Olivo; Slurry.
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KLA]JN, Felipe Fernandes. University of Jaén, September of 2017. Biofuels’ production from
mixtures of pentoses and hexoses from agricultural waste. Adviser: Eulogio Castro Galiano;
Co-Adviser: Juan Miguel Romero Garcia

ABSTRACT

Olive tree pruning is a widely available and low cost lignocellulosic residue generated every
year, being a potential source for bioproducts and renewable fuels production. In this context,
this work has as main objective to propose an efficient scheme for the production of second
generation ethanol from olive tree pruning.

For this purpose, a batch of pretreated raw material was used by a thermal process with diluted
acid under previously optimized conditions (H2S04 0,9%, 164 2C for 10 minutes) and different
detoxification strategies were evaluated (activated charcoal, ammonium hydroxide and
overliming) of the liquid fraction obtained after pretreatment, as well as different configurations
of enzymatic hydrolysis and fermentation (including hydrolysis and sequential or simultaneous
fermentation, pre-saccharification or co-fermentation) of the pretreated olive tree pruning solid.
For the enzymatic hydrolysis, the commercial enzyme complex Cellic Ctec-2 of Novozymes was
used, while in the fermentation process two microorganisms (Saccharomyces cerevisiae strain
“Ethanol Red” and Escherichia coli strain SL100) were used, establishing different conditions
depending on the settings applied. Prior to pretreatment, an extraction step using NaOH 1,4% at
110 °C for 30 minutes was performed to reduce the olive extracts content.

The detoxification method that generated the best ethanol yields for the liquid fraction (NH4OH
5N) allied with two configurations that demonstrated high fermentation potential of the solid
(Separate Hydrolysis and Co-Fermentation [SHCF] and Simultaneous Pre-saccharification and
Co-Fermentation [SPSCF]) were used in slurry fermentation, with an initial solids concentration
of 5%. Among these, the SPSCF configuration achieved a shorter fermentation time with not very
distant yields from the SHCF (14,28 grams of ethanol/100 grams of raw material in 48 hours for
the SPSCF versus 16,99 grams of ethanol/100 grams of raw material at 120 hours of SHCF),
being selected for tests using aeration (0,1 vvm) and initial solid load (5% and 8,8% S/L). The
results have shown a considerable reduction in fermentation process time, with complete sugar
consumption in 16 hours, although with lower yields (11,41 grams of ethanol/100 grams of raw
material for 5% S/L).

Based on the experimental results, the use of NH4OH 5N as a detoxification method is proposed
to provide an increase in fermentation efficiency without sugar degradation, and the SPSCF
configuration without aeration for it reasonable yields in ethanol production, with lower
fermentation times, characteristics of interest aiming a possible increase in process scale.

KEYWORDS: Aeration; Bioethanol; Detoxification; Fermentation; Olive tree pruning; Slurry.
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1. Energias renovables dentro del contexto climatico actual y
perspectivas futuras

La energia puede ser considerada como un contribuyente fundamental al logro de los
objetivos de desarrollo econdmico y social de todos los paises. Como resultado de este
facto, hay cada vez mas una mayor demanda de energia. La crisis financiera ocurrida en
2008 ha dejado muy evidente el estrecho vinculo existente entre la seguridad energéticay
el crecimiento econémico continuo. Las energias renovables, a diferencia de las de origen
fésil, no pueden agotarse y su uso libera poco o ningin CO adicional a la atmosfera, no
contribuyendo al incremento de la concentracién de gases de efecto invernadero. Por lo
tanto, el uso de renovables contribuye no solo para el crecimiento econémico de los paises,
si no que ayuda a mejorar la calidad ambiental de su territorio (Michalena y Hills, 2012;
IPCC, 2015; EPA, 2016).

La confirmacién de que el uso desenfrenado de recursos naturales y energias fdsiles
planteaba una creciente amenaza de cambio climatico, econémico y social fue reconocido
por primera vez en la Conferencia Mundial sobre el Clima, en 1979, donde los gobiernos
fueron orientados a prever y prevenir posibles cambios artificiales en el clima. EI primer
tratado internacional para trazar objetivos especificos para reducir las emisiones de gases
de efecto invernadero fue el Protocolo de Kyoto, adoptado en 1997, pero entrando en
vigor en 2005. Ratificado por 191 paises hasta 2013, es considerado como un “hito
histdrico” en la lucha contra el aumento de las emisiones de gases de efecto invernadero,
masificando las estrategias de mitigacion de estos gases por parte de los paises con la
incorporacidén de fuentes de energia renovable desde el momento que entro en vigor
(Sener etal., 2017; Pereda, 2017).

Todavia, a pesar de visibles avances, el Protocolo de Kyoto no fue suficiente, en la practica,
para resolver los problemas que se proponian en el dambito ambiental, pues algunas
naciones en desarrollo no estaban preparadas para asumir algunas metas ambientales,
mientras algunos paises desarrollados no estaban de acuerdo con la divisién de metas
propuesta por el acuerdo. Asi, hubo la necesidad de intentar elaborar un nuevo acuerdo
que tuviese un modelo distinto y con objetivos mas claros. A finales de 2015, fue ratificado
en Paris por casi 200 naciones, el “Acuerdo de Paris para el Cambio Climatico”. A
diferencia del Protocolo de Kyoto, no impone una legislacién a cada uno de los paises que
después deba ser ratificada por sus parlamentos, si no que las naciones participantes
simplemente anuncian qué porcentaje de emisiones se comprometen a reducir y en qué
plazo, participando también de las negociaciones posteriores (el siguiente encuentro sera
en 2018 y después a cada cinco afios) (Calixto, 2017; Pereda et al., 2017). Todavia, no se
tiene una seguridad de que el Acuerdo tendra éxito principalmente por la salida de los
EE.UU. Conforme se puede ver en la Figura 1, los EE.UU. son el segundo mayor emisor de
COy, y en la hipdtesis de que todos los paises cumplieren sus metas con excepcion de
EE.UU,, la Tierra podria calentarse 0,3 grados centigrados mas a finales de siglo, que
sumandose a lo que ya se ha calentado (cerca de 1,1 2C), llegase proximo al limite
establecido por el Acuerdo, que es no superar los 2 2C. También compromete otro de los
objetivos del Acuerdo que es disminuir la emision de gases de efecto invernadero hasta
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2030 en almenos el 40% en comparacion a 1990 (Pan et al., 2017; Pereda et al., 2017;
Liobikiene y Butkus, 2017).

193 Estados, laUE y
Palestina son parte del

Tratado de Paris Resto de paises

30% Porcentaje del total
mundial de las
emisiones

globales de CO,

FUERA DEL TRATADO

O Nicaragua
O Siria

@
Figura 1. Emisiones de COz dentro del Acuerdo de Paris. Fuente: adaptado de Pereda, 2017.

A pesar de la situacion expuesta anteriormente, hay un gran optimismo en general con
relacion al avance de las renovables. Uno de los informes de “REN21” (REN21, 2017a) ha
traido un debate acerca de una posible transicién a un escenario 100% renovable a la
mitad del siglo 21, entrevistando una serie de expertos del sector de renovables de todo el
mundo. Como muestra la Figura 2, la mayoria de los expertos han considerado muy
posible que eso se realice, mientras 17% no se mostraron de acuerdo y 12% se
mantuvieron neutros. Segin el informe, mientras los expertos de Oceania, Europa y otros
creen que el escenario propuesto es factible técnicamente y econdmicamente, los expertos
de Estados Unidos y Jap6n no creen que esto sea viable en funcién principalmente de
problemas ligados a tecnologias de transporte y almacenamiento. Otras barreras
apuntadas por expertos de paises industrializados fueron los poderosos intereses
existentes creados en las industrias energéticas convencionales, falta de politicas
consistentes a largo plazo y dificultad de acceso a tecnologia y know-how por parte de
algunos paises. Los expertos de paises en vias de desarrollo también muestran una linea
de pensamiento mas pesimista por motivos relacionados con una fuerte presencia de los
combustibles fosiles, conflictos con los objetivos de desarrollo econdmico y dificultad de
acceso a financiacion.




Produccién de biocombustibles a partir de mezclas de pentosasy hexosas de residuos agricolas
Fernandes Klajn, Felipe

+Qué piensan los expertos?

;Es factible y realista la transicion a 100% de energias renovables a nivel mundial?

36% 35% 12% 12% 5%

D

[Totalmente de acuerdo De acuerdo [ Ni de acuerdo ni en En desacuerdo ] Totalmente en |
desacuerdo desacuerdo

Figura 2. Opinidon de los expertos entrevistados acerca de un escenario 100% renovable en 2050.
Fuente: Adaptado de REN21, 2017a.

En el sector de transportes, los biocombustibles liquidos siguen siendo la principal fuente
de energia renovable, proporcionando en 2016 alrededor del 4% de todo el combustible
utilizado en el transporte por carretera en el mundo. Su producciéon ha crecido un 2% en
comparacion a 2015, llegando a 135 billones de litros, mucho en funcién de la retomada de
la produccidn de biodiesel en Brasil, después de la disminucién verificada en 2015. Brasil y
Estados Unidos siguen siendo los principales productores a nivel mundial, representando
cerca de 70% de todo el biocombustible producido, seguido de Alemania, Argentina, China
e Indonesia. De todo el montante producido, el 72% fue etanol, 23% biodiesel y 4% de
aceite vegetal tratado con hidrégeno (HVO, con siglas en inglés). Las fuertes medidas
politicas sostienen el uso de las renovables en el transporte, siendo en 2016 lo que
posibilitd un aumento de su produccion por delante de la bajada de los precios del barril
de petroleo a nivel internacional.

En 2016 han resurgido los debates acerca de la sostenibilidad de los biocombustibles de
primera generacién principalmente en Argentina, en razon de las subidas de los precios
del aceite de soja en el mercado interno. En Europa, un nuevo paquete con objetivos de
reduccion de emisiones y uso de energias limpias propuso una reduccién gradual de los
biocombustibles basados en alimentos, de 7% de los biocombustibles utilizados en el
transporte en 2021 al 3,8% en 2030. Todavia, las politicas favorables a los
biocombustibles continian siendo implementadas, principalmente en el sentido de
incrementar las mezclas obligatorias con los combustibles fésiles. En América del Norte,
los EE.UU. han expedido mandatos obligatorios para mezcla de 73 billones de litros de
combustibles renovables, siendo 16,2 billones de biocombustibles avanzados (como el
combustible de aviacién y diésel renovable) y 1,2 billones de litros de biocombustibles
lignocelulésicos. México implement6 la mezcla de 5,8% de etanol a la gasolina en tres
areas metropolitanas de grandes ciudades, mientras Canadd ha decidido implementar una
estandarizacién nacional de combustibles limpios, ya presente en la mitad de sus
provincias. En Asia, Malasia incrementé el porcentaje de mezcla del biodiesel al diésel del
7% al 10%; Indonesia ha seguido la misma linea, subiendo del 5% al 20%; Tailandia ha
lanzado un programa de subvenciones para probar el B20 en camiones y el B10 para uso
gubernamental y militar; India ha puesto objetivos para llegar a 22,5% de etanol en la
gasolina y a 15% de biodiesel al diésel con el uso de materias primas no utilizadas en la
produccién de alimentos, mientras Vietnam establecié el E10 (REN21, 2017b).
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En América Central y del Sur, Panaméa ha subido la mezcla obligatoria de etanol a E10;
Argentina promulgé el B10 y E10, e hizo planes para llegar al E26 ya en 2017, ademas de
establecer exenciones fiscales para la produccidn de biodiesel hasta 2017. Brasil promulgo
laley 13.263, de 24 de marzo de 2016, en la cual ha cambiado el porcentaje obligatorio de
biodiesel al 8%, 9% y 10%, con la posibilidad de aumentar la mezcla al 15% en 2019
dependiendo de la realizacion de ensayos especificos, ademas de lanzar una politica de
Estado llamada “RenovaBio”, con el objetivo de trazar una estrategia conjunta para
reconocer el papel estratégico de todos los tipos de biocombustibles en la matriz
energética brasilefia, tanto para la seguridad energética como para la mitigacion de
emisiones de gases de efecto invernadero (REN21, 2017b; MME, 2017; EPE, 2016). En los
demas continentes, Suecia introdujo exenciones fiscales para el biodiesel y el etanol, y
Zimbabue volvié al E15 después de bajar temporalmente la obligatoriedad de la mezcla
para E5 debido a falta de etanol. Algunos otros paises, como Bolivia, Republica
Dominicana, Estado de Palestina y Zambia afiadieron medidas de mezcla obligatoria entre
2010y 2012 pero fueron eliminadas durante 2013-2015 (REN21, 2017b). Un mapa con el
resumen de los paises que poseen politicas publicas para el incentivo del uso de
biocombustibles se muestra en la Figura 3.

[

-
\‘. .
Paises con obligaciones Y -‘1

establecidas en 2012

Paises que afiadieron ‘
obligaciones durante 2013-2015

Paises que aumentaron las
obligaciones existentes en 2016

Paises que afiadieron
obligaciones en 2016

Paises sin politica o sin
datos disponibles

Figura 3. Paises con politica establecida para el uso obligatorio de biocarburantes. Fuente: adaptado de
REN21,2017c.

La inversion en energia renovable y combustibles fue de por lo menos $ 264,8 mil millones
en 2016, superando las inversiones anuales de los ultimos siete afios, que estaban
alrededor de $ 200 mil millones. Fue el quinto afio consecutivo en que la inversién en
renovables ha sido el doble que en la capacidad de generacién de combustibles fésiles,
centrandose principalmente en las energias solar y edlica. Estas inversiones se traducen
también en la generacion de empleos, de modo que el sector de las renovables empled
cerca de 9,8 millones de personas en 2016, un incremento de 1,1% en comparacién a
2015. La energia solar fotovoltaica y los biocombustibles fueron los que mas plazas de
empleo han generado, destacandose el continente Asiatico que represento el 62% de los
empleos, liderados principalmente por China. La Figura 4 trae con mas detalles los
empleos generados por cada tipo de energia renovable (REN21, 2017b).
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Figura 4. Plazas de empleo generadas por el sector de energias renovables. Fuente: adaptado de REN21,
2017c.

A finales de 2016, los paises con mayor capacidad instalada de energia eléctrica renovable
del globo continuaron siendo: China, Estados Unidos, Brasil, Alemania y Canadj,
teniendoChina la cuarta parte de la capacidad de energia renovable del mundo,
aproximadamente 564 GW. Sin incluir la energia hidroeléctrica, los paises que mas se
destacan en términos de capacidad instalada fueron China, EE.UU. y Alemania, seguidos de
Japon, India, Italia, Espafia y Reino Unido. Otros paises que se destacaron también fueron
Indonesia y Turquia, lideres mundiales en nuevas instalaciones de energia geotérmica en
el afio de 2016; Honduras y Uruguay que produjeron el 9,8% y 22,8% de su consumo
eléctrico con energia solar y eélica, respectivamente; Y Egipto, Marruecos y Africa del Sur,
responsables de grandes aportaciones de energia renovable en el continente Africano
(REN21, 2017b). La Figura 5 muestra los paises punteros en capacidad eléctrica renovable
instalada hasta 2016 por cada tipo de energia.

1 2 3 4 5
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Capacidad de energia renovable per capita : . . . AT
(sin incluir la energia hidroeléctrica?) Islandia Dinamarca SueciafAlemania Spain/Finland
£J Generacién con bioenergia Estados Unidos  China Alernania Brasil Japén
(6] Capacidad de energia geotérmica Estados Unidos Filipinas Indonesia New Zealand  México
Capacidad de energfa hidroeléctrica® | China Brasil Estados Unidos | Canada Federacion Rusa
& Generacidn de energfa hidroeléctrica®  China Brasil Canada Estados Unidos | Federacion Rusa

Eg{?@;ﬁfﬂgﬁ ?2'?}'%"’ solar de Spain Estados Unidos | India Sudafrica Marruecos

Capacidad solar FV China Japén Alemania Estados Unidos | Italy

Capacidad solar FV per cdpita Alemania Japdn Italy Bélgica Australia/Grecia
EA Capacidad de energia edlica China Estados Unidos Alemania India Espafia
Capacidad de energia edlica per cdpita  Dinamarca Suecia Alemania Ireland Portugal

Figura 5. Los paises lideres en capacidad total de generacion a finales de 2016. Fuente: adaptado de
REN21,2017c.

Segun el informe de REN 21 (REN21, 2017c) que trata especificamente sobre los avances
mundiales en la transicién energética hacia un modelo renovable, hay buenos motivos
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para creer que la transicién sigue por un cambio de paradigma que se aleja de un uso
basado en las fuentes fosiles: la nueva capacidad de energia renovable instalada viene
siendo creciente; disminucién considerable en los precios relacionados a las renovables,
especialmente a la solar fotovoltaica y edlica; y la escisidn entre el crecimiento econémico
y las emisiones de gases de efecto invernadero manteniéndose de forma constante
durante los tres ultimos afio . Sin embargo, el mismo informe sefiala que esto deberia
ocurrir a una velocidad satisfactoria para conseguir los objetivos del Acuerdo de Paris,
principalmente en funcidn del retraso en la presencia de renovables que los segmentos de
transporte y de calentamiento y enfriamiento llevan en comparacioén al sector eléctrico.

2. La biomasa

La biomasa es wuna fuente renovable, ampliamente disponible y amigable
medioambientalmente (Behera et al.,, 2014), cuya produccién anual es estimada en 1010
MT (Sanchez y Cardona, 2008). Es una energia autdctona, procedente del Sol, por lo que no
produce dependencia entre paises por lo menos en su fase de obtenciéon (Martin, 2008).
Existen muchas definiciones de lo que es biomasa. Segin el IDAE- Instituto para
Diversificacion y Ahorro de la Energia- , la biomasa puede ser definida como “la materia
orgdnica originada en un proceso bioldgico, espontdneo o provocado, utilizable como fuente
de energia, es decir, cualquier sustancia orgdnica de origen vegetal o animal, incluyendo los
materiales que resultan de su transformacién natural o artificial”. Ya la Especificaciéon
Técnica Europea CEN/TS 14588 define la biomasa como “todo material de origen biolégico
excluyendo aquellos que han sido englobados en formaciones geoldgicas sufriendo un
proceso de mineralizacion”.

La biomasa puede ser clasificada como primaria, cuando hay conversion directa de la
energia solar; secundaria, cuando engloba residuos agricolas y forestales, o terciaria,
cuando se trata de residuos urbanos e industriales. Estos residuos, segiin Gomez (1991)
poseen cinco posibles destinos: fertilizacion y conservacion de suelos, teniendo un uso
agricola, selvicola y de recuperaciéon de terrenos; sustrato productivo, sirviendo como
medio para el crecimiento de lombrices (fines agricolas), setas y levaduras (fines
alimenticios) o bacterias (fines industriales); alimentacién humana; alimentacién
ganadera; o para la produccion de energia, que es lo que va a tener un mayor enfoque.

El uso de la biomasa para fines energéticos se viene basando principalmente en el uso de
la materia prima local para la produccion de biocombustibles, ya que pueden
complementar o sustituir por completo a los combustibles fésiles derivados del petrdleo
(Ozdenkgi et al., 2017). Atendiendo a este presupuesto, la biomasa puede ser clasificada en
oleaginosa, azucarada, amilacea o lignocelulésica. Las materias primas oleaginosas pueden
ser convertidas a biodiesel a partir de la extraccion de su aceite y reaccién de
transesterificacion, produciéndose ésteres metilicos de cadena corta que poseen
propiedades similares al diésel de petrdleo (Thinnakorn y Tscheikuna, 2014; Tran et al,,
2017). La biomasa azucarada y amilacea son generalmente empleadas en la produccién de
etanol de primera generacion, proceso que ya tiene una maduracion tecnolégica y es la
base del etanol producido actualmente en el mundo. La biomasa lignoceluldsica,
compuesta basicamente de residuos agricolas, forestales, agroindustriales o industriales,
esta siendo estudiada para la conversion al etanol denominado de segunda generacion, a
través de un proceso bastante mas complejo que lo establecido para las materias primas
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azucaradas y amildceas en funcién de su estructura fibrosa y dificil de hidrolizar (Raele et
al.,, 2014).

2.1 Composicion de la biomasa lignocelulésica

La composicion y estructura de la biomasa lignoceluldsica pueden ser vista de manera
simplificada en las Figuras 6 y 7, respectivamente. Constituyen el mayor depdsito de
energia fotosintética y materia organica renovable, siendo la celulosa y lignina
considerados los biopolimeros méas abundantes en la naturaleza (NREL, 2017).

Otros ( Extractos, cenizas, etc.)
5% - 15%

Figura 6. Composicion de la biomasa lignocelulésica. Fuente: Adaptado de NREL, 2017.

Especialmente en los ultimos 20 afios, los avances en el area de la microbiologia,
ingenieria genética y biotecnologia estan llevando a la creaciéon de una plataforma de
productos quimicos cada vez mas amplios a partir de la biomasa lignoceluldsica, de entre
los cuales el bioetanol tiene una atencién especial por su importancia en el contexto
quimico y energético, ademas de que el uso de estos tipos de materiales no interfieren con
la produccidén de alimentos (Joshi et al., 2011; Chandel et al., 2011; Alvira et al., 2010).

Célula
vegetal

Pared celuar
Macrofibrilla
Microfibrilla

Lignina

Hemicelulosa

Celulosa
cristalina

Figura 7. Estructura de la biomasa lignoceluldsica. Fuente: Adaptado de Alvarado, 2017.
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2.1.1 Celulosa

La celulosa es un biopolimero de funcidn estructural sintetizado por las plantas
constituido por unidades lineales de D-glucosa enlazadas por uniones del tipo (3-(1,4),
siendo la celobiosa, disacarido 4-0-(f3-D-glicopiranosil-D-glucopiranosa) la unidad que se
repite, como se pueden ver en las Figuras 8 y 9 (Romero-Garcia et al., 2016). En funcién de
la presencia de grupos (-OH), se crean puentes de hidrégeno que confieren estabilidad
intra e intermolecular, siendo la longitud del polimero variable en funcién del tipo de
organismo, su edad y estado metabdlico momentaneo (Li et al.,, 2010b; Barreto, 2008).

OH

OH
HO o HO OI:}II o
O o aH
HO | a /! HO
OoH n OH

OH

Figura 8. Estructura quimica de la celulosa. Fuente: Ferreira et al., 2009.

De acuerdo con Levin (1998), hay dos tipos principales de celulosa: la cristalina o nativa,
marcada por un ordenamiento molecular que induce a una insolubilidad de este material
en agua, disolventes organicos (benceno, éter, cloroformo, etanol) y en disoluciones de
acidos y Adlcalis diluidas; y la celulosa modificada, que abarca la celulosa amorfa,
carboximetilcelulosa y celooligosacaridos, que en funcién de su mayor grado de
desorganizacion molecular resulta soluble en agua y de facil descomposicion por parte de
los diversos pretratamientos que tienen por fin la produccion de bioproductos. La celulosa
cristalina se torna muy soluble en presencia de acido clorhidrico al 44% y en acido
sulftirico al 72% (Swatloski et al., 2002; Diaz et al,, 2011).
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Figura 9. Constitucion de la celulosa. Fuente: Nueva Génesis, 2017.

2.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa, por su vez, son biopolimeros heterogéneos y de cadena ramificada,
constituidos de pentosas (3-D-xilosa, a-L-arabinosa), hexosas ([3-D-manosa, 3-D-glucosa,
a-D-galactosa) y también por A&cidos organicos (a-D-glucurénico, a-D-4-0O-
metilgalacturénico y acidos a-D-galacturdnico) que aparecen en las paredes celulares en
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forma amorfa (Girio et al., 2010). La estructura quimica simplificada de la hemicelulosa
puede ser vista en la Figura 10.

Y AcO OH HO DAc
o s} Q -

b OH
O
CoH

Figura 10. Estructura quimica general de la hemicelulosa. Fuente: Ferreira et al., 2009.

La gran mayoria de las hemicelulosas son dotadas de una cadena de azicares plana unidos
por enlaces (3-1,4 formando una especie de columna vertebral, de la cual pueden derivar
pequefias ramificaciones de azilcares. Presentan una menor longitud que la celulosa y
también un menor grado de polimerizacién, entre 100 y 200. Son clasificadas segun el tipo
de azucar dominante en la cadena principal, pudiéndose identificar tres grupos
principales: xilanos, glucanos y mananos. Los xilanos representan el grupo con mayor
representatividad, teniendo un esqueleto principal formado por unidades residuales de
xilopiranosa mediante enlaces 3-1,4, teniendo, segin Coughlan y Hazlewood (1993), tres
familias principales: xilanos de la madera de angiospermas, con 10% a 35% de xilano y
grado de polimerizacion cerca de 200.; xilanos de la madera de coniferas, conteniendo
10% a 15% de xilano con un grado de polimerizacién mayor de 120; y el xilano de los
pastos, con un grado de xilano variable y grado de polimerizacion cerca de 70.

La eliminacién de la hemicelulosa durante la etapa del pretratamiento facilita la digestion
de la celulosa en la etapa de hidrdlisis enzimatica, una vez que pueden cubrir las fibrillas
de celulosa y dificultar el acceso a ella. Ademas, por tener una estructura mas fragil, las
condiciones de operacién en el pretratamiento, como temperatura, presion y tiempo de
retencion del material, son claves para impedir la formacién de productos de degradacién
que pueden ser potenciales inhibidores del proceso de fermentacién, como el furfural e
hidroximetilfurfural (Agbor et al., 2011; Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000).

2.1.3 Lignina

La lignina es un biopolimero tridimensional sintetizado a partir de la polimerizacién de
compuestos de fenilpropano, unidos a través de distintos tipos de enlaces que se alternan
sin un orden definido, formando una matriz compleja (Santos et al., 2017; Demirbas, 2008;
Romero-Garcia et al,, 2016). Siendo considerado el polimero aromatico no polisacarido
mas abundante de la naturaleza, es insoluble, amorfo y de alto peso molecular.

El alcohol p-cumarilico, coniferilico y sinapilico son los precursores de mayor importancia
en la formacién de la lignina, que gracias a la accién de lacasas y peroxidasas producen
radicales libres que al azar van reaccionando para formar diversos tipos de uniones,
principalmente C-0 o C-C, siendo predominante el enlace [3-0-4. Estos tres precursores no
presentan una proporcion fija, variando conforme a la especie de la planta, tipo de tejido y
localizacion de la lignina dentro de la pared celular. Cada uno de ellos va a generar las
subunidades de la lignina, que son: el p-Hidroxifenilo, Guayacilo y Siringilo. La Figura 11
muestra cada uno de los compuestos precursores y las subunidades que los originan,
mientras la Figura 12 los diversos tipos de uniones verificadas en la lignina.
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ALCOHOLES CINAMILICOS (PRECURSORES)

OH OH OH

Y ¥4 &

OCH; H,CO OCH;
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Aleohol p-eumarilico  Alcohol coniferilico  Aleohol sinapilico

UNIDADES FORMADORAS

OCH, H,CO CGCH,
.0 .0 .0

- i -

p-Hidroxifenilo Guayacilo Siringilo

Figura 11. Principales compuestos precursores y sus respectivas unidades formadoras. Fuente: Yuan et
al., 2013.

La Figura 11, muestra que las subunidades van a variar dependiendo de la posicion del
grupo metoxilo de su precursor. Todavia, estos no son los Unicos mondmeros que dan
lugar a la estructura de la lignina, estando ampliamente aceptado que otros compuestos
como el coniferaldehido y los monolignoles acilados también participan de las reacciones
de acoplamiento que forman la lignina (Romero-Garcia, 2016).

En las maderas, la lignina tiene la funcién de proveer resistencia contra la degradacién
microbiana, gracias a su asociaciéon espacial con los polisacaridos dentro de la pared
celular. En respuesta al ataque de hongos patégenos o a heridas, se pueden producir
fendmenos como la lignificaciéon (aumento en el contenido de lignina). Una vez eliminada o
modificada la lignina, la celulosa se encuentra mas expuesta a la acciéon bacteriana y puede
ser facilmente degradada.
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Figura 12. Estructura quimica de la lignina. Fuente: Bommarius y Riebel, 2004.

2.1.4 Componentes no estructurales o secundarios

Los componentes no estructurales son fracciones del material lignoceluldsico compuesto
por variadas sustancias, como grasas, gomas, resinas, entre otros, que no pertenecen a la
pared celular. Son de bajo peso molecular y solubles en agua o solventes organicos. Esta
fraccion posee un interés industrial bastante significativo por la presencia de
componentes antioxidantes, como la oleuropeina, flavonoides y compuestos fendlicos,
pero no es atractivo dentro del contexto de la producciéon del bioetanol de segunda
generacion por el potencial inhibidor de algunos de estos compuestos (Romero-Garcia,
2016).

2.2 Biorrefinerias Lignoceluldsicas - Una propuesta para el completo
aprovechamiento del material lignoceluldsico

2.2.1 Definicidn general y clasificacion

La biorrefineria forma parte de un camino hacia la sostenibilidad en todos sus ambitos. Un
camino en el que, como especie humana, necesitamos hacer frente a una transicion mas
alla del combate contra el cambio climatico y de adelantarse a una crisis por la escasez del
petroleo y el alza de sus precios. Nos referimos a una transiciéon hacia un modelo de
desarrollo integral, descentralizado, basado en una gran presencia de los recursos
naturales renovables y locales, y con un paradigma econémico distinto, es decir, con
beneficios mejor distribuidos.
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Segin Fahd et al. (2012), la biorrefineria se define como un “modelo integrado de
actividades agricolas y de conversién capaces de proporcionar bioenergia y biomateriales
como alternativa a las refinerias basadas en energia fésil, aumentando el empleo y la renta
en zonas rurales”. Por otra parte, segin Demirbas (2009), es una instalacién similar a la
refineria de petréleo, donde la biomasa se convierte en productos quimicos y energia a
través de una multitud de procesos, tales como hidroélisis, pirolisis, catalisis, fermentacidn,
gasificacidn y licuefaccion. La Agencia Internacional de Energia (IEA, 2017) la define como
“instalacién donde se generan, de forma sostenible, un amplio espectro de productos de
interés comercial a partir de biomasa”. La definicion mas actualizada, todavia, que de
hecho la utiliza el Laboratorio Nacional de Energias Renovables de los Estados Unidos
(NREL, por sus siglas en inglés), es la que se le atribuye a Demirbas (2010) en que se
define biorrefineria como “instalaciéon que integra procesos y equipos de conversioén de
biomasa para producir combustibles, electricidad y productos quimicos de valor afadido a
partir de biomasa”. En definitiva, se puede decir que uno de los objetivos de las
biorrefinerias es contribuir a cubrir una demanda energética y a obtener productos
quimicos y materiales, mediante una serie de operaciones y procesos que ayudan a
transformar la biomasa en un producto deseado

El término “Biorrefineria” fue establecido en los afios 1990. Pero sus origenes se remontan
al ano 1878, cuando el quimico Aleman A. Mitscherlich empez6 a producir etanol y
pegamento para papel a partir del licor residual de la pulpa de sulfito. Ademas de etano],
los primeros procesos dentro de la biorrefineria estaban enfocados para produccion de
acido lactico, 1,3-Propanediol y lisina para produccién de polimeros, la mayoria de ellos a
través de fermentacion. Actualmente, los proyectos de biorrefinerias estan enfocados en la
fabricacion de combustibles, solventes, productos quimicos, plasticos, energia y alimento
para fines humanos. Un hecho histérico importante que contribuyé para el actual
desarrollo de las biorrefinerias fue la politica de Chemurgy implementada en Estados
Unidos en 1925. Chemurgy era una abreviacién para “quimica proveniente del acre”, y
hacia mencién a la utilizaciéon de productos agricolas (hoy en dia llamados recursos
renovables) en la industria quimica. En este periodo se fundé también el Consejo Nacional
Agricola Chemurgy, en el que se hacian conferencias entre industria, ciencia y agricultura.
La disminuciéon de los precios del petréleo crudo después de la segunda guerra mundial
hizo que el Chemurgy dejase de existir, pero muchos de los procesos e invenciones que se
consiguieron en esa época aun estan vigentes (Kamm et al., 2005).

Segun Clark y Deswarte (2008), en la literatura se han descrito tres tipos de biorrefinerias,
las cuales conforman la clasificaciéon conocida actualmente. Estas son las biorrefinerias
Fase I (una materia prima, un proceso y un producto principal); Fase Il (una materia
prima, maultiples procesos y multiples productos principales); y Fase III (multiples
materias primas, multiples procesos y multiples productos principales). La Fase III es el
tipo de biorrefineria mas avanzado. La diversidad de productos da un alto grado de
flexibilidad a los cambios de las demandas del mercado y proporciona a las biorrefinerias
fase 11l varias opciones para lograr rentabilidad y maximizar sus rendimientos. Ademas, el
hecho de usar multiples materias primas ayuda a asegurar la disponibilidad de éstas y,
ofrece a las biorrefinerias la posibilidad de seleccionar la combinacién mas rentable de
materias primas que estén a disposicion en un lugar determinado. Actualmente, existen
cuatro sistemas de biorrefinerias fase IIl que se encuentran en etapa de investigacion y
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desarrollo, que son: Biorrefinerias de materiales lignoceluldsicos (usarian como materia
prima biomasa lignocelulésica de “naturaleza seca”); Biorrefinerias de “planta entera”
(emplearian toda la planta de cereales tales como el trigo, el maiz, etc.); Biorrefinerias
verdes (toman biomasa verde de “naturaleza himeda”, como la alfalfa, el césped, el trébol,
etc.); y Biorrefinerias del concepto de “dos plataformas” (la materia prima es separada en
una “plataforma de azicares” -bioquimica- y una “plataforma de gas de sintesis -
termoquimica).

2.2.2 Biorrefinerias Lignocelul6sicas

De entre las posibles plantas de biorrefineria que puedan trabajar a una gran escala, las
que estan basadas en materias primas lignocelulésicas son las que mas pueden tener éxito,
principalmente por la disponibilidad de la biomasa (como madera, paja, césped y residuos
de papel) y por la representatividad que sus productos encuentran tanto en el mercado
tradicional petroquimico como en el mercado futuro basado en los bioproductos (Valdivia
etal,, 2016; Kamm et al., 2005).

De hecho, en la dltima década, la industria lignocelulésica ha logrado enormes progresos.
Al menos cuatro plantas comerciales han sido inauguradas en los ultimos afios, todas
relacionadas a la produccién de etanol celulésico: Proyecto “Liberty” por la empresa
conjunta Poet-DSM; “Cellulosic Ethanol Plant”, por Dupont, en Nevada, lowa; Industria
“Abengoa Bioenergy Hybrid Kansas”, por Abengoa; y “Crescentino”, por BetaRenewables
(el Unico en Europa) (Kumar et al,, 2009a). Todos estos estan en diferentes niveles de
operacidn, ya que estan en su fase de arranque actual. El éxito en este conjunto de
instalaciones es crucial para el posterior despliegue comercial de la industria (Valdivia et
al, 2016; Kamm et al., 2005).

En Estados Unidos, el apoyo gubernamental a la tecnologia de segunda generacion ha sido
significativo, pero probablemente todavia no sea suficiente. Ademas, algunas empresas,
como Abengoa, POET-DSM e IneosBlo, han recibido financiacion para la construccién de
instalaciones comerciales. No hay duda de que este apoyo ayud6 a avanzar el estado de la
técnica para esta tecnologia, sin embargo, se necesita mas apoyo para llevar la tecnologia a
la madurez. Este apoyo podria obtenerse mediante la financiaciéon directa de proyectos
comerciales y mediante exenciones de créditos fiscales, primas por biocombustibles
lignocelulésicos o el aumento del limite legal de mezcla. Los inversores son otra pieza
necesaria que puede ayudar a llevar la industria de las biorrefinerias a un nivel maduro.
Hay un conjunto de inversores privados que estan dispuestos a asignar sus recursos a la
tecnologia verde, sostenible y econdmicamente viable. Para tener acceso, primero sera
necesario desplegar las instalaciones comerciales mencionadas. Esto reducira el riesgo
tecnolégico percibido para los inversores y aumentara el nimero de entidades, bancos y
fondos privados interesados en este mercado (Valdivia et al., 2016; Kamm et al., 2005).

De entre estos compuestos, la celulosa y la hemicelulosa poseen numerosos procesos bien
desarrollados y que estan en vias de mejora, pero la lignina aun sigue poco aprovechada,
funcionando como combustible, aglutinante o material adhesivo. Al estar constituida por
fenoles, la separacion en unidades menores de hidrocarburos aromaticos traeria un gran
valor afiadido a los productos primarios obtenidos en las biorrefinerias lignocelulésicas.
Es importante considerar que atin no se ha descubierto un microrganismo capaz de
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reducir la lignina al punto de obtener dichos mondmeros, al contrario de lo que ocurre con
las estructuras de la celulosa y hemicelulosa (Kamm et al., 2005). Una vision general de los
productos potenciales que pueden ser obtenidos esta en la Figura 13.
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Figura 13. Posibles productos obtenidos a partir de biorrefineria basada en material lignocelulésico.
Fuente: adaptado de Kamm et al (2005).

La producciéon de biocombustibles liquidos basados en materia prima lignocelul6sica,
principalmente el etanol, para combinar con la gasolina, es de importancia mundial para
asegurar el suministro de energia mientras se reduce el uso de combustibles fésiles,
apoyando el desarrollo de la tecnologia rural con empleos basados en el conocimiento y
mitigando las emisiones de gases de efecto invernadero (Valdivia et al, 2016;
Sawatdeenarunat et al,, 2015; Hu et al., 2017; Sun y Cheng, 2002). Ademas, el etanol puede
servir como un puente para la produccién de una mayor variedad de productos quimicos,
principalmente cuando convertido a eteno, que a su vez puede ser convertido a polietileno
u otros productos de interés (Kajaste, 2014; Scown et al,, 2014). La glucosa, principal
azucar para la produccién de etanol, también puede ser redireccionada a la produccién de
otras sustancias, como butanol, acido succinico, metano, hidrégeno, propanol, acetona (de
entre otros) a través de la actividad microbiana.

Otro de los productos de mayor interés es el furfural. Este compuesto es utilizado en
innumerables aplicaciones como nematicida, fungicida y lubricante, ademas de ser
precursor de otros productos como 5-metil furfural, tetrahidrofurano y alcohol furfurilico
(Raman y Gnansounou, 2015; Win, 2005).

2.3 La biomasa del olivar
El olivo (Olea europea) es un arbol de la familia de las oleaceas tradicionalmente cultivado

para la produccion de aceite y aceitunas de mesa. Cerca del 97% de la produccién global
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de aceitunas se encuentra en la cuenca mediterranea, teniendo a Espafia como su principal
productor mundial, seguido por Italia, Grecia, Turquia, Marruecos y Tunez. Posee un
tronco erecto de color gris claro, hojas lanceoladas y flores muy pequefias, reunidas en
inflorescencias, pudiendo llegar hasta 15 metros de altura (Pérez, 2015; Christoforou y
Fokaides, 2016; Rostia y Pasadas, 2012).

El diagrama de flujo de explotacion del olivar hasta la produccion del aceite se muestra en
la Figura 15.EI proceso se inicia con la recoleccién de la aceituna, que se debe cosechar en
su madurez fisiolégica indicado por un color verde limén o negro, dependiendo de la
variedad. El transporte hasta las almazaras o entamadoras debe ser el mas rapido posible,
y antes de su procesamiento se separa la materia prima que presenta signos de deterioro,
pudiendo ser manual o a través de maquinas dependiendo de la produccién. En las
almazaras se extrae el aceite de oliva a partir de la aceituna por medios fisicos, con
utilizacién de molinos o trituradores metdlicos para liberar el aceite mediante la rotura de
las células, obteniéndose una pasta que se lleva a la batidora, donde se va a disminuir la
viscosidad de la pasta y facilitar la formacion de la fase oleosa. Se procede entonces a la
separacién de fases, que puede ser realizada por prensa hidraulica (ya practicamente en
desuso) o por sistemas continuos de dos o tres fases. (Pérez, 2015; Junta de Andalucia,
2010). En el sistema de tres fases se obtiene, ademas de la fase oleosa, una fase acuosa
denominada alpechin, y otra sélida que contiene el orujo con restos de aceite y agua. Por
otro lado, en el sistema de dos fases no se genera alpechin, teniendo como tnico co-
producto el orujo con elevada humedad, ademas de la fase oleosa. La diferencia entre estos
dos sistemas puede ser visto en la Figura 14.

a) Sistema de tres fases b) Sistema de dos fases
ACEITUNA ACEITUNA
1000 kg * i 1000 kg *
ORUJO ALPECHIN ORUJO
600 kg 733 kg 819 kg

Figura 14. Diferencia entre el sistema continuo de dos y tres fases. Fuente: Junta de Andalucia (2010).

Las entamadoras se dedican al procesado de la aceituna mediante salazén o fermentacion
para su consumo como aceituna de mesa. Las aceitunas de mesa pueden ser clasificadas
como verdes (elaborado de frutos recogidos durante el ciclo de maduracién sometidos a
fermentacion lactica); de color cambiante (de frutos castafios o color rosa recogidos antes
de su madurez completa); negras naturales (proveniente de frutos recogidos en su
completa madurez, de tono oscuro); o negras oxidadas (obtenida de frutos oscurecidos
artificialmente mediante oxidacién). Primeramente la aceituna pasa por una solucion
diluida de hidroxido sédico para eliminacién de su amargor, realizdndose posteriormente
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la fermentacion en salmuera. La concentracion de sal es importante pues si es mas elevado
que el punto 6ptimo puede producir el arrugado del fruto, mientras si es menor puede
alterar su sabor por ocurrencia de la indeseable fermentacion butirica (Junta de Andalucia,
2010).

El orujo que se obtiene de las almazaras aun contiene una cantidad de aceite, que es
extraido mediante procedimientos fisicos o quimicos en las extractoras. El proceso fisico
consiste en un tambor cilindrico que giran a gran velocidad, separando el aceite de orujo
del resto de materiales. La extraccién quimica se hace principalmente con hexano u otro
disolvente organico, purificAndose el aceite en etapas posteriores y recuperandose el
hexano (Junta de Andalucia, 2010).

»| RESTOS DEPODA |

| OLIVAR |

|
v

[ ACEITUNA ]

! !
I
Denpss |- ENTRow RN - o,
DEMESA |* l l | | = ’Q_OLIVA
v v v

HUESO || RESTOSDE |[ oRrujo | | HUESO |
HOJAS Y
RAMAS |
 ACEITE DE
— | ORUJO DE
‘ | OLIVA
v v
Materia prima | ORUJILLO | | HUESO |

Subproductos

Figura 15. Esquema de la biomasa generada por el olivar. Fuente: Herrera (2012).

Ademas de los usos tradicionales, el olivar viene siendo progresivamente utilizado como
fuente energética, en funcién del volumen de biomasas generado tanto en la etapa de
cosecha y cuidados del cultivo como en las almazaras. Como resultado, se generan una
significativa cantidad de residuos lignoceluldsicos, como son: restos de hojas y ramas
finas, llamadas también hojin, generadas como resultado de la limpieza de la aceituna en
almazaras o entamadoras, utilizado tradicionalmente para alimentacién animal y mas
recientemente para produccién de compost y energia eléctrica; orujo o alperujo, generado

en las almazaras y tradicionalmente destinado a produccion del aceite de orujo, pero que
también viene siendo utilizado para produccion de energia eléctrica o en conjunto con el
hojin y otros residuos organicos como compost; orujillo, subproducto de las extractoras
resultado del proceso de secado y extraccion del aceite de orujo, siendo generalmente
autoconsumido en las propias instalaciones o destinado a cogeneracion de energia con gas
natural; hueso de aceituna: generado en las almazaras, entamadoras y extractoras como

componente solido del orujo, destinado principalmente para calefaccién industrial o
doméstica debido a su bajo contenido de cenizas y elevado poder calorifico (Romero-
Garcia, 2016; Romero-Garcia et al., 2014; Garcia-Maraver et al., 2012; Junta de Andalucia,
2010). Otros residuos son generados a partir de la poda de olivo, que se va a tratar
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especificamente en el proximo apartado. La Figura 16 muestra un balance de materia
derivado de una hectarea de olivar.

1300 kg de
' ua residual
500 kg de = )
aceite de oliva

2500 kg de \ J 400 kg de

. | olivas hueso de oliva
1 HECTAREA ' 2000 kg de
DE OLIVAR orujo |
\ 1500 kg de ' 40 kg de aceite
poda de olivo de orujo

260 kg de

orujillo

Figura 16. Produccién derivada estimada del cultivo de una hectarea de olivar. Fuente: Romero-Garcia
2016.

2.3.1 La poda del olivo

La poda del olivo es una operacidn realizada a cada dos afios después de la cosecha de los
frutos que también genera un importante residuo, compuesto principalmente por hojas,
ramas delgadas y ramas gruesas en una proporcién 1:2:1 en peso seco, aunque esta
proporcion puede variar en funcién de la edad del arbol, técnicas de cultivo y localizacién
de la poda (Romero-Garcia et al, 2014). Este residuo se elimina generalmente por
combustién o por molienda y propagacién en el campo, pudiendo provocar liberaciéon de
CO., propagacion de enfermedades y proliferacion de insectos. Con el cultivo de mas de 5
millones de hectareas en toda la Unién Europea en 2014, estimandose una produccién de
poda de olivo de 7,5 millones de toneladas. (Martinez-Patifio et al., 2017a, FAOSTAT, 2017;
Romero-Garcia, 2016; Cara et al,, 2006; Negro et al.,, 2014).

Quimicamente, la poda de olivo estd compuesta principalmente de azticares estructurales
(celulosa y hemicelulosa), lignina y extractos (cenizas y otros componentes minoritarios),
en proporcion de 26,1% a 36,6%, 20% a 25%, 17,9% a 27,7% y 14,1% a 31,4% (p/p)
respectivamente, pudiendo variar dependiendo de una serie de factores. La poda de olivo,
en funcién de su amplia disponibilidad y bajo coste, al ser generada cada dos afos, viene
siendo estudiada como fuente para la producciéon de bioetanol y otros bioproductos
(Romero-Garcia, 2016; Romero-Garcia et al., 2016; Ruiz et al., 2017)

3. El Bioetanol

El etanol, de formula quimica C2H¢O, es un compuesto organico perteneciente a la clase de
los alcoholes, que tienen por formula general R-OH, donde R es cualquier grupo alquilo y el
“-OH” es el grupo funcional “hidroxilo” u “oxhidrilo”. Los alcoholes pueden obtenerse
mediante tres métodos: hidratacién de alquenos en medio acido; a través del proceso oxo,
conversion de alquenos en aldehidos por hidroformilaciéon con una mezcla equimolecular
de CO y Hy, siendo posteriormente convertido a alcohol; y a través de la fermentacién de
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carbohidratos. Cuando los alcoholes tienen origen bioldgico, como en el proceso
fermentativo, reciben el prefijo “bio”, como por ejemplo biometanol, bioetanol, biobutanol,
etc. (Allinger et al., 1984).

El bioetanol es uno de los mas importantes biocombustibles producidos a partir de la
biomasa, siendo considerado limpio, renovable, y con la posibilidad de operacién en
motores con ciclo de combustién de igniciéon por chispa (motor Otto) a partir de dos
maneras: en mezclas con la gasolina utilizdndose el etanol anhidro (99,6 2GL, donde “¢GL”
indica grado Gay Lussac); o como combustible puro, empleandose el etanol hidratado (96
2GL). El potencial para sustituir la gasolina también se da por otras razones, como su alto
octanaje (108), elevada presién de vapor y presencia del oxigeno molecular, que
compensa el menor poder calorifico en comparacién a la gasolina, teniendo una
combustién con menor emisién de compuestos toxicos a la atmosfera, emitiendo cerca de
80% menos CO; que los combustibles fésiles (Aditiya et al., 2016; Thangavelu et al., 2016;
Manochio et al, 2017). La Tabla 1 indica las principales propiedades de la gasolina en
comparacion al etanol.

Parametro Unidad Gasolina | Etanol
Poder Calorifico KJ/litro 32.180 | 22.350
Inferior
Densidad kg/litro 0,72-0,78 | 0,792
Octanaje RON* - 90-100 | 102-130
Octanaje MON** - 80-92 89-96
Calor latente de k] /kg 330-400 | 842-930
vaporizacion
Relacion aire /
combustible - 14,5 9
estequiométrica
Presion de vapor kPa 40-65 15-17
Temperatura de °C 220 420
ignicion
Solubilidad en agua | % en volumen ~0 100

Tabla 1. Algunas de las propiedades del bioetanol y de la gasolina. Fuente: adaptado de BNDES y CGEE,
(2008). Datos: *Octanaje RON (“Research Octane Number”) es una medida del niimero de golpeteos de
la valvula de un motor patrén tipo CFR (“Cooperative Fuel Research”) cuando éste es alimentado con el
combustible en estudio, simulando condiciones suaves de manejo. **Octanaje MON (“Motor Octane
Number”) tiene un método de medida similar al RON, pero simulando condiciones severas de uso,
como la subida de una cuesta.

El etanol hidratado tiene su uso vinculado a motores fabricados o adaptados
especialmente para este fin, adoptando tasas de compresion mas elevadas para
aprovechar el mayor octanaje del etanol y ganar eficiencia en la combustién, ademas de
cambios en los sistemas de alimentaciéon y modificacion de materiales que estaran en
contacto directo con el etanol como tanques, filtros y bombas de combustible en virtud del
poder corrosivo de este biocombustible. Actualmente, la tecnologia automotora para el
etanol hidratado estd suficientemente desarrollada para permitir condiciones de
rendimiento, conductividad, arranque en frio y durabilidad similares a los motores a
gasolina. El bioetanol también es utilizado en aviones agricolas en el interior de Brasil,
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siendo el principal el modelo “Ipanema”, fabricado por Embraer (BNDES y CGEE, 2008;
Vanzela et al,, 2017).

A partir de 2003, gracias a los avances en los sistemas electrénicos de control de mezcla e
ignicion, fueron lanzados en 2003 en Brasil los vehiculos “Flex-fuel”, capaces de utilizar
mezclas gasolina-etanol anhidro (con 20 a 25% de etanol), etanol hidratado o mezclas
entre etanol hidratado y gasolina-etanol anhidro en cualquier proporcién sin ningin
problema en los motores, representando la mayoria de los coches en circulacién en Brasil
en la actualidad. En Brasil, estd en desarrollo la creacion del primer motor “hibrido flex”
del mundo. El objetivo es hacer el motor apto para utilizar la gasolina pura (E0), la
gasolina brasilena (E27), etanol hidratado (E100), el biometano y el gas natural
comprimido (BNDES y CGEE, 2008; Poli-USP, 2017). Las porcentajes de etanol a la
gasolina son representadas por la sigla “E”, asi, E27 indica 27% de etanol anhidro a la
gasolina, EO no hay ninguna adicién mientras E100 indica 100% de etanol.

Todavia, la manera mas frecuente e inmediata a la utilizacion del etanol como combustible
es su mezcla con la gasolina y utilizacién en motores ya en circulacién, sin la necesidad de
ninguna modificacién. Esto representa una ventaja para paises en vias de desarrollo que
pueden producir etanol y son dependientes de importaciones de combustibles, y también
para paises industrializados que tienen un potencial limitado de produccién de etanol y lo
compran a otros paises con mejores condiciones de produccion.

Al mezclar el etanol y la gasolina, ocurre la produccién de un nuevo combustible con
distintas caracteristicas a los originales, en razén del etanol constituirse en una sustancia
pura y la gasolina ser una mistura con mas de 200 distintos hidrocarburos derivados del
petroleo. Algunas de las principales caracteristicas de esta mezcla son explicadas
enseguida:

Octanaje: Medida de resistencia de un combustible a la autoignicién y detonacion,
evaluada a través de los métodos RON y MON descriptos en la Tabla 1. El etanol es
reconocido como un antidetonante mejorador del octanaje de la gasolina, siendo Brasil
uno de los primeros paises del mundo en utilizar el etanol en la gasolina para sustituir el
plomo. En Espafia todo el bioetanol es convertido en un aditivo denominado ETBE (Etil-
Tercbutil Eter) para mezclarse con la gasolina, por su menor poder corrosivo, mayor
poder calorifico y menor emision de CO y particulas (Rodriguez-Antén et al., 2015; Yee et
al,, 2013).

Volatilidad: es la facilidad de un combustible liquido en vaporizarse, relacionado al
arranque en frio del motor, aceleracién y economia de combustible. Esta relacionada con
un importante parametro denominado presion de vapor, que determina el nivel de
emisiones y la posibilidad de ocurrir la formacién de vapor en las lineas de alimentacion
del combustible, aumentando el valor de este parametro con la adicion del etanol.

Rendimiento: Una gasolina que contiene 10% de etanol posee un mayor calor de
vaporizaciéon en comparacidn con la gasolina pura, haciendo que esta mezcla, a pesar de
tener un poder calorifico 3,3% menor por unidad de volumen, aumente el rendimiento en
1% y 2% en comparacion a la gasolina pura.

20




Produccién de biocombustibles a partir de mezclas de pentosasy hexosas de residuos agricolas
Fernandes Klajn, Felipe

Separacién de fases: En las mezclas etanol-gasolina la separacion de fases puede ser
provocada por la incorporacion de un exceso de agua, que tiene una probabilidad menor
de ocurrir cuanto mayor es la concentraciéon de etanol en la gasolina, ya que tiene una
mayor compatibilidad quimica con el agua (BNDES y CGEE, 2008).

La produccion de etanol combustible en 2016 fue estimada en 99 billones de litros (unidad
de EE.UU.), siendo los EE.UU. responsables del 59% y Brasil del 27% de este montante,
seguidos de China, Canadd y Tailandia. China es el principal representante asiatico, con
una produccién estimada de 3,2 billones de litros en 2016, basados un 99% en el proceso
de produccién a través del almidén. En Tailandia la produccién lleg6 a 1,2 billones de
litros, mientras en Canada ha llegado a 1,7 billones de litros en 2016. En Europa, la
produccion ha caido cerca de un 6% debido a que su principal productor (Francia) ha
sufrido una disminucién en la cosecha de materia prima, pero se ha verificado aumentos
significativos de la producciéon en Hungria (38%) y en el Reino Unido (23%) (REN21,
2017a).

4. Etapas de produccion del bioetanol de segunda generacion

4.1 Pretratamiento

Una de las propiedades caracteristicas de la biomasa lignocelulésica es su estructura
rigida, que es recalcitrante a la descomposicion. En la ruta de la produccién del bioetanol
(v de demas productos quimicos), se hace necesaria una etapa de pretratamiento, capaz de
descomponer esta estructura y preparar las condiciones para que el coctel enzimatico
pueda actuar sobre el material. El pretratamiento es una de las etapas cruciales para hacer
viable una plataforma de bioproductos a partir de la biomasa, y cuenta con
aproximadamente el 40% del coste involucrado en el bioetanol producido (Sindhu et al,,
2016; Gupta et al, 2010; Mosier et al, 2005; Chandra et al, 2007). Ademas de
descomponer la estructura del material lignocelulésico, como puede ser visto en la Figura
17, un pretratamiento adecuado de acuerdo con Yang y Wyman (2008) y Gupta y Verma
(2015) debe:

Celulosa

e e h"--‘- -~y '-_ o
e —S . 4 S .
Hemicelulosa

Pretratamiento

Nl dpooOOO 0000 655523%
%%;3% ﬁ=
= ?m;ogﬁpmo
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Figura 17. Ilustracion del pretratamiento del material lignocelulésico. Fuente: adaptado de Mood et al.
(2013).
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a) Tener un rendimiento elevado para distintos cultivos, en distintos lugares y con
distintos tiempos de maduracion: idealmente, un pretratamiento deberia ser efectivo
para cualquier materia prima lignoceluldsica, aunque lo que se reporta es una
especificidad dependiendo del material a ser trabajado. Los pretratamientos basicos se
muestran con una menor efectividad para maderas blandas, mientras los acidos, pese a
que funcionen con una variedad mayor de sustratos, suelen ser mas costosos (Mosier et
al,, 2005; [13)].

b) Baja degradacion de carbohidratos: una recuperacion de azilcares fermentables
provenientes de la fraccion celulésica y hemicelulésica proximas del 100% es deseable.

c) Minima produccién de compuestos inhibidores: dependiendo de las condiciones del
pretratamiento, puede ocurrir la formacién de compuestos inhibidores para el
microrganismo que ird actuar sobre el material posteriormente, siendo estos compuestos
agrupados principalmente en acidos débiles, compuestos fendlicos y derivados del furano.

d) Que no se requiera una disminucién previa del tamafio del material: la reduccion
del tamafio del sélido es una etapa costosa con alto requerimiento energético.

e) Que la realizacién del pretratamiento tenga lugar en reactores con el menor
tamafio y coste posibles: los costes del reactor deben ser bajos y capaces de aguantar
unas presiones de trabajo razonables y la corrosién por el empleo de productos quimicos.

f) No genere residuos sdlidos: seria ideal que el tratamiento realizado sobre el
hidrolizado generado en el pretratamiento no produjese residuos que necesitasen de
posterior tratamiento, para disminuir los costes del proceso.

g) Efectivo en materias primas con bajo contenido en humedad: la utilizaciéon de
materias primas con baja humedad podria reducir el consumo de energia durante el
pretratamiento.

h) Obtenciéon de materiales con altas concentraciones de azicar: juntando los
procesos de hidrolisis enzimatica y pretratamiento, es recomendable que la concentracién
de azucares sea superior a 10% para asegurar una produccion de etanol con
concentracion adecuada con el fin de tornar el proceso financieramente atractivo.

i) Recuperacion de la lignina: con la idea de producir un maximo de compuestos
quimicos de valor afiadido a partir de una materia prima y traer el concepto de
biorrefineria mas préximo de la realidad, la separacién y recuperacion de los componentes
de la biomasa debe de ser 1a mayor posible.

j) Bajos requerimientos de calor y energia: para que los costes de la etapa de
pretratamiento sean los menores posibles, una baja demanda de energia o una integracion
de procesos que permita el aprovechamiento del calor generado se hace necesario.

k) Compatibilidad con la fermentacién: la recuperacién de aztcares verificada en el
pretratamiento y posterior hidrdlisis enzimatica debe ser compatible con la utilizacion de
un microrganismo capaz de fermentar azicares C5 o ambas fracciones C5 y Cé6.
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4.1.1 Tecnologias de pretratamiento

Durante las ultimas décadas, una multitud de pretratamientos han sido estudiados y
probados, pudiendo hacerse una clasificacion segtin su naturaleza en biolégicos, quimicos,
fisicos, fisico-quimicos y combinados.

4.1.1.1 Pretratamientos Biologicos

Este tipo de pretratamiento utiliza principalmente hongos blancos, marrones y de
podredumbre blanca capaces de degradar lignina, hemicelulosa y una pequefia parte de
celulosa. Al realizarse en condiciones suaves, tiene un consumo energético muy bajo y es
ambientalmente sostenible, ademas de que los co-productos generados no poseen efecto
inhibidor sobre la hidrdlisis enzimatica (Sindhu et al., 2017; Sanchez, 2009). De entre los
microrganismos estudiados y que presentaron resultados satisfactorios en el
pretratamiento de materiales lignocelulésicos se encuentran: Ceriporia lacerata, Cyathus
stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus y Pleurotus ostreaus,
pero la mayor eficiencia pertenece a la especie Phanerochaete chrysosporium, en razoén de
su velocidad de crecimiento y elevada habilidad en biodegradar la lignina (Chen et al,
1995; Shi et al,, 2008; Itoh et al.,, 2003).

En el pretratamiento bioldgico, Wan y Li (2010) han demostrado que el contenido en
humedad y tamafio de particula del material, ademas del tiempo de pretratamiento y
temperatura empleados en el proceso son factores que pueden afectar el rendimiento del
pretratamiento. Los autores, trabajando con Ceriporiopsis subvermispora rebuscando la
produccion de etanol, observaron un rendimiento en glucosa de 66,61% después de 35
dias de pretratamiento trabajando a 28°C, 75% de humedad y 5mm de tamafio de
material, y una degradacién de lignina de 31,59% durante 18 dias de pretratamiento
manteniéndose baja la pérdida de celulosa, que fue de 6% para este mismo periodo,
contribuyendo esto en los altos rendimientos observados en la hidrolisis enzimatica. Patel
et al. (2007), estudiando distintos hongos y distintas materias primas, observd que
determinados hongos llevan a mayores producciones de etanol dependiendo del material
sobre lo cual actdan.

Todavia, mismo con muchas caracteristicas atractivas, son necesarios mas estudios que
conduzcan, principalmente, a una disminucion del tiempo del pretratamiento, reduccion
del espacio ttil necesario y a una menor monitorizacion del proceso (Wyman et al., 2005).

4.1.1.2 Pretratamientos Fisicos

Este tipo de pretratamiento se utiliza para aumentar la superficie disponible y los tamafios
de poro ademas de reducir la cristalinidad y grado de polimerizacién de la celulosa. La
reduccion de tamano es el principal y mas estudiado pretratamiento fisico, pero hay otros
como distintos tipos de molienda, irradiaciéon de rayos gamma o haz de electrones, y la
extrusion, que viene siendo considerado un pretratamiento prometedor por ser capaz de
promover una mejor cizalla, mezcla y transferencia de calor durante el proceso (Duque et
al,, 2017; Zhu et al., 2009).
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a) Trituracién mecdnica: ocurre una combinacién entre trituracion y molienda con el
objetivo de aumentar la superficie especifica y densidad aparente, facilitar la hidrolisis y
reducir la cristalinidad de la celulosa, a través de la accién de molinos de martillos, bolas,
cuchillas, rodillos, entre otros (Azhar et al., 2017; Rastogi y Shrivastava, 2017).

b) Radiacion de alta energia: en este pretratamiento, la biomasa es puesta en un
ambiente acuoso y expuesta a radiacidon de alta energia, en general de 2450 MHz entre
250-1000 W, a una temperatura entre 70 a 230 2C y tiempos que pueden variar de 5 a 120
minutos (Mupondwa et al., 2017). En funcién de la actuacién conjunta del calor y de la
radiacion electromagnética, puede llevar a un aumento en la porosidad y de la superficie
disponible de la biomasa, ademas de reducir el grado de polimerizacién y de cristalinidad
de la celulosa, facilitar la digestion de la fraccién hemicelulosica y despolimerizar
parcialmente la lignina (Kashaninejad y Tabil, 2011; Aguilar-Reynosa et al., 2017). Muchos
tipos de biomasa ya fueron estudiados segin este método, como las pajas de trigo y arroz,
materiales lefiosos, césped y grama. Este pretratamiento también es considerado de tipo
fisico-quimico por algunos autores ya que la biomasa sufre tanto efectos termales como
no-termales (Alvira et al., 2010).

c) Extrusion: este pretratamiento promueve cambios quimicos y fisicos en la estructura
de la biomasa al someter el material a un calentamiento, cizallamiento y agitacion
simultaneos. En funcidn de la velocidad y temperatura empleadas, ocurre desfibrilaciéon y
acortamiento de las fibras lignocelulésicas, aumentando la accesibilidad a los
carbohidratos por parte de las enzimas. Su uso en combinacién con agentes quimicos,
especialmente bases, es capaz de aumentar la severidad del pretratamiento, aumentando
la deslignificaciéon y los poros en el material. Ademas, la incorporacién de enzimas al
proceso es considerada como una tecnologia prometedora para la produccion de bioetanol
(Alvira et al., 2010; Duque et al., 2017; Ravindran y Jaiswal et al., 2016; Pérez-Rodriguez et
al,, 2017).

4.1.1.3 Pretratamientos Quimicos

Los pretratamientos quimicos son considerados uno de los tipos de pretratamiento mas
prometedores por su capacidad de reducciéon del grado de polimerizacion y de
cristalinidad de la celulosa, eliminacién de la lignina y hemicelulosa, y también por ya
haber algunos compuestos quimicos consolidados en la industria capaces de eliminar
componentes de la biomasa, como en la produccién del papel, que también no generan
compuestos de inhibicién en reacciones que no exigen aportacion de calor o presién (Wei
et al,, 2017; Rabemanolontsoa y Saka, 2016).

a) Pretratamiento Alcalino: el aumento del pH provocado por la adicién de bases a
materiales lignocelulosicos es variable dependiendo del contenido en lignina de la
biomasa. En general, son mas efectivos en solubilizar la lignina que los demas
componentes y provocan una menor degradaciéon de los azicares y generacion de
compuestos inhibidores que el pretratamiento acido. Quimicamente, su accién esta
vinculada a la saponificacidn de los enlaces intermoleculares que unen la lignina y parte
del material lignocelulésico, siendo, de entre los pretratamientos quimicos, el mas efectivo
en romper enlaces tipo éster entre los tres componentes principales de la biomasa
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evitando la fragmentacion de los polimeros hemicelulésicos y formando un mayor ndmero
de poros (Mohapatra et al., 2017; Kim et al,, 2016; Zhang et al., 2017).

En general, los pretratamientos basicos son realizados a temperatura ambiente y tiempos
que pueden variar de dias a segundos (Alvira et al., 2010). Las principales bases utilizadas
son el NaOH, Ca(OH): y el amonio. El Ca(OH). es capaz de reducir sustancias amorfas,
como la lignina, y grupos acetilo de la hemicelulosa, reduciendo el impedimento estérico
de las enzimas y facilitando la digestion de la celulosa. El NaOH es reportado como el mas
efectivo a bajas temperaturas y tiempos mas largos de pretratamiento en funcién de ser
una base mas fuerte que el Ca(OH); o amonio (Kim et al.,, 2016; Hosgiin et al., 2017). La
Tabla 2 resume algunas de las principales caracteristicas del pretratamiento basico.

Tabla 2. Resumen de las principales condiciones de reaccion y efectos de los pretratamientos alcalinos.

Bases Condiciones de reaccién Principales efectos
Carga
Cantidad | Temperatura | ... de . L.
de base () Tiempo Sélido Hemicelulosa Lignina Otros
(%)
Dificultad en
- - 0, - 0,
NaOH 0,5-10 60-180 > ?0 10 S.O.A) L ?0 .89/0 L recuperar el
min 30% | solubilizacién | deslignificacion
NaOH
5-60 | 10- 20-40% 40-60% Facil
Na,CO3 1-30% 60-180 . e g e, recuperacion
min 30% | solubilizacién | deslignificacién
de la base
5-60 10- 10-50% 0-80%
- 0 - -
NH.OH 5-30% 30-210 min 50% | solubilizacién | deslignificacion
Amonio . e Répid; .
P . 60- Sin Sin eliminacién | evaporaciény
Liquido - 70-90 5 min e, o . .
hid 90% | solubilizacién de lignina licuefaccién
Anhidro de la amonio
0,05-0,15 .
g 1h-8 20-40% 60-80% Baja
Ca(OH): 25-130 5-20% e C requisiciéon
Ca(OH)2/g semanas solubilizacién | deslignificacién L
biomasa energética

b) Pretratamiento Acido: en este tipo de pretratamiento, el principal objetivo es la
solubilizacion de la fraccion hemiceluldsica y facilitar el ataque enzimatico a la celulosa.
Pueden ser utilizados acidos concentrados o diluidos, de modo que el diluido presenta
mayores ventajas buscando la produccion de etanol por reducir la formaciéon de
compuestos de inhibicién, reducir costes operacionales y minimizar problemas de
corrosion en equipos. El &cido concentrado tiene una mejor utilizacién para la produccion
de metano, ya que las bacterias metanogénicas consiguen una mejor adaptaciéon en un
medio que contenga compuestos como 5-HMF y furfural, principales productos de
degradacion de los azicares presentes en la biomasa (Hendriks y Zeeman, 2009; Dagnino
etal, 2013).
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El pretratamiento con acido diluido puede ser realizado a altas temperaturas (como
1802C) y con cortos periodos de residencia (1 a 5 minutos), o a temperaturas menores
(120°C) y tiempos de retencion mayores (30 a 90 minutos). Todavia, si el tiempo de
reaccion pasa 1 hora a 1209C, la xilosa empieza a disminuir su concentraciéon y formar
productos de degradacién, segtin investigacion realizada por Cruz et al. (2002). Los acidos
sulfarico, fosforico, nitrico e hidrocléorico son los mas estudiados, destacando el acido
sulfurico por su bajo coste, alta reactividad, disponibilidad inmediata para fines
industriales y bajas preocupaciones ambientales (Singh et al., 2015). Cara et al. (2008a)
obtuvo un rendimiento en azdcares de 36,3g/100g de materia prima, que representaba
75% de todo el azlcar del material, al pretratar el olivar a 180 2C con 1% de acido
sulfurico por 10 minutos.

Acidos organicos, como el fumarico, maleico, también fueron probados como alternativas
para el pretratamiento acido en comparacién con el acido sulftrico por Kootstra et al.
(2009). Segun los autores, ambos acidos organicos presentaron eficiencias satisfactorias
sobre la paja de trigo, teniendo el maleico mejores resultados. Ademas, formaron menores
cantidades de furfural que el acido sulfurico.

El mayor inconveniente de los pretratamientos acidos, como ya sefialado anteriormente,
es la formaciéon de productos de degradaciéon que tienen efecto negativo en las etapas
posteriores de produccion del bioetanol, como compuestos fenolicos, acidos carboxilicos y
furanos. La neutralizacién del pH para la etapa de hidrdlisis y fermentaciéon también es
otro factor que debe ser llevado en consideraciéon en la selecciéon de este tipo de
pretratamiento (Chiaramonti et al., 2012).

c) Pretratamiento con liquidos iénicos (ILs): Los ILs se definen como un liquido
compuesto enteramente de iones que son fluidos desde bajas temperaturas hasta 100 2C.
Las fuertes fuerzas electrostaticas presentes en los iones imparten una serie de
caracteristicas interesantes, como baja inflamabilidad, elevada estabilidad quimica,
térmica y electroquimica. Por su baja presién de vapor y la no formacién de gases toxicos o
explosivos, los ILs son también llamados solventes “verdes” (MacFarlane et al, 2014;
Amarasekara, 2016).

En funcion de la posibilidad de regulacion del anién y grupos alquilo del catién de los ILs,
es posible tener un control de sus propiedades disolventes y actuar tanto en el
pretratamiento como en andlisis de caracterizacién de la biomasa. Dependiendo del tipo
de solvente utilizado, la estructura de la materia prima lignocelulésica puede ser rota sin
la formaciéon de productos de degradacién, pudiendo ser separada la celulosa por su
solubilizacion gracias a la rotura de los enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares
(Elgharbawy et al,, 2016; Yoo etal., 2017).

Todavia, para aplicaciones a mayores escalas, la utilizacién de ILs requiere atencidn.
Algunos solventes pueden presentar actividad inhibitoria para la accion de las celulasas,
requiriendo su retirada del medio y aumentando el coste del proceso, ya que los métodos
de recuperacién ain no estdn completamente desarrollados. Ademads, son necesarias
técnicas que permitan recuperar la hemicelulosa y la lignina después de la extraccion de la
celulosa (Alvira et al,, 2010; Hayes, 2009).
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d) Ozonolisis: El ozono es uno de los mas fuertes agentes oxidantes conocidos, con un
E0=2.07V a 25 °C. Por su estructura proporciona una descompensacion electrénica en el
oxigeno terminal, hay una preferencia por atacar la lignina que los carbohidratos en virtud
de ser un sustrato rico en electrones. En general las condiciones del pretratamiento no
exigen aportacién de temperatura o presion, y tampoco lleva a la producciéon de
compuestos de inhibicion para las etapas posteriores. Un importante punto a ser llevado
en consideracion es el elevado precio del ozono y las grandes cantidades exigidas para el
pretratamiento, que puede hacer el proceso econdmicamente inviable (Alvira et al., 2010;
Travaini et al,, 2016). La Tabla 3 resume las principales caracteristicas de la ozonolisis.

Tabla 3. Principales ventajas y desventajas de la ozonélisis. Fuente: adaptado de Travaini et al. (2016).

Ventajas Desventajas
. L . Altamente reactivo, inflamable, corrosivo
Baja producciéon de inhibidores T ’ y
toxico
Ataque selectivo en la lignina, sin afectar la Produce una reaccion exotérmica,
celulosa y la hemicelulosa necesitando un sistema de refrigeraciéon
Reaccién en temperatura y presion Necesidad de materiales capaces de resistir
ambientes a la capacidad oxidativa del ozono
Subproductos de la ozonolisis son
metabolizados por animales y
microorganismos Altos costes de produccion del ozono en
funcion de la energia requerida para su
sintesis
No requiere aditivos quimicos
Ausencia de fase liquida

e) Deslignificacion oxidativa: se trata de la degradacion de la lignina a través de una
enzima denominada peroxidasa en presencia de perdxido de hidrégeno. El peréxido forma
radicales hidroxilo (OH) que desestructura la materia lignocelulésica, liberando una
fraccion celuldsica con alto potencial de degradacidn por parte de las enzimas. Todavia, el
radical hidroxilo no es selectivo, pudiendo ocurrir pérdidas de hemicelulosa y celulosa y la
formacion de compuestos inhibidores (Zheng et al., 2014).

f) Proceso Organosolvolisis: En este proceso son utilizados solventes organicos, como
metanol, etanol, acetona, glicerol (Ebrahimi et al., 2017), y otros mas, a altas presiones y
elevadas temperaturas por un determinado tiempo con la principal caracteristica de
solubilizar la lignina y proporcionar una celulosa que sea facilmente hidrolizada por el
complejo enzimatico. En otras palabras, ocurre una rotura interna de los enlaces entre
lignina y hemicelulosa, separando la biomasa en sus tres componentes basicos, ocurriendo
primero una descomposicidén en fragmentos de menor peso molecular de la lignina y
hemicelulosa, que son solubilizados por la disolucién presente, separando la celulosa que
esta apta para la etapa de hidrdlisis. En un segundo momento, ocurre la precipitacion de la
lignina en un estado mas puro y de xilosa, que pueden servir para un abanico de
aplicaciones industriales. Durante el proceso de organosolvélisis, es comun el empleo de
sustancias acidas que actian como catalizadores, acelerando la eliminacién de la lignina
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por la rotura de enlaces mas débiles a la acciéon acida, como son los a-aril éter y
arilglicerol-fB-aril éter, y reduciendo la temperatura del proceso, que pueden llegar hasta
los 240 2C (Nurfahmi et al.,, 2016; Zhang et al.,, 2016). La Figura 18 muestra un posible
esquema de laboratorio para la organosolvolisis.

Astillas de Madera

Pulpa sin lavar <— | coccidn

——— Muestreo para verificar la presencia de furfural v'o HAMF

— Licor agotado ——= | Dilucion con agua |

-,l/ (Extraceion con etanol acuoso) \L
Pulpa Lavados con etanol
"L' Precipitacion
Lavado con etanol caliente “l"
;
Lavado con agua caliente | —* Descarte Nl" b .‘L_
\l" Precipitado Filtrado
Pulpa lavada
\l" "1’ Lavados con
agua
- — Lavado con agua g ~
| Desintegracion |
T "
Desecho FRACCION
e | —= Secado - .
Analisis (Madera no defibrada) SOLUBLE EN AGUA
\l‘ i‘ - Aziicares (monomeros ¥
FRACCION SOLIDA oligémeros);
. " - Lignina despolimerizada;
Fi ds ’
(Pulpa analizada) _fﬂ'!'t“?fﬂ".i - Furfural y HMF;
- Celulosa lignina v stanel — ; .
= ) Ore e - Acidos orginicos;
-Lignina v hemicelulosa rEarose - Extractivos.
residuales

Figura 18. Esquema del proceso Organosolv en escala de laboratorio. Fuente: adaptado de Kumar et al.
(2009a) y Pan et al. (2005b).

4.1.1.4 Pretratamientos Fisico-Quimicos

a) Explosion por Vapor: la explosion por vapor es, sin duda, el pretratamiento fisico-
quimico mas ampliamente utilizado para la descomposicidn de la biomasa lignocelulésica.
La biomasa es sometida a vapor presurizado que puede variar entre 0.69 a 4.83 MPa a
temperaturas entre 160°C y 260°C, durante un periodo de tiempo que puede variar desde
algunos segundos hasta varios minutos, seguida de una rapida despresurizacion. Esto
produce efectos mecanicos por la rotura de la fibra lignocelulésica y también efectos
quimicos debido a la autohidrdlisis de grupos acetilo presentes en la hemicelulosa, ya que
el agua puede actuar como un &cido a altas temperaturas. Ademas, las condiciones
empleadas pueden producir una eliminacién de hemicelulosas de la fraccion so6lida del
material, redistribuciéon y eliminaciéon parcial de lignina y destruccion de los enlaces
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hidrégeno y reordenaciéon de la estructura interna de la celulosa, aumentando su area
superficial para el ataque enzimatico (Melin et al., 2015; Cheng et al., 2015; Huang et al,,
2015; Carrere et al., 2016; Seidl et al., 2016).

Los principales factores que estan relacionados con la efectividad de la explosiéon por
vapor son el tamafo de particula, tiempo de residencia del material, temperatura y una
combinacion entre tiempo y temperatura denominado como factor de severidad (Ro, en las
siglas en inglés), que se expresa segin la Ecuacién 1, donde t es el tiempo y T la
temperatura. El Ryo determina un maximo rendimiento en azicares fermentables cuando
esta comprendido entre 3,0 y 4,5 (Alvira et al,, 2010; Bhutto et al.,, 2017).

FS =t e[T—100/14-.75] (1)

Yu et al. (2012) propusieron un nuevo parametro para indicar la severidad de la “fase
explosion” ya que el Ro no lleva en cuenta este aspecto. Basados en la diferencia de entalpia
del vapor (4Hs), del agua liquida (4H;) y del material (4H,,), desarrollaron lo que viene
siendo la Densidad de Potencia de Explosion (EPD, en las siglas en inglés), que expresa la
Ecuacién 2, donde t representa la duracién de la explosion y V el volumen del reactor.

EPD = (AHs + AH, + AH,,)/(t * V) (2)

En comparacién con las demdas tecnologias, la explosiéon a vapor tiene un impacto
ambiental significativamente menor, no requiere una inversion inicial de capital tan
elevada, no utiliza productos quimicos o condiciones de reaccion peligrosas, puede haber
una recuperacion practicamente completa de azdcares de la materia prima, produccién de
altos rendimientos en la hidrdlisis enzimatica y la viabilidad a escala industrial
(Rabemanolontsoa y Saka, 2016; Chen et al., 2017).

Los principales problemas asociados al pretratamiento de explosién por vapor son la
degradacion parcial de hemicelulosa y la produccién de compuestos téxicos. La presencia
de dichos compuestos depende de la agresividad del pretratamiento y de la materia prima
utilizada. Los principales productos de inhibicién generados son compuestos furanicos,
principalmente furfural y 5-Hidroximetilfurfural, derivados de la degradacidn de pentosas
y hexosas, respectivamente; acidos débiles, como el 4cido acético (originado de los grupos
acetilo de la hemicelulosa), formico y levulinico, por la posterior degradacién del furfural y
5-Hidroximetilfurfural; y compuestos fenodlicos, presentes como resultado de la
degradacidn de la lignina (Alvira et al., 2010).

b) Agua caliente a presion o Liquid Hot Water (LHW): en este proceso las alteraciones
en la estructura de la biomasa lignocelulésica son provocadas por los iones HzO*
generadas por la disociacion del agua en estado liquido a altas temperaturas (160-240 2C)
mantenida gracias a la accion de la presion. El principal objetivo es solubilizar la
hemicelulosa y tornar la celulosa mas accesible a la accién enzimatica. En el LHW hay la
formacidn del slurry, una mezcla entre fase solida y liquida, que puede ser separada por
filtracion, en donde la fraccién sélida es rica en celulosa y la liquida rica en azudcares
hemicelulésicos. La formacion de inhibidores es mas baja cuando el pH se mantiene entre
4 y 7 pues en este rango los azucares hemicelul6sicos se mantienen en la forma
oligomérica, minimizando la formacién de mondmeros (Zhuang et al., 2016; Peral et al,,
2016).
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Como principales ventajas, el LHW no requiere la adiciéon de catalizador, los costes del
reactor no son elevados, y presenta una elevada recuperacién de pentosas con baja
formacién de compuestos indeseables. En contrapartida, la demanda de agua y energia es
elevada y alin no se encuentra disponible a escala comercial (Alvira et al., 2010).

c) Proceso AFEX: el proceso AFEX (del inglés Ammonia Fiber Explosion, o explosidon por
vapor con amonio) utiliza como reactivo disoluciones o soluciones concentradas de
amoniaco para tratar la biomasa a temperaturas moderadas (90-100 2C) por un periodo
entre 30 a 60 minutos seguido de una ligera descompresién, haciendo con que la biomasa
se expanda. Otras condiciones tipicas del proceso son el contenido en humedad entre 60-
80% y proporcién de amonio y biomasa seca de 1:1 (Kim et al,, 2011; Merrettig-Bruns y
Sayder, 2016).

Para producir efectos, el amoniaco penetra en la pared celular hasta el lumen y la laminilla
media. Conjuntamente con el agua, una serie de reacciones hidroliticas rompen distintos
enlaces tipo éster como p-cumaratos, ferulados y diferulados, entre la lignina y
hemicelulosa, solubilizando y eliminando oligobmeros de hemicelulosa y otros
componentes presentes en la pared celular externa. Al final del pretratamiento, la
descompresién expansiva del amoniaco provoca la formaciéon de grandes poros en la
laminilla central y en las paredes externas de las células secundarias, facilitando el acceso
al material (Chundawat et al., 2011).

Los principales factores que intervienen en este pretratamiento son la temperatura, carga
de agua, tiempo y presion. Una de las caracteristicas que diferencian el proceso AFEX es
que la biomasa pretratada es facilmente hidrolizable y fermentable sin necesidad de
detoxificacion o suplementacion de nutrientes externos. Ademas, no provoca degradaciéon
de azucares y cerca del 97% del amoniaco se puede recuperar y ser reutilizado para
posteriores pretratamientos, lo que es bastante atractivo. Todavia, hay algunos obstaculos
que aun necesitan ser estudiados, como las grandes cantidades de amonio necesarias para
el pretratamiento, que llevan a preocupaciones ambientales, y necesidad de pruebas a
nivel industrial (Zabed et al,, 2017; Jahnavi et al,, 2017).

d) Oxidacién Hitmeda: es un método de pretratamiento que utiliza aire u oxigeno como
catalizadores, teniendo como principales condiciones tiempo entre 10 y 15 minutos,
presiones de 0,5 a 5 MPa y temperaturas entre 125 a 315 2C con el objetivo de hacer que el
proceso sea exotérmico y se reduzcan aportaciones de energia. La solubilizacién de las
hemicelulosas y lignina y el aumento en la facilidad de digestion de la celulosa en las
etapas posteriores, son los principales efectos de la oxidacién humeda conseguidos gracias
a procesos hidroliticos y reacciones oxidativas formadas en las condiciones ya citadas.

En general, no ocurre una formacién considerable de productos toxicos para las etapas
siguientes de producciéon de etanol, siendo formados principalmente por Aacidos
carboxilicos derivados de la degradacién de compuestos fenélicos, furfural y HMF, estando
estos dos ultimos presentes en menores concentraciones que en la explosion por vapor o
LHW. La adicién de Na;CO3; al proceso reduce aun mas la formaciéon de productos
inhibidores y aumenta el rendimiento de recuperaciéon de celulosa y azucares
hemicelulésicos. Los principales impases relacionados con esta tecnologia estan
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relacionados al alto coste del oxigeno y requerimiento de altas presiones y temperaturas
(Alvira et al,, 2010; Zabed et al., 2017; Arvaniti et al,, 2012).

e) Explosion con CO;: este método se basa en la utilizacion de CO; supercritico, siendo
capaz de remover la lignina y aumentar la digestibilidad del sustrato que puede ser atin
mas efectivo con la adicion de algunos solventes como el etanol. Las moléculas de CO; son
comparables en tamafio a las moléculas de agua y amonio y pueden penetrar en los poros
del material lignocelulésico, facilitando la disrupcién de la hemicelulosa y celulosa a través
de la inyeccion de presién al medio, aumentado el area disponible para la hidrélisis
enzimatica (Carneiro y Timko, 2016).

Como principales ventajas del proceso, se pueden citar la baja degradacién de azdcares, su
no-toxicidad y no-inflamabilidad y facil recuperacién al final del proceso. Ya el principal
desafio se centra en los altos costes de los equipos (Zabed et al., 2017).

4.1.1.5 Pretratamientos Combinados

Estos pretratamientos buscan agregar dos o mas tipos de pretratamientos abarcados
anteriormente con el fin de producir una mayor efectividad en la descomposicion de la
biomasa al sobreponer las desventajas uno del otro. De acuerdo con Hendriks y Zeeman
(2009), los principales pretratamientos combinados pueden ser:

a) Tratamiento térmico en combinacion con el pretratamiento dcido: se trata de la
adicién de un acido externo a un pretratamiento que tiene como caracteristica principal
las altas temperaturas, como explosiéon por vapor o LHW. A pesar de no tener un
mecanismo esclarecido, el acido puede traer ventajas como una solubilizacién mas eficaz
de la hemicelulosa, disminuciéon de la temperatura del proceso y facilitacion de la
posterior hidrdlisis enzimatica del material; o también puede provocar una reorientacion
de la celulosa pasando a ser mas cristalina, o incluso la produccién de compuestos
inhibidores al proceso de fermentacién, siendo esto basicamente dependiente de su
concentracion, tiempo y temperaturas empleadas en el proceso.

b) Tratamiento térmico en combinacion con el pretratamiento bdsico: este método
trata de la adiciéon de una base a pretratamientos caracteristicamente térmicos, siendo el
Ca(0OH): la base mas utilizada por razon de sus bajos costes y posible recuperacién en la
forma de carbonato de calcio a través de la reaccion con el CO;. En este pretratamiento
combinado, se suelen alcanzar temperaturas entre 100 a 1502C y utilizar
aproximadamente 0,1 gramos de Ca(OH), por cada gramo de sustrato. Segin Kaar y
Hotzapple (2000) la combinacién del calor y una base es capaz de tornar biomasas con
bajo contenido en lignina mas susceptibles a la digestién y facilitar la etapa de hidrolisis,
siendo esta efectividad explicada por la apertura total de la “valvula de acetilo” y parcial de
la “valvula de lignina”, que es capaz de desestructurar mas facilmente el material
lignocelulésico. Todavia, este pretratamiento atin no se ha mostrado eficaz para biomasas
con alto contenido en lignina.

c) Tratamiento térmico en combinacién con el pretratamiento bdsico y oxidativo: para
resolver el problema de las biomasas con alto contenido en lignina, este pretratamiento
triple ha resultado efectivo en facilitar la digestion de la biomasa por las enzimas hasta 13
veces mas comparado con una biomasa sin recibir ningin pretratamiento. Ademas,
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algunos estudios fueron capaces de recuperar hasta 21% del Ca(OH);, mejorando el
rendimiento del proceso.

d) Ultrasonido en combinaciéon con pretratamiento bdsico: reportado apenas
recientemente (a partir de 2014), la idea es unir la capacidad de rompimiento de los
enlaces éter de la lignina y hemicelulosa, facilitando su eliminacién, por parte del
pretratamiento basico, y la cavitacién y transmision actstica en la biomasa de las ondas
ultrasdnicas, que reduce el tamafio de particula y mejora la velocidad de sacarificacién
enzimatica (Soontornchaiboon et al., 2016; Sindhu et al.,, 2017).

Un resumen de los principales pretratamientos combinados puede ser visualizado en la
Tabla 4.

Tabla 4. Resumen de los principales pretratamientos combinados. Fuente: adaptado de Hendriks y
Zeeman, (2009).

. Aumento Reduccion Solubilizacion Alteracion
Pretratamiento A . . . HMEF/ dela
. del area cristalinidad dela
Combinado . . . Furfural | estructura
superficial celulosa hemicelulosa ..
de lalignina
Térmico + Acido + ND ¥ + +
Térmico + Alcalino + ND - - +
Térmico + Oxidativo + ND - - +
Térmico + Alcalino +
Oxidativo * ND - - +

Nota: +: indica una actuacion efectiva;
- :indica que no posee efecto;
ND: no determinado.

Un resumen sobre las ventajas y desventajas mas
pretratamientos se muestra en la Tabla 5.

importantes de los principales

5. Hidrolisis De Los Polisacaridos

El proceso de hidrdlisis es necesario para la conversion de los carbohidratos en forma
polimérica, como el almiddn, la celulosa y la hemicelulosa, en azucares fermentables, ya
que los microrganismos utilizados no son capaces de utilizar como sustrato carbohidratos
en su forma mas compleja (Liu et al., 2016).

La hemicelulosa y la celulosa necesitan pasar por un proceso de conversion a azucares
fermentables a través de un proceso denominado hidrélisis. En general, son producidas
dos distintas corrientes después del proceso de pretratamiento: una sélida, que contiene
principalmente lignina y celulosa; y una liquida, que contiene principalmente los aztcares
de la hemicelulosa. Esta corriente liquida puede ser compuesta de azdcares ya
monoméricos, listos para el proceso fermentativo, o necesitar todavia de un proceso de
hidrdlisis si las condiciones de pretratamiento no fueron capaces de producir una
completa despolimerizacion. Por otro lado, la fraccion de celulosa no se convierte en
azucares mas simples y necesita ser sometida al proceso de hidrélisis (Zabed et al., 2017).

En general, la hidroélisis puede ser realizada a través de una ruta enzimatica o con el uso de
compuestos acidos, que seran descritas en seguida.
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Tabla 5. Resumen de los principales pretratamientos. Fuente: adaptado de Kumar et al. (2009b)

Pretratamiento Ventajas Limitaciones y desventajas
- Reduce la cristalinidad de la -
Mecanico Alto consumo energético
celulosa

- Separaciéon incompleta de la fraccion
lignina-carbohidrato;

- Ineficiente para materias primas con alto
contenido en lignina;

-Generacion de compuestos inhibidores
para la fermentacion;

-Degradacidn de parte de las pentosas.

Explosion por |- Buena relacion coste-beneficio;
vapor - Transformacién de la lignina

- Aumento del area disponible;

-No produce compuestos

AFEX inhibidores para los| No es eficiente para materias-primas con
microrganismos fermentadores; alto contenido en lignina
-Eliminacion de lignina y
hemicelulosa.

- Aumento del area disponible;

-Buena relacion coste/beneficio;

Explosion por No modifica la estructura de la lignina ni de

-No roduce compuestos :
CO; o P p la hemicelulosa
inhibidores para los
microrganismos fermentativos
- Reduce el contenido de lignina; .
e - Altos costes involucrados;
Ozondlisis -No produce compuestos : .
. - Largas cantidades de ozono requeridas.
inhibidores.
- Altera la estructura de la lignina; | - Formacién de compuestos inhibidores;
Acidos -Hidroliza la hemicelulosa a|-Altos costes involucrados;
azucares mas simples. - Corrosidn de equipos.
Eliminacién de la hemicelulosa y | - Formacién de sales que se incorporan en
Basicos lignina; la materia prima;
- Aumento del area superficial. - Extensos tiempos de contacto.
Hidroliza la lignina y las Necesidad de eliminacion del solvente del
Organosolvente :
hemicelulosas. reactor y altos costes para recuperarlo;
- Degradacion de la lignina y |- Largos tiempos de residencia;
Bioldgico hemicelulosa; -Necesidad de amplios espacios y

- Baja demanda energética. monitorizacion frecuente.

5.1 Hidroélisis Acida

Tratamiento quimico mediante el uso de catalizadores acidos que conviertan las largas
cadenas de polisacdridos en monémeros utilizables por los microrganismos
fermentadores. Se puede realizar de dos formas, con acido diluido o con A&cido
concentrado. El principal acido utilizado es el sulftrico, aunque el acido clorhidrico,
nitrico, fosférico y el trifluoracético también han sido probados con buenos resultados.

El uso del acido diluido esta enfocado en la hidrdlisis de la hemicelulosa, ya que ésta posee
una estructura mas amorfa que la celulosa. Todavia, a través de un proceso realizado en
dos etapas es posible la hidrélisis de ambos polimeros. La primera etapa se realizaria a
bajas temperaturas actuando sobre la hemicelulosa, mientras en la etapa siguiente se
elevaria la temperatura entre 230 2C y 240 2C para la produccion de glucosa a partir de la
celulosa. En los procesos realizados con acido diluido, la concentracion del acido esta
entre 0,5y 1,5% generalmente (Keshav et al., 2016; Jiang et al.,, 2015).
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El acido concentrado por su vez puede realizar la conversién de la celulosa y la
hemicelulosa a la vez, realizindose a temperaturas menores pero a mayores tiempos de
reaccion, con la concentracion del agente acido variando del 41% aal 100%. A pesar de
ofrecer una rapida y eficaz conversién a azlicares monoméricos a bajas temperaturas de
operacion, tiene como principales inconvenientes la produccién de compuestos de
inhibicion a la fermentacion y exigencia de equipos que soporten la corrosion (Wijaya et
al,, 2014).

5.2 Hidrolisis Enzimatica

Las enzimas son capaces de hidrolizar tanto la celulosa cuanto la hemicelulosa en aztcares
fermentables a través del complejo enzimatico de celulasas y hemicelulasas (o xilanasas),
respectivamente. Las condiciones de esta hidrdlisis se realizan en condiciones mas suaves,
con temperaturas entre 45 y 50 2C, y no presentan problemas de corrosién a los equipos.
Ademads, no ocurren problemas de degradacion de azilcares ni tampoco generacién de
compuestos téxicos o inhibidores (Zabed et al., 2017).

Las celulasas son un complejo enzimatico compuesto tipicamente por endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasa. Las fibras de celulosa son primeramente escindidas por la
endoglucanasa, que libera pequefios fragmentos compuestos de extremos reductores y no-
reductores, que por su vez son atacados por las exoglucanasas. Estas, al interactuar con
estos extremos, liberan un conjunto de oligosacaridos denominados celobiosa, que es
transformada en glucosa a través de la accién de la B-glucosidasa, siendo esta enzima la
limitante de la velocidad de la hidroélisis (Singhania et al., 2013).

Un esquema ilustrativo de la transformacion de la celulosa en glucosa a través de la accion
de las celulasas puede ser visto desde las Figuras 19 hasta la 24. La endoglucanasa inicia la

“«__n

hidrolisis de la region amorfa de la celulosa uniendo el enlace 3-1,4 de la celulosa con “n

“__n

moléculas de agua, formando “n” moléculas de celodextrina, como puede ser visto en las
Figuras 19y 20.

Zona Amorfa Zona Amorfa

Zona Cristalina
l l Endoglucanasa

Rompe los enlaces internos de la zona amorfa de la
celulosa creando terminales reductores y no-reductores

|

Terminales Terminales no-
Reductores reductores

Figura 19. Actuacion de las endoglucanasas. Fuente: Gupta y Verma, 2015.
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Figura 20. Transformacion de la celulasa en celodextrina a través de la accién de la endoglucanasa.
Fuente: Aditiya et al. (2016).

En esta transformacioén, ocurren la formacion de extremos reductores y no reductores en
los cuales actiia la exoglucanasa, que a través da 1,4-B-D glucano celobiohidrolasa
transforma la celodextrina reductora y no-reductora en dos unidades de celobiosa,
conforme muestran las Figuras 21y 22.

~ (';/\ (} N ('; - (';/\ (* ~ (} N (;/\ (';/

Terminal Exoglucanasas Terminal no-reductor

Reductor —¢— ‘

- (}/\ (}/ S ™S o - (-j . (_i -

L ‘r Celobiosa (Dos unidades de glucosa) i J

Figura 21. Modo de accién de las exoglucanasas. Fuente: Gupta y Verma, 2015.

L, oty & L
p2ap Yo San Salhdn O O Sl

C el;)dexty;ina n Celobiosa

Figura 22. Produccion de unidades de celobiosa por la accién de la enzima exoglucanasa. Fuente:
adaptado de Aditiya et al. (2016).

Como el azucar a ser procesado por los microrganismos fermentativos tiene que estar en
una forma mas simple, la B-glucosidasa ataca la celobiosa y produce glucosas como
mondmeros de azucar, conforme ilustran las Figuras 23 y 24.
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Figura 23. Modo de accion de la § -Glucosidasa. Fuente: Gupta y Verma, 2015.
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Figura 24. Produccion de dos unidades de D-glucosa a partir de la celobiosa. Fuente: adaptado de Aditiya
etal. (2016).

Las enzimas que actian sobre la estructura de la hemicelulosa son mas complejas que las
celulasas, pero son mas especificas en modo de accién. El principal componente de la
hemicelulosa es el xilano, un polisacarido compuesto de unidades repetidas de xilosa, que,
dependiendo del tipo de material, puede representar hasta el 35% de la hemicelulosa. Las
xilanasas son el conjunto enzimatico que lleva a cabo las transformaciones de la cadena
principal del xilano, siendo constituida por la endo-f3-1,4-xilanasa y -xilosidasa. La endo-
[-1,4-xilanasa es la que realiza el primer ataque, transformando el xilano en cadenas mas
curtas denominadas oligosacaridos de xilano, como es mostrado en la Figura 25.

P A A A

| ' |

a (1> 4)-B-D-xilano (cadena larga)

n a(1— 4)-B-D-xilano oligosacarido (cadena corta)

Figura 25. Fraccionamiento de la cadena hemiceluldsica en "n" unidades de oligosacaridos de a (1->4)-
B -D-xilano. Fuente: adaptado de Aditiya et al. (2016).
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La secuencia del proceso ocurre con la enzima B-xilosidasa, responsable por la conversion
de los oligosacaridos de xilano en unidades de B-D-xilanopiranosa, como esta
representada en la Figura 26. Hay también otro conjunto de enzimas responsable por
actuar sobre las cadenas exteriores del xilano, denominadas enzimas xilanoliticas
accesorias. Estas incluyen la a-L-arabinofuranosidasa, a-glucuronidasa y la acetilxilan
esterasa (Zabed et al., 2017; Aditiya et al,, 2016).

Es importante decir que la presencia de lignina en el medio hidrolitico produce una menor
calidad en la hidrélisis enzimatica, una vez que es resistente al ataque de las celulasas y
tiende a precipitar en presencia de proteina. Por lo tanto, su eliminaciéon debe ser maxima
para permitir un ataque mas eficaz sobre la celulosa (Lu et al., 2002).

/ \O/ Q‘j/ \(j/ Q‘j/ ) + nHO el L‘)

a (1> 4)-B-D-xilano oligosacarido n B-D-xilanopiranosa

Figura 26. Formacion de la § -D-xilanopiranosa a partir de la enzima -xilosidasa. Fuente: adaptado de
Aditiya et al. (2016).

Otro aspecto muy importante a destacar es que una posible unién enzimatica que trabaje
de forma sinérgica en ambos polimeros a la vez no se torna posible en funcién de los
productos derivados de la hidrélisis de la hemicelulosa, incluyendo xilosa, oligosacaridos
de xilosa, galactosa y manosa, actiian como fuertes inhibidores de las celulasas. Asi, es
preferible optar por un tratamiento por separado, de modo que conocer la composicion de
la materia prima es crucial para definir la mejor ruta hasta la produccion del bioetanol
(Aditiya et al,, 2016).

5.3 Hidrolisis enzimatica a altas cargas de sé6lidos

Un enfoque mas reciente buscando traer una mayor rentabilidad econdmica a la cadena
del bioetanol de segunda generacidn es la conduccién de la hidrélisis enzimatica operada a
altas cargas de sdlido, que tiene como principal caracteristica una mayor conversién a
azucares y mayor produccion de etanol. Para ser considerado un proceso a altas cargas de
sélido, la presencia de agua libre en el medio debe ser nula o muy baja, o tener presente
una carga de s6lido mayor o igual a 15% p/p (Hodge et al., 2009).

Para que el proceso de destilacion sea econémicamente viable, la concentracion de etanol
en el medio debe ser igual o superior a 4% p/p, que es conseguida cuando la
concentracién de glucosa es de al menos 8% p/p, que a la vez es conseguida con una carga
lignocelul6sica mayor o igual al 20% p/p. Este raciocinio solo lleva en cuenta la conversiéon
de la celulosa, de manera que esta cantidad inicial de s6lidos es menor cuando el
aprovechamiento de los azucares hemicelulésicos es llevado a cabo, notdndose la
importancia de un proceso que sea capaz de trabajar con ambos polimeros (Modenbach y
Nokes, 2013; Larsen et al., 2008).

Una de las principales ventajas en la utilizacién de altas cargas de sélidos es el menor
tiempo de hidrdlisis dada la mayor carga enzimatica presente, una vez que se tarda
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aproximadamente 72 horas en los procesos que operan a cargas normales para alcanzar
una concentracién de azucares viable. Otras potenciales ventajas estarian en la reducciéon
del ndmero de reactores que podria por consecuencia bajar la demanda energética como
un todo, y la menor requisicién de agua que viene a reducir problemas relacionados a
eliminacion de desechos (Modenbach y Nokes, 2013; Banerjee et al., 2010).

Todavia, hay muchos problemas relacionados con el uso de esta tecnologia. En la practica,
no ocurre una relacién lineal entre el aumento en la carga del sélido y un aumento en el
rendimiento del proceso, por muchas razones aun no totalmente explicadas por la
comunidad cientifica. Este fenomeno fue acufiado por Kristensen et al. (2009) como
“efecto de sdlidos”, y algunas teorias apuntan por el contenido en agua e inhibicién por
producto, por ejemplo. Ademas, a pesar de la reduccién de los costes en la produccién de
enzimas, esto sigue siendo un factor limitante ya que alin representa una de las etapas mas
caras en el proceso de produccion del bioetanol de segunda generacidn.

5.4 Factores limitantes de la hidroélisis

El pretratamiento es una etapa critica para tener una disponibilidad de aztcares que
puedan ser procesados por el conjunto enzimatico, como glucanos y xilanos, teniendo,
tanto la etapa de pretratamiento como la de hidrolisis, una relacién muy estrecha (Kumar
et al,, 2009a; Alvira et al,, 2010).

Hay dos principales grupos de factores que pueden interferir en la hidrolisis enzimatica,
que son los relacionados con la enzima y los relacionados con el sustrato. Los derivados de
la enzima estdn relacionados con la importancia del desarrollo de celulases, hemicelulases
y otros co-factores capaces de procesar los componentes lignocelulésicos proveniente de
ambas fracciones liquida y sélida del pretratamiento, mientras el relacionado al sustrato
estad directamente conectado al pretratamiento adoptado, siendo los principales (Alvira et
al,, 2010):

a) Indice de Cristalinidad de la celulosa: La cristalinidad, en un polimero como la
celulosa, se refiere al grado de empaquetamiento de moléculas para producir una
disposicién atémica ordenada. El indice de cristalinidad puede ser calculado a partir de la
ecuacién (Lucyszyn et al., 2016):

. o Area Cristalina
Indice de Cristalinidad (%) = * 100

(Area Cristalina + Area amorfa)

Se ha demostrado, en algunos casos, que determinados pretratamientos pueden por un
lado facilitar la disposicion de las fracciones del material lignoceluldsico, pero pueden por
otro aumentar el indice de cristalinidad de la fraccién celulésica en razén de la retirada
apenas de la regién amorfa de la celulosa, como puede ocurrir con la explosién por vapor.
Pretratamientos basicos, por su lado, parecen reducir este indice en la mayoria de los
casos (Kumar et al,, 2009a).

b) Grado de polimerizacion de la celulosa (DP): es el nimero de unidades de anhidro
glucopiranosa presentes en la cadena de la celulosa, de manera que la ruptura de los
enlaces glicosidicos provoca una reducciéon del DP. Conjuntamente con el indice de
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cristalinidad, son considerados factores clave para determinar la velocidad de la hidrélisis
a partir de sustratos celuldsicos (Chang y Holtzapple, 2000).

La reduccién del DP dentro de la hidrélisis enzimatica ocurre primeramente con las
endoglucanasas, que actian a través de roturas al azar en la cadena glucosidica,
produciendo glucosa, celobiosa y celotriosa, llegando todavia a un nivel de constancia en el
DP relacionado a un aumento de la cristalinidad de la celulosa por esta enzima no actuar
de manera significativa sobre la celulosa cristalina (Barreto, 2008; Mansfield et al., 1999).

c) Volumen de poros: uno de los principales objetivos del pretratamiento es aumentar el
area disponible para que el complejo enzimatico pueda actuar sobre la celulosa, siendo
este uno de los principales factores que influencia el rendimiento de la hidrélisis
enzimatica.

d) Presencia de Lignina: 1a lignina actiia como una barrera fisica dificultando el acceso al
material celulésico por parte de las enzimas, reduciendo el rendimiento de la hidrolisis.
Dependiendo del pretratamiento utilizado, puede ocurrir una reagrupaciéon o
repolimerizacion de la lignina, o incluso la rotura de los enlaces lignina-carbohidratos
(Laureano-Pérez et al., 2005).

En algunos casos, la presencia de lignina puede inhibir la accién del complejo enzimatico al
provocar un enlazamiento entre su estructura y las celulasas, en donde las enzimas
xilanoliticas y la beta-glucosidasa se ven menos afectadas. La adicién de compuestos como
proteinas, polietilenoglicol, tween, entre otros, han sido estudiados y parecen resultar
efectivos contra este fendémeno (Esteghlalian et al., 2001; Pan et al., 2005a; Borjesson et al.,
2007; Berlin et al.,, 2006).

e) Contenido en Hemicelulosa: la eliminacion de la hemicelulosa aumenta el tamafio de
los poros y facilita la hidrolisis de la celulosa.

f) Espesor de la pared celular: algunas materias primas presentan una barrera cerosa
que, incluso cuando sometido a proceso de molienda, impiden la penetracién de enzimas y
de liquidos debido a su naturaleza.

6. Generacion y tratamiento de compuestos inhibidores

La descomposicion del material lignocelulésico para la obtencién de los principales
componentes biomasicos a través de pretratamientos hidrotérmicos y la formacion de
oligosacaridos a través de procesos de hidrdlisis acida inducen a la produccién de algunos
componentes que pueden afectar negativamente el proceso fermentativo o incluso la
hidrélisis cuando realizada a través de enzimas. Estos componentes, llamados inhibidores,
necesitan ser eliminados parcial o totalmente del material hidrolizado, a través de
procesos de detoxificacién. La naturaleza y la concentraciéon de los inhibidores van a
depender de la materia prima, tipo de pretratamiento, empleo o no de catalizadores acidos
y condiciones del proceso (Romero-Garcia, 2016). La Figura 27 trae un esquema de la
generacion de los inhibidores.
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Figura 27. Resumen de los compuestos inhibidores producidos durante el pretratamiento. Fuente:
adaptado de Jonsson y Martin (2016).

6.1 Tipos de compuestos inhibidores

De acuerdo con Ko et al. (2015a), los compuestos inhibidores presentes en el slurry
generado en el pretratamiento de la biomasa lignocelulésica pueden ser clasificados en
cinco categorias, que seran revisadas en seguida: lignina, compuestos fenoélicos solubles,
aldehidos de furano, azlcares y acidos débiles. Canilha et al. (2012) también agrega un
grupo mas de compuestos inhibidores relativos a los metales desprendidos de la corrosién
del equipamiento, como cromo, cobre, hierro y el niquel, y Jonson et al. (2013) citan
elementos inorganicos como otra categoria importante. La Figura 28 ilustra cuales son, de
entre estos, los principales inhibidores de las etapas de hidrolisis enzimatica y
fermentacion.

a) Lignina: después de la realizaciéon de pretratamientos hidrotérmicos como LHW,
explosiéon por vapor o el empleo de acidos diluidos, es comun que la lignina permanezca
en la fracciéon solida del material, incluso presentando un aumento de su presencia
conforme mas severo sea el pretratamiento. Esta lignina puede provocar la formacién de
barreras fisicas y de enlaces llamados no-productivos con las celulasas que impiden que la
hidrolisis enzimatica ocurra de manera satisfactoria. La intensidad de estos enlaces puede
variar conforme el tipo y severidad del pretratamiento y de acuerdo con la materia prima
empleada, siendo en general mas fuertes en las maderas blandas que maderas duras o
residuos agricolas. Eso puede ser explicado por la estructura mas condensada e hidr6foba
de la lignina de las maderas blandas, que da lugar a interacciones mas consistentes con la
celulosa e induce una mayor inhibicion a la hidrélisis enzimatica (Ko et al.,, 2015a; y Ko et
al,, 2015b).
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Figura 28. Compuestos que actian como inhibidores en la hidrdlisis enzimatica con celulasa (a) y
microrganismos fermentativos (b). Fuente: adaptado de Ko et al. (2015a).

b) Compuestos Fendlicos Solubles: los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios de las plantas, siendo importantes, determinantes de su la calidad nutricional
y sensorial (Monasterio et al., 2013). Mismo en concentraciones a nivel micromolar, los
compuestos fenodlicos solubles presentan problemas de inhibicién muy significativos para
las celulasas. Tejirian y Xu (2011) reportaron una reduccidn en la hidrdlisis enzimatica en
70% con la presencia de 10mM (1,8 g/L) de siringaldehido. Kim et al. (2011), al trabajar
con concentraciones enzimaticas de 1 a 25 mg de enzima por gramos de glucano, obtuvo
una reduccion en la mitad del rendimiento de la hidrolisis con una concentracién de 1,3
g/L de compuestos fenolicos.

Ademdas de inducir una inhibicién de la actividad enzimatica casi instantanea, los
compuestos fendlicos también desactivan la celulasa a medida que pueden precipitar junto
con ella, siendo esta precipitacion directamente proporcional al tiempo de exposicion
entre los fenoles y las enzimas. Otros factores importantes que pueden contribuir para la
inhibicién o precipitacién son el tipo de enzima y la fuente microbiana que la haya
generado, asi como los tipos de compuestos fenélicos presentes. Mientras el acido galico y
p-cumdrico desactivaron entre 50 y 70% de la -glucosidasa producida por Trichoderma
reesei, la misma enzima producida por Aspergillus niger exhibié una pérdida menor que
20% en su actividad enzimatica (Ko et al,, 2015a).

Los compuestos fendlicos no s6lo son téxicos para las celulasas, sino también para los
microrganismos fermentativos por provocar la rotura de la membrana celular.
Compuestos fenodlicos de bajo peso molecular, como siringaldehido, vanilina, acido
siringico y aldehido coniferilico son fuertes inhibidores de la fermentacién en
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concentraciones muy bajas. Por ejemplo, concentraciones por debajo de 0,2 g/L de
aldehido coniferilico fueron capaces de inhibir el crecimiento y la produccién de etanol a
partir de Saccharomyces cerevisiae (Ko et al., 2015a).

c) Aziicares: Durante la hidroélisis enzimatica, la acumulacién de glucosa y celobiosa es
capaz de inhibir la celulasa a través de la union con el sitio activo de la misma, resultando
en un efecto negativo la liberacién de mondmeros de azucar soluble y oligdmeros durante
el pretratamiento sobre la actividad enzimatica.

d) Furano aldehidos: El furfural y HMF son los tnicos compuestos de esto grupo
encontrados en concentraciones relativamente significativa en el hidrolizado. Son
resultado de la degradacién de pentosas y hexosas, respectivamente, cuando son
sometidas a condiciones de pretratamiento severas. El furfural inhibe la actividad de
varias enzimas importantes en el metabolismo del carbono en concentraciones por encima
de 1,5 g L1, como la aldolasa, hexoquinasa, fosfofructoquinasa, trifosfato deshidrogenasa,
alcohol deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, siendo
bastante severo en dificultar el mecanismo de crecimiento celular microbiano. Como una
manera de contrarestar este problema, el microrganismo fermentador puede convertir el
furfural a productos menos tdéxicos, como acido 2-furoico y alcohol furfurilico. Alguno
microrganismos, como Scheffersomyces stipittis no son afectadas por el furfural cuando en
concentraciones por debajo de 1 g L1 (Taherzadeh y Karimi, 2007; Pereira et al., 2013).

El HMF no es tan téxico como el furfural para el microrganismo fermentativo, teniendo un
poder de accién bastante menor sobre las enzimas del metabolismo del carbono. Todavia,
persiste por mas tiempo en el medio fermentativo por tener una tasa de conversion cerca
de 4 veces mas lenta que el furfural, teniendo un efecto mas prolongado sobre el
microrganismo (Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000).

Los furano aldehidos son conocidos por afectar de manera negativa a la fermentacion,
pero no tienen un efecto significativo sobre la hidrélisis enzimatica. Estos compuestos
actiian en la inhibicion del crecimiento celular y consecuente en la produccién de etano],
reduciendo la actividad enzimatica y biolégica del microrganismo al provocar dafios en su
estructura celular (Mussato y Roberto, 2004; Kundu et al., 2015).

e) Acidos débiles: El acido formico y levulinico formados a partir de la degradacién del
HMF y furfural, y el acido acético, formado de la degradacién de los grupos acetilo de la
hemicelulosa, son los principales representantes de esto grupo de inhibidores. Tienen
amplia influencia sobre el proceso fermentativo, pero una baja accion sobre la actividad de
las celulasas. Son responsables de inhibir el crecimiento de la célula microbiana al inducir
un aumento en la acidez del citosol por la entrada de acidos, resultando en un agotamiento
del mecanismo microbiano al intentar expulsar los protones H+ para mantener el
equilibrio de pH, llevando a la muerte celular cuando las concentraciones de acido son
demasiada elevadas. Para la Saccharomyces cerevisiae concentraciones mayores que 100
mM son ya capaces de provocar efectos, siendo el orden de toxicidad &cido acético > 4cido
levulinico> acido férmico (Pereira et al., 2013; Jonson et al,, 2013).

f) Compuestos Inorgdnicos: lones inorganicos provenientes en los hidrolizados derivados
del tipo de biomasa, adicién de productos quimicos o posiblemente de la corrosion de los
equipos empleados en el pretratamiento, pueden provocar tanto un incremento en la

42




Produccién de biocombustibles a partir de mezclas de pentosasy hexosas de residuos agricolas
Fernandes Klajn, Felipe

produccién de etanol en concentraciones moderadas o una inhibicién del mismo. El
incremento se daria a través de un aumento del ATP debido al aumento del transporte
sobre la membrana plasmatica, que seria producido juntamente con el etanol a expensas
de la formacién de biomasa, mientras la inhibicion seria resultado de un aumento excesivo
en la presion osmoética. Un estudio conducido con Saccharomyces cerevisiae ha revelado
que la inhibicién decrece de acuerdo a la siguiente orden: CaCl;, (NH4).S04> NaCl, NH4Cl,
KH2P04> MgCl,> MgS04> KCl (Jonson et al., 2013).

Otra categoria de compuestos no citados por su pequefia presencia en las biomasas en
general, pero que también poseen cierta importancia en los procesos de inhibicion son los
extractos. Este grupo es diverso, compuesto de terpenos, grasas, ceras y compuestos
fenolicos y confieren a la planta propiedades como color, olor, protecciéon contra parasitos.
Su cantidad y composicion varian mucho dependiendo de la especie, estacion del afio y
localizacién de la planta. Algunos residuos, como la poda de olivo, pueden tener una gran
cantidad de extractos en funcién de la presencia de hojas, haciendo que produzca
reacciones de condensacion con la lignina insoluble en acido y reduzca la eficiencia de la
hidrolisis enzimatica por esta fraccion precipitada conjuntamente con la celulosa
(Ballesteros et al, 2011; Romero-Garcia et al, 2016). Otras materias primas, como el
eucalipto y el roble contienen cantidades elevadas de taninos hidrolizables que pueden
generar acido galico y pirogalol, compuestos fendélicos capaces de inhibir el crecimiento
microbiano (Pereira et al, 2013). La extraccion de estos compuestos se hace
principalmente con agua y etanol, que arrastran no solamente los extractos, sino también
azucares no-estructurales, pudiendo llegar al 12,4% de glucosa en la paja de triticale
(Tamaki y Mazza, 2010) o hasta el 31% en la poda de olivo (Romero et al.,, 2008; Cara et
al,, 2007).

6.2 Estrategias de detoxificacion

Considerando que distintos hidrolizados lignoceluldsicos poseen distintos tipos de
compuestos inhibidores y que los microrganismos pueden exhibir un comportamiento
variable dependiendo del tipo de inhibidor presente en el medio, distintas estrategias
pueden ser adoptadas para minimizar la generacion de estos compuestos. Un resumen de
las principales estrategias aparece en la Tabla 6, y es discutido en seguida.

6.2.1 Estrategias de Ingenieria y seleccion de la materia prima

Esta linea metodolégica relaciona basicamente dos acciones: la bisqueda por materiales
que contengan una baja recalcitrancia, como el Miscanthus o la paja de trigo, o aplicar
ingenieria para producir esta baja recalcitrancia cambiando la estructura de la biomasa
lignocelulédsica, con el objetivo de proceder a tratamientos mas suaves y minimizar la
produccion de compuestos de inhibicion. Materiales que naturalmente poseen esta
caracteristica llevarian a la produccién de elevadas cantidades de acido acético, por lo que
la ingenieria en nuevas plantas debe atentar para la reducciéon de los grupos acetilo.
Ademas, mirando el concepto de biorrefineria basada en una plataforma de productos
derivados del azucar, es interesante aplicar estas estrategias a cultivos de corta rotacion
por la rapida renovacion en la cantidad de biomasa (Chiaramonti et al., 2012; Jonsson y
Martin, 2016; Larsen et al,, 2012).
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Tabla 6. Resumen de las distintas estrategias para contener los compuestos inhibidores. Fuente:
adaptado de Jonsson y Martin (2016).

Estrategia Principal Enfoque Consideraciones generales

Estrategias de Uso de materias primas que

Inaenieria presenten menor Deseable que sea aplicable a varias
9 iy Y recalcitrancia y menor materias primas, con preferencia a
seleccion de la s T : A
. . generacion de inhibidores en cultivos de rotacidn corta
materia prima :
el pretratamiento
Métodos Adicién de compuestos ' .
. P . Eficaces, pero pueden exigir etapas
Convencionales de quimicos, uso de métodos s .
pe .o ;s C adicionales
Detoxificacion fisicos o bioldgicos
Unioén de las etapas de . .
, . apa Afecta la productividad y rendimiento
Esquemas de Cultivo hidrélisis enzimatica y

. final del proceso
fermentacion

Deteccion de cepas

. ) . Seleccion con base en el rendimiento del
microbianas de ambientes

Seleccion natural

del microrganismo . . roducto
9 naturales o industriales P
Adaptacidon evolutiva con base Variaciones en las condiciones de
.o , en el uso de inhibidores pretratamiento o en la materia prima
Ingenieria Evolutiva ce: . : o .
especificos y hidrolizados pueden modificar las concentraciones y
lignoceluldsicos tipos de inhibidores presentes
. L. Resistencia a fenoles, furfural y Proceso basado en el uso de
Ingenieria Genética |, . s . . . .
1 acidos carboxilicos a través de microrganismos genéticamente
y Metabdlica . . Lo oo
ingenieria genética modificados

6.2.2 Métodos Convencionales de Detoxificacion

Los métodos convencionales de detoxificacidn son una de las técnicas mas utilizadas para
atacar el problema de los compuestos inhibidores. Pueden ser clasificados en fisicos,
fisico-quimicos y biolégicos.

a) Métodos de detoxificacion fisicos: se resumen en la evaporacién a vacio y en el uso de
membranas. En la evaporacion a vacio se reducen componentes volatiles como el acido
acético, vanilina y furfural, teniendo el inconveniente de aumentar la concentracién de
substancias no volatiles (extractos y derivados de la lignina), como extractos, que tendran
sus efectos acentuados. El uso de membranas lleva incorporado determinados grupos
funcionales en sus poros, siendo capaces de retener metabolitos toxicos como acido
levulinico, formico y acético, furfural y HMF. La tecnologia de membranas también tiene la
ventaja de no generar co-productos, no requerir la utilizaciéon de aditivos quimicos en la
mayoria de los casos y tener una facil operacién y adaptacion a nivel industrial (Canilha et
al, 2012; Nguyen et al,, 2011).

b) Métodos de detoxificacion quimicos: Los principales métodos de detoxificacion
quimica son la resina de intercambio idnico, neutralizacidn, overliming, uso de carbén
activo y extraccion con solventes organicos.

El uso de resinas de intercambio i6nico se demuestra como uno de los procesos de
detoxificaciéon mas eficientes, actuando en la eliminacién de inhibidores derivados de la
lignina, acido acético y furfural. Su principal ventaja es que puede ser reutilizado sin
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afectar su eficiencia de eliminacion. Las resinas poliméricas son una de las principales
representantes de esto grupo, teniendo estabilidad quimica y mecénica, con alta capacidad
de retencidn principalmente de compuestos fendlicos y HMF, pudiendo ser regenerada en
condiciones suaves que no exigen aportacion elevada de energia (Yu y Christopher, 2017).
Las desventajas del uso de las resinas se resumen a los largos tiempos de proceso por la
lenta difusion en los poros, dificultad en trabajar a nivel industrial y pérdidas de azucares
fermentables durante la purificacién del medio (Canilha et al., 2012).

En la neutralizacién, ocurre un ajuste del pH a condiciones cercanas de la fermentacidn,
con la precipitacion de compuestos fenolicos y furfural. Los principales compuestos
quimicos utilizados son el Ca(OH): y NaOH. El inconveniente de la formacion de
precipitados es que se exige una nueva etapa al proceso en el sentido de quitarlos del
medio fermentativo, ya que puede producir problemas en la fermentacién (Cardona et al.,
2010).

En el proceso de overliming (Martinez et al., 2000), ocurre una subida del pH entre 9y 10
con el uso de Ca(OH)2 o NaOH con un reajuste de pH cercano del proceso fermentativo con
el uso de acidos como el H;SO4. El efecto producido por una subida alta en el pH es,
ademas de la precipitacion de inhibidores, una inestabilidad en estos compuestos,
haciendo con que la producciéon de etanol tenga un mayor rendimiento. Yuan y Wen
(2017), trabajando con bambu, obtuvieron una recuperaciéon de 98,8% del total de
azucares celuldsicos y lignocelulésicos y la obtencion de 290,4 kg de etanol por tonelada
de materia prima después de someter el hidrolizado a overliming con Ca(OH); hasta pH 10.
El ajuste a pH 10 también fue reportado por Palmqvist y Hahn-Hagerdal (2000) como la
razén por la reduccion de las cetonas de Hibbert en un 22% y disminucién de furfural y
HMF en un 20%, ademas de apuntar resultados muy interesantes con la adicién de sulfito
de sédio como reduccion del tiempo de fermentacidén y rdpido consumo de azucares
hemicelulésicos. Todavia, el overliming no es capaz de remover el acido acético y puede
presentar el inconveniente de convertir azicares en compuestos no fermentables debido a
reacciones de degradacion (Keikhhosro et al., 2006; Carvalho et al.,, 2005).

El uso de carboén activado es considerado un método de bajo coste y que no proporciona
cambios significativos en los niveles de aztcares fermentables. La eficiencia en la
eliminaciéon de compuestos inhibidores, depende del pH, temperatura, tiempo de contacto
y la concentraciéon del carbdn activo utilizado. El pH influye en la adsorcion de acidos
organicos (fenoles o acidos carboxilicos) y bases organicas, que son mejor adsorbidos en
sus formas no-ionizadas, o sea, en soluciones acidas y basicas, respectivamente. El tiempo
de contacto debe ser suficiente para que cada particula de carbén activado pueda
promover un equilibrio con la substancia adsorbida, ya que progresivamente la superficie
del carb6on activo es bloqueada pasando a no tenerr mas poder de accion
independientemente si hay un incremento en el tiempo de permanencia (Mussato y
Roberto, 2004). Con respecto a la temperatura, hay una mayor tasa de adsorcién cuando
se aumenta la temperatura. Ya con respecto a la concentracidn, existe un limite entre la
eficiencia en la adsorcion de compuestos inhibidores y la reduccién de azicares. Un
trabajo que ilustra este aspecto muy bien es el de Silva et al. (1998), que al tratar un
hidrolizado de cafia de azicar con carbén activo variando en una concentracion del 1% al
30% p/p, observo una reduccion de 94% en los compuestos fenélicos y pérdidas de 0,47%
en azucares fermentables al utilizar 1% p/p de carbdn activo, pero una pérdida de 31,3%
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en azucares al subir la concentracién del carbén al 30% p/p. Pequefios incrementos, de
acuerdo con el trabajo de Vallejos et al. (2016), que también ha detoxificado bagazo de
cafia de azucar con carboén activo, pero en proporcion del 1 al 3% p/p, no ha provocado
una reduccién en los azucares fermentables, aumentando solamente la adsorciéon de
compuestos téxicos a la fermentacion.

Las extracciones con solvente orgdnico son capaces de eliminar compuestos como &cido
acético y varios compuestos fenoélicos, ademas de aumentar la tasa de consumo de
azucares por parte de las enzimas. Mateo et al. (2013) probaron la utilizaciéon de acetato
de etilo, cloroformo y n-hexano como método de detoxificacion de poda de olivo,
reportando como el mas efectivo el acetato de etilo con una reduccién en 50% de los
compuestos fendlicos y 57% en el total de furanos.

¢) Métodos de Detoxificacion Bioldgicos: este método de detoxificacion utiliza enzimas o
microrganismos que actua en el hidrolizado, pudiéndose utilizar el mismo recipiente en
que se va a procesar la fermentaciéon. De entre las enzimas, la lacasa y peroxidasa,
derivadas de hongos de pudricién blanca, se han encontrado de entre las mas eficaces,
eliminando compuestos fendlicos a través de polimerizacion oxidativa a expensa de
oxigeno molecular. Ya de entre microrganismos, existen levaduras, hongos y bacterias que
pueden, ademas de detoxificar el medio, ayudar en la degradacién de lignina, formando un
sustrato que pueden ser facilmente hidrolizados a azicares en tiempos cortos y
condiciones suaves (Canilha et al., 2012).

6.2.3 Esquemas de Cultivo

Los problemas de inhibiciéon de las celulasas por un exceso de produccién de azucares
monoméricos puede ser reducido con la implementacidn conjunta de la etapa de hidrolisis
enzimatica y fermentacién, teniendo dos configuraciones principales: la SFS
(Sacarificacion y Fermentacién Simultaneas) o SCFS (Sacarificacion y Co-Fermentacion
Simultaneas), en las que hay el consumo de azicares a la misma medida en que se van
produciendo, y el BPC (Bioproceso Consolidado), en el que el microrganismo que realiza la
fermentacion también es capaz de producir enzimas hidroliticas (Ko et al,, 2015a).

6.2.4 Seleccion natural del microrganismo

La seleccion de microrganismos de ambientes naturales o industriales resistentes a
compuestos inhibidores también es una de las estrategias para mejorar el rendimiento del
proceso fermentativo. Un estudio hecho por Wimalasena et al. (2014) identificé algunas
cepas de Saccharomyces uvarum, como la de sigla UWOPS99-807.1.1, resistente al acido
férmico y levulinico, y otras de Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces paradoxus
resistentes a furfural, aisladas de habitats naturales. Un factor importante es que la
capacidad natural del microrganismo tiene que estar aliada a una elevada productividad
para que sea posible establecer el proceso a nivel industrial (Ko et al., 2015a).

6.2.5 Ingenieria Evolutiva

La enorme complejidad vista en los sistemas celulares impide que la ingenieria metabolica
se utilice con frecuencia, ya que es necesario un conocimiento molecular o funcional sélido
para su aplicabilidad. En cambio, la ingenieria evolutiva sigue el principio de “ingenieria”
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de la naturaleza mediante la variacién y seleccion natural, ofreciendo atractivas ventajas
cientificas para el desarrollo de procesos siempre que un fenotipo deseado sea susceptible
de seleccidn directa o indirecta. Ademas del desarrollo de la cepa mediante mutacion
aleatoria y seleccion directa en placas, también hace parte de la ingenieria evolutiva la
recombinacién y evolucién continua de grandes poblaciones a lo largo de muchas
generaciones. Dos distintas aplicaciones de la ingenieria evolutiva, una como componente
integral en la ingenieria metabdlica de cepas con fenotipos mejorados, y otra para
transferir los fenotipos deseados a otros huéspedes, se encuentran como grandes
herramientas en la investigacién actual y futura en el desarrollo de nuevas cepas (Sauer,
2001). Ejemplos recientes de esta herramienta para el uso de microrganismos tolerantes a
los inhibidores del proceso fermentativo son los estudios conducidos por Smith et al.
(2014) y Almario et al. (2013), que trabajaron con rastrojo de maiz y paja de triticale,
respectivamente.

6.2.6 Ingenieria Genética y Metabdlica

La ingenieria metabdlica utiliza la informacién del analisis multi-6mico para buscar
posibles manipulaciones de ingenieria metabdlica, de manera que con los rapidos avances
tecnolégicos en esta area se puede lograr un andlisis mas completo de los componentes
intracelulares y sus interacciones, pudiéndose identificar genes importantes implicados en
la tolerancia de los inhibidores (Zhao et al., 2016). Algunos ejemplos son la resistencia
mejorada de Escherichia coli a furfural (Wang et al., 2013), mejora de la Saccharomyces
cerevisiae al furfural, llevando a mejores producciones de etanol (Hasunuma et al., 2014), y
aumento de la resistencia al acido acético y férmico mediante aumento de la actividad de
las enzimas transaldolasa y formiato deshidrogenasa en la Saccharomyces cerevisiae
(Sanda etal,, 2011).

Un esquema que resume las estrategias para alcanzar un mayor rendimiento en la
fermentacion es mostrado en la Figura 29.

7. Fermentacion Alcoholica

La fermentacién alcohodlica es un proceso de produccion de energia en condiciones
anaerobias realizada por una serie de microrganismos, que termina por generar alcohol y
CO2 a partir de monosacaridos y disacaridos. Las materias primas utilizadas para este fin
comprenden fuentes de sacarosa, como cafia de azicar y remolacha, fuentes de almidén
como maiz, y materiales lignoceluldsicos, como madera y restos agricolas. Las fuentes de
sacarosa y de almidon poseen basicamente hexosas, mientras las fuentes lignoceluldsicas
poseen ademas de hexosas, las pentosas. Las ecuaciones 3 y 4 muestran una reaccién
quimica global de la conversion de ambos tipos de azticares a etanol (Zabed et al., 2017).

Hexosas: C6H1206 4 ZCOZ + 2CH3CH20H + H20 + EneTgia (3)
Pentosas: 3CsH,o0s — 5C0, + 5CH;CH,0H + H,0 + Energia 4)

Muchos microrganismos pueden ser empleados en la fermentacién alcohdlica.
Independientemente del tipo, algunas caracteristicas son importantes a la hora de definir
la seleccion de un buen microrganismo fermentador, tales como: buen crecimiento en un
medio de cultivo simples y barato; rendimiento en etanol por encima del 90% tedrico;
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tolerancia a compuestos inhibidores; soporte a concentraciones de etanol mayores de 40
g/L; y productividad en etanol por encima de 1 g/L/h (Zabed et al., 2017).

Optimizacion
del proceso

v

Métodos de Detoxificacion
convencionales

Condiciones del medio Remocion 0 menor

fermentativo presencia de compuestos |
inhibidores para facilitar la

Remocion utilizando accion fermentativa
ENZIMas 0 MiCrorgarismos :

Mejora de la
| fermentacion

Seleccion Natural del
MUCEOrZatisma

Aumento de la tolerancia a
Ingemeria evolutiva inhibidores de los
- microrganismos

fermentativos

Ingenieria genética v
metabolica

Optimizacion
de la cepa

Figura 29. Resumen de las estrategias para alcanzar un mayor rendimiento fermentativo. Fuente: Zhao
etal, (2016).

Durante la fermentacién de las hexosas, son producidos, segun rendimiento teorico
maximo, 51,1 kg de etanol a cada 100 kg de glucosa. Este rendimiento no se atinge pues
1% de los azucares son destinados al crecimiento celular y 4% son convertidos a otros
bioproductos como glicerol, acido succinico, acido malico, aceite de fusel, acido acético y
otros productos minoritarios. Por esta razon, el maximo rendimiento en la produccién de
etanol es del 92 a 93% (Zabed et al,, 2017; Lopes et al.,, 2016; Della-Bianca et al., 2013).

La fermentacion puede realizarse de manera continua, discontinua (batch, en inglés) o
semicontinuo (fed-batch, en inglés). La seleccidn del tipo apropiado va a depender de las
propiedades cinéticas del microrganismo, tipo de sustrato y rentabilidad econémica del
proceso (Oliveira et al.,, 2016).

El modo de fermentacidon discontinuo se lleva a cabo en un sistema de cultivo cerrado, en
el cual ocurre la suplementaciéon de nutrientes e inoculacién de la levadura o bacteria
antes de iniciar la fermentaciéon. En la etapa inicial hay una breve adaptaciéon al medio,
seguida de un crecimiento exponencial, llegando a una fase estacionaria a medida que los
nutrientes se agotan. Con excepcion de la adicién de acidos o bases para corregir el pH, no
hay la adicion de ninguna otra sustancia, siendo este modo considerado la configuracion
mas simples de fermentacion (Zabed et al., 2017; Balat, 2011).

El sistema semicontinuo, por otro lado, combina los métodos continuo y discontinuo al
tener una alimentacién continua del sustrato u otras sustancias sin la eliminacién del
caldo fermentado, siendo ampliamente utilizado para la producciéon de etanol a escala
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comercial. Las células microbianas crecen a una baja concentraciéon de sustrato durante
todo el periodo de fermentacion, produciendo etanol en un ritmo creciente. Ofrece algunas
ventajas frente a las demas configuraciones como una mayor produccion de etanol, células
mas viables y con mayores tiempos de vida, menor tiempo de fermentacién y menor
toxicidad, siendo capaz de mantener la temperatura, pH y nivel de oxigeno disuelto a
través de una retroalimentacion controlada (Phukoetphim et al.,, 2017; Mears et al., 2017).

La fermentacién continua opera a través de una alimentacién secuencial de sustrato,
medio de cultivo y nutrientes y la eliminacién de los productos del recipiente de
fermentacion continuamente. Se realiza basicamente en dos tipos de reactores,
denominados tanque agitado o reactor de flujo de piston. Proporciona una alta
productividad en etanol, pero es su operacion es mas compleja que las demas
configuraciones (Skupin, 2017).

7.1 Fermentacion a nivel industrial - La experiencia de Brasil

El estudio de relatos sobre la implementaciéon a escala industrial de un determinado
proceso es de una importancia muy significativa, pues se muestran reales posibilidades de
los problemas que pueden ocurrir y ayudar en la implementacién de un proceso mejorado.
En el caso del etanol, es posible que los impases vividos con el proceso fermentativo en la
primera generacion puedan afectar el desarrollo de la tecnologia de segunda generacion,
siendo esencial tenerlos en cuenta. Brasil es uno de los paises mundialmente reconocidos
por su vanguardia en la producciéon de biocombustibles y es visto como ejemplo de
implantacion de este tipo de tecnologia. El etanol empezé a ser producido a mayor escala a
razoén del programa gubernamental denominado “Proalcool”, lanzado en 1975 como
respuesta a la crisis del sector petrolifero de los afios 70. Inicialmente el etanol era
producido apenas como aditivo a la gasolina, pasando en 1979 a abastecer coches
especialmente disefiados para rodar con el combustible, que llegaron a representar el 95%
de la flota de vehiculos ligeros producidos en Brasil. Una combinacién de factores ligados a
la caida de los precios del petréleo, aumento del precio del azidcar en el mercado
internacional y reduccién de subsidios, todavia, produjo una importante contraccion en la
demanda de automoviles a base de etanol. La recuperacion del sector vino principalmente
con el desarrollo de la tecnologia flex-fuel en los automoviles, que pueden rodar con etanol
100% hidratado o distintas mezclas con la gasolina teniendo un sensor electrénico que
detecta el porcentaje de la mezcla y ajusta la combustién. A finales de 2016, la tecnologia
flex-fuel representaba 70% de la flota de vehiculos ligeros, con 25 millones de coches y 4
millones de motocicletas (NOVACANA, 2017; BNDES y CGEE, 2008). Junto con los EE.UU,,
representan 85% de todo el etanol producido en el mundo, algo en torno a 94 billones de
litros por afio (Bertrand et al., 2016).

Las destilerias brasilefias tienen como base el proceso fermentativo de Melle-Boinot, que
tiene como principal caracteristica la centrifugacion del vino para recuperacion de las
células de levadura, que después de tratamiento con acido sulftrico diluido (pH entre 2 a
2,5) para eliminacion de bacterias, vuelven a los tanques de fermentacién (que tienen
capacidad entre 250 a 3000 litros) para un nuevo ciclo fermentativo mientras el vino se
destila. Eso hace con que las fermentaciones sean rapidas (entre 6 a 12 horas) aunque la
concentracion de etanol resultante no sea tan elevada (7-12% v/v). Como principal co-
producto se tiene la vinaza, compuesto rico en sales (principalmente potasio) que se
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utiliza para fertirrigar la cafla de azucar, reduciendo los costes en importaciones de
fertilizantes quimicos (Lopes et al., 2016; Pazuch et al.,, 2017; Basso et al., 2008).

Con respecto a la configuracion fermentativa, cerca de 83% de las destilerias brasilefias
trabajan en el modo semicontinuo y el restante en el modo continuo. A pesar de necesitar
una mayor inversion inicial, las de tipo semicontinuo han demostrado mejores
rendimientos fermentativos, segun Godoy et al. (2008). Estos mismos autores han
conducido un estudio de 8 afios consecutivos con 62 destilerias brasilefias comparando las
de tipo semicontinuo y continuo, llegando a las conclusiones presentadas en la Tabla 7,
destacando el mejor rendimiento de las de tipo semicontinuo.

Tabla 7. Comparacion entre el modo continuo y semicontinuo con base en la realidad industrial.
Fuente: adaptado de Godoy et al. (2008).

Caracteristicas 2008Unidad Mo_do l_V[odo_
continuo Semicontinuo

Rendimiento % 87-89,5 88,9-90,5
fermentativo

Contammacmn Bastopes de 3,8-9,9-107 2-3,9-107

bacteriana bacterias/ml
Consumq d_e dcido g/L etanol 8-14 6-7
sulftrico
Consumo de antibiético mg/L etanol 5,7-13 3,8-8

Consumo de mg/L etanol 0,47-0,75 0,45-0,70

antiespumante

Las destilerias en Brasil no funcionan durante todo el afo. En funcién de la necesidad de
moler la cana de azilicar en el momento de la recoleccion, hay interrupciones debido a
lluvias, manutenciones preventivas y la propia recoleccidon, teniendo una media de 200 a
240 dias de funcionamiento. En este periodo, se realizan cerca de 400 ciclos de
fermentacién, y como hay un reciclaje de la levadura a cada nuevo ciclo es comun haber
una alta carga de estrés sobre este microrganismo, resumidos en la Figura 30. Los factores
fuera de la levadura representan los agentes que inducen al estrés y los de dentro son los
mecanismos de defensa de la levadura. Los motivos que llevan al estrés varian de una
destileria a otra, pudiendo ocurrir incluso diferencias en una misma destileria
dependiendo de la época de cosecha.

La presencia de levaduras salvajes es comin dado el gran volumen con que se trabaja a
nivel industrial, asi como bacterias y otros tipos de hongos. Las bacterias productoras de
acido lactico son las principales contaminantes de la fermentacion alcohélica, dividiéndose
en dos grupos principales: homo y heterofermentativas (Basso et al., 2014). El primer
grupo se caracteriza por la produccion de lactato a partir de la glucosa, mientras las demaés
pueden producir lactato, acetato, etanol y también manitol. Por su importancia, muchas
industrias incorporaron el analisis de estos componentes en su control de calidad a través
de cromatografia liquida de alta eficiencia, siendo variables del rendimiento del proceso
fermentativo. En las destilerias brasilenas también fueron encontrados otras especies
pertenecentes al género Saccharomyces ademdas de otros géneros como Dekkera,
Schizosaccharomyces y Candida. La eliminacion de estos géneros “no Saccharomyces” se
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hace con tratamiento acido conforme a lo dicho anteriormente y adicién de productos
antimicrobianos frente al uso de antibiéticos, ya que el uso de estos ultimos no es bueno
para las destilerias que producen levadura seca inactiva para alimentacién animal. El uso
de productos antimicrobianos tuvo gran impulso en 2007, teniendo como destaques el
diéxido de cloro y derivados de acidos del lupulo (Lopes et al., 2016; Basso et al., 2008;
Meneghin et al,, 2008; Borges et al., 2015).

Contaminacién

Bacteriana Levaduras salvajes

Acido Acético

Acido Lactico
Altas temperaturas

Trehalosa

Acido Sulfirico e
Glucdgeno

Sulfito

Acido Succinico
Glicerol s o
Falta de Presion Osmdtica
nutrientes
ol Elevadas
Aluminio concentraciones
de sales
Elevadas
Concentraciones
de Etanol

Figura 30. Resumen de los principales agentes que inducen al estrés de la levadura y sus mecanismos
de defensa. Fuente: Lopes et al. (2016).

La contaminacién bacteriana proviene principalmente de las particulas de suelo, que
puede cargar un billon de células bacterianas a cada gramo, y por la contaminacién de
insectos, de entre los cuales se destaca el barrenador. Los tallos de cafia de azicar
perforados por este insecto acumulan acidos organicos y compuestos fendlicos, que son
inhibidores del proceso fermentativo. Un efecto bastante comun de la contaminacién es la
floculacién de levaduras, que ocurre cuando se atinge una razoén bacteria: levadura de
4,8:1 (Alcarde, 2001; Yokoya y Oliva-Neto, 1991). Contaminaciones por bacterias
malolacticas y de la especie Acetobacter indonesiensis ya fueron documentadas en las
destilerias brasilefias. Las bacterias malolacticas son capaces de convertir el acido malico,
presente en el mosto derivado de la cafia de azicar y que es también producido por las
levaduras, en acido lactico, reduciendo el pH del medio; mientras las de la especie
Acetobacter indonesiensis consiguen reducir el glicerol del medio fermentativo. Ambos
casos produjeron sobrestimaciones en el rendimiento fermentativo basado en el analisis
de co-productos (Lopes et al., 2016).

Para combatir la contaminacién y demas factores del estrés, la levadura cuenta con
mecanismos de defensa. El acido succinico juntamente con el etanol tiene un efecto
antibacteriano; el glicerol funciona como un regulador que ayuda a soportar los choques
osmoticos; la trehalosa es un disacarido que forma parte de la membrana celular que
ayuda a tolerar altos niveles de etanol, deshidrataciones y otros factores de estrés, y junto
con el glucdgeno también sirve como azucar de reserva (Lopes et al.,, 2016).
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Recientemente, nuevas tecnologias vienen siendo puestas en marcha para tornar las
destilerias ain mas competitivas dentro de la cadena de la agroindustria brasilefia. Un
nuevo proceso fermentativo a partir del maiz reutilizando las células de levadura que
serfan desechadas de la destileria, integrando los procesos a partir de la materia prima
sacarina y del almid6n, promete traer una revolucidn a las destilerias convencionales.
Teniendo una fermentacion mas rapida (34 a 36 horas) que las industrias en EE.UU (45 a
60 horas), esta tecnologia desvia menos azucar para la multiplicacién de levaduras y
produccién de biomasa celular, permite el uso del mismo sistema de destilacion utilizado
para la cafia de azucar, extiende el periodo de produccién anual para 345 dias al afio,
reduce las inversiones iniciales y permite compartir personal técnico y laboratorios.
Llamadas “plantas flex” de maiz y cana de azicar, son econdmicamente viables en regiones
con oferta de maiz y alta demanda de DDGS (Lopes et al., 2016; Junior et al., 2015; Amorim
et al., 2011). Actualmente hay una planta flex en funcionamiento localizada en Campos de
Julio - Mato Grosso, que en la cosecha 2016/2017 pretende ampliar la produccion y
generar 64 mil m3 de etanol (Piracicaba Engenharia, 2017). En Brasil también hay dos
industrias de etanol de segunda generacién - una en el estado de Alagoas y otra en Sao
Paulo - generadas a partir de incentivo gubernamental (Scaramuzzo, 2015).

7.2 Principales microrganismos fermentativos

De entre los principales microrganismos etanologénicos conocidos, Saccharomyces
cerevisiae y Zymomonas mobilis tienen reconocida capacidad para procesar azicares con
seis atomos de carbono, pero no consiguen utilizar la xilosa como fuente productora de
etanol. Algunas especies que naturalmente consiguen utilizar las pentosas son las del
género Pichia y Candida, no tienen una productividad tan elevada, siendo por lo menos
cinco veces menor que la S. cerevisiae, ademas de necesitar oxigeno en cantidades
reguladas y poseer sensibilidad a los inhibidores. Aunque se hayan realizado mejoras
significativas en los microrganismos para la fermentacion eficiente de las pentosas, esto
sigue siendo uno de las mayores dificultades en la concretizacién de la tecnologia de
segunda generacién (Arora, 2015). Algunas consideraciones sobre estos y otros
microrganismos seran realizadas en los apartados que siguen, bien como un breve
abordaje sobre los avances de la ingenieria genética hecha en cada microrganismo.

a) Saccharomyces cerevisiae

El género Saccharomyces (Saccharomyces spp.) es naturalmente tolerante al estrés
osmotico, a altas concentraciones de etanol y a condiciones anaerobias, lo que la hace
adecuada para la fermentacion alcohélica a escala industrial. Este género comprende cerca
de siete especies (S. cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. kudriavzevi, S arboricolus y S.
uvarum) de entre las cuales se destaca la S. cerevisiae (Wimalasena et al. 2014; Brown et
al, 2013; Reis et al.,, 2013). Esta levadura, de uso bastante conocido en los procesos
biotecnoldgicos, posee una gran capacidad en la conversion de azdcares a alcohol asociada
a una elevada resistencia al etanol y no es peligrosa en su manoseo, caracteristicas
atractivas para uso industrial (Zabed et al,, 2017; Snoek et al., 2016).

La ruta metabdlica utilizada por la S. cerevisiae para la produccién de etanol a partir de la
glucosa es la Embden-Meyerhof-Parnas, mostrada en la Figura 31. Denominada glucdlisis,
este proceso ocurre en el citoplasma celular donde ocurre la formacion de dos moléculas
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de piruvato a partir del procesamiento enzimdatico de cada molécula de glucosa. En
ausencia de oxigeno, cada molécula de piruvato produce una molécula de etanol y otra de
CO, generando globalmente 2 ATPs que es utilizado por la levadura para la biosintesis de
macromoléculas esenciales a su crecimiento.
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y NADH + H'
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Figura 31. Ruta metabdlica general de la S. cerevisiae para la producciéon de etanol a partir de la
glucosa. Fuente: adaptado de Zabed et al, (2017). Datos: El “P” indica Fosfato; HK: Hexoquinasa; PGI:
Glucosa-6-fosfato isomerasa; PFK: Fosfofructoquinasa; FBPA: Fructosa-bifosfato aldolasa; TPI: Triosa
fosfato isomerasa; GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; PGK: Fosfoglicerato quinasa;
PGM: Fosfoglucomutasa; ENO: Enolasa; PYK: Piruvato quinasa; PDC: Piruvato descarboxilasa; ADH:
Alcohol deshidrogenasa.

Muchos tipos de S. cerevisiae encontradas en el medio ambiente o producidas en
laboratorio han sido utilizadas en la produccién de bioetanol, de modo que la Tabla 8 trae
algunas de las principales cepas probadas. Destaca la cepa salvaje S. cerevisiae KL17, capaz
de tener una concentraciéon de 96,9 g/L etanol con una productividad de 3,46g/L/h,
resultados estos atribuidos a su capacidad de fermentar glucosa y galactosa de manera
simultdnea (Azhar et al,, 2017).

a.1) Saccharomyces cerevisiae genéticamente modificada

Naturalmente, la S. cerevisiae es incapaz de utilizar la xilosa en la produccién de etano],
pero de acuerdo con Kuhad et al. (2011), es capaz de metabolizar un isémero de xilosa, la
xilulosa, siendo este facto aprovechado por la ingenieria recombinante para creacién de
cepas capaces de fermentar la xilosa. También seglin este mismo autor, Ho et al. (1998)
fueron los primeros a crear con exito una S. cerevisiae recombinante con la habilidad de
fermentar xilosa y glucosa simultdneamente, a través de la transformacién de un gen de la
propia S. cerevisiae y de genes traidos de la P.stipitis. La sobreexpresion del gen XKS de la S.
cerevisiae también viene siendo analizada y con buenos resultados tanto en el consumo de
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xilosa como en la producciéon de etanol. Brat et al. (2009) también lograron con éxito

incrementar el metabolismo de la xilosa al clonar trozos del gen que expresa la enzima

xilosa isomerasa de la bacteria anaerobia Clostridium phytofermentans.

Tabla 8. Algunas cepas de S. cerevisiae probadas en la produccion de etanol. Fuente: adaptado de Azhar

etal. (2017).
Concentracion | Condiciones Concentracién Productividad
Cepa Origen Sustrato de Azicares de la en etanol en Etanol
(g/L) fermentacion (g/L/h)
S Café 302C, 200 rpm,
cerevisiae | Laboratorio . 195 ! pm, 11,7 0,49
molido 48 h
RL-11
S. . o
cerevisiae | Laboratorio g:sst(ffl g 200 3O_C'9162 }(: rpm, 68 0,94
MTCC173 §
S. o
cerevisiae | Salvaje Galﬁfgg:j 500 30 c,zzgog rpm, 96,9 3,46
KL17 Y8
S. Almidén o
cerevisiae | Salvaje de 195 32 _C’6162}? pm, 89,1 1,35
CHY1011 mandioca

Una cepa denominada GS1.11-26 ha sido desarrollada de un tipo de S. cerevisiae industrial
bastante robusta y de altos rendimientos en etanol denominada “Ethanol Red”, y de ella
han sido desarrolladas otras tres cepas, llamadas GSF335, GSF767 y GSE16. Estas tres
cepas consiguieron fermentar 37 g/L de D-xilosa y 36 g/L de D-glucosa en 32 horas,
ademas de producir 23% mas etanol que el tipo “Ethanol Red”, siendo consideradas aptas
para la aplicacion a escala industrial (Jahnavi et al., 2017).

La fusidn de protoplastos es una de las técnicas utilizadas para mejorar el uso de xilosa
por la S. cerevisiae. En esta técnica hay un intercambio genético entre organismos a través
de la fusion de los protoplastos en presencia de un agente fus6geno como el
polietilenglicol. Heluane et al. (1993) fueron capaces de aumentar la capacidad de
utilizacién de pentosas por parte de la S. cerevisiae al transferiren con éxito genes de
utilizacién de xilosa de la P. tannophilus.

b) Zymomonas mobilis

Otro microrganismo bastante utilizado en las fermentaciones alcohdlicas a partir de
hexosas es la bacteria gram-negativa Zymomonas mobilis. Este microrganismo posee
muchas caracteristicas deseables para la producciéon de etanol desde un punto de vista
industrial, como elevada productividad especifica en un inico producto, elevada tolerancia
al etanol, amplio rango de pH en que se mantiene productiva (de 3,5 a 7,5) y es
considerada segura (Yang et al, 2016). Ademas, es un microrganismo anaerébico
facultativo, lo que reducen los costes de produccion de un control avanzado de aireacion
en el proceso fermentativo a mayores escalas, y se ha demostrado la capacidad de
reemplazar el agua dulce por el agua del mar en el medio de cultivo, pudiendo mitigar
algunos desafios ambientales en la expansién de produccion de etanol a partir de su uso
(Gongalves et al., 2011). También se ha demostrado recientemente que la Z. mobilis puede
utilizar el N2 como fuente de nitrégeno en el lugar del NHs, y que la fijacion de este
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nitrégeno ha aumentado el rendimiento en etanol operando a bajas cargas de s6lido, lo
que podria reducir los costes de producciéon del etanol celuldsico en millones de dolares
anualmente (Kremer et al,, 2015).

Comparativamente a la Saccharomyces cerevisiae, posee un mayor rendimiento y
productividad en etanol por tener una alta superficie celular especifica y
consecuentemente consumir mas glucosa, al paso que es bastante tolerante a él, ademas
de utilizar una fraccién muy pequena del carbono para convertir en uso proprio (cerca de
2%). Todavia no es capaz de sustituir de inmediato a la tradicional levadura en funcién de
ser muy restricto con respecto a los sustratos en que se desarrolla, ademas de no
presentar un crecimiento satisfactorio en el medio fermentativo por metabolizar la
glucosa a través de la ruta Entner-Doudoroff (Figura 32), en que hay la produccién de solo
una molécula de ATP por cada molécula de glucosa.
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Figura 32. Ruta metabdlica de la Zymomonas..Fuente: adaptado de Zabed et al. (2017). Datos: LEVU:
levansacarasa; INVB: invertasa; GFOR: oxidorreductasa glucosa-fructosa; FK: fructoquinasa; GK:
glucoquinasa GPDH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; PGL: fosfogluconolactonasa; EDD: 6-
fosfogluconato deshidratasa; KDPG: 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato; EDA: 2-ceto-3-desoxigluconato-
aldolasa; GNTK: gluconato quinasa; PGI: Glucosa-6-fosfato isomerasa; GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; PGK: Fosfoglicerato quinasa Fosfoglucomutasa; ENO: Enolasa; PYK: Piruvato quinasa;
PDC: Piruvato descarboxilasa; ADH: Alcohol deshidrogenasa.

b.1) Zymomonas mobilis genéticamente modificada

La primera cepa genéticamente modificada para mejorar la produccién de etanol de la Z
mobilis a partir de las pentosas fue mostrada en 1995, a través de la incorporacién de
genes provenientes de la E. coli. Desde entonces, muchas modificaciones han sido hechas
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para mejorar la productividad en etanol a partir del uso de xilosa y arabinosa, o del uso
conjunto de glucosa, xilosa y arabinosa (Yang et al,, 2016; Dunn y Rao, 2014; Dunn y Rao,
2015; Chou et al., 2015). Wang et al. (2016) desarrollaron una nueva cepa de Z. mobilis,
incorporandole genes para mejorar el aprovechamiento de xilosa, aumentar la biosintesis
de lisina, metionina y &acidos grasos libres para incrementar la tolerancia a etanol, y
progresar una mayor tolerancia a estrés por acciéon de acidos y calor. Denominada TMY-
HFPX, fue capaz de producir etanol en concentraciones de glucosa variando de 136 g/L a
295 g/L sin la adicion de vitaminas o aminoacidos externos, con un rendimiento tedrico de
etanol en 90%.

Chen et al. (2016) han utilizado una cepa de Z. mobilis modificada para la produccién de
etanol, obteniendo 230 g/L de azicares monoméricos después de hidrdlisis enzimatica
realizada con altas cargas de sélidos a través del proceso de Desacetilacion y Refinacién
Mecanica (DMR, siglas en inglés), explicado en detalles por Chen et al. (2014). En la
fermentacion, sin utilizar ninguna técnica de detoxificaciéon o concentracion de azucares,
obtuvieron 86 g/L de etanol en 22 horas de proceso, cerca de 10,7% v/v en etanol, una
concentracién nunca antes observada trabajandose con rastrojo de maiz siguiendo estas
condiciones segun los autores del estudio.

c) Pachysolen tannophilus

La levadura Pachysolen tannophilus fue una de las primeras identificadas con gran
potencial para convertir la xilosa a etanol (Romero et al., 2007; Saleh et al.,, 2014)

c.1) Pachysolen tannophilus genéticamente modificada.

Una cepa identificada como Pachysolen tannophilus1771 fue desarrollada y probada para
fermentar mezclas de glucosa y xilosa. De acuerdo con Zhao et al. (2008), en presencia de
ambos azudcares, hubo primero el consumo de glucosa y un posterior periodo de
adaptacién para entonces empezar a consumir la xilosa, teniendo en este sistema una tasa
de consumo de 1,28 g/L/h de glucosa y 0,34 g/L/h de xilosa. Fueron probados también
fermentaciones en presencia del aztcar puro, obteniéndose una concentracion en etanol
de 6,9 g/L para la glucosa después de 12 horas de fermentaciéon y 2,7 g/L para la xilosa
después de 48 horas de fermentacién, mostrandose la necesidad de técnicas como
mutacién para mejorar la capacidad de fermentacion de la xilosa.

d) Pichia stipitis

La Pichia es un género de levaduras de la familia Saccharomycetaceae, teniendo células
esféricas, elipticas u oblongas, todas acuminadas, y que ha sido ampliamente utilizada para
la fermentaciéon de pentosas (Arora, 2015). Segin Wang et al. (2017), la P. stipitis es
sensible a la accion de los compuestos fendlicos, que ataca las membranas celulares les
provocando dafios irreversibles, de modo que su eliminacién fue capaz de incrementar la
produccién de etanol entorno al doble. Yucel y Aksu (2015) utilizaron medios sintéticos
rico en xilosa y un hidrolizado de pulpa de remolacha azucarera para verificar la
produccion de etanol a partir de la P. stipitis NRRL Y-7124. Los medios sintéticos tenian
una concentracion variable entre 10 y 75 g/L de xilosa, en donde relataron una
productividad maxima de 0,494 g/L/h después de 75 horas, sin ninguna especie de
inhibiciéon por sustrato. El hidrolizado sufri6é distintos procesos de detoxificacién, con
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eliminacion principalmente de compuestos fendlicos y furanicos, teniendo una
productividad entre 0,119 y 0,286 g/L/h en etanol a partir de una concentracién de
azucares de 48,2 g/L. Se verific6 también una alta tasa de crecimiento, que ayudo6 a
incrementar la produccién de etanol.

d.1) Pichia genéticamente modificada

Una cepa de Pichia kudriavzevii ha sido transformada para expresar un gen del Aspergillus
aculeatus, siendo sometida a configuraciéon tipo SFS con fermentacion a 40°C y
convertiendo una concentraciéon de 100 g/L de celulosa microcristalina en 29 g/L en 72
horas (Kitagawa et al,, 2010).

e) Kluyveromyces marxianus

El género Kluyveromyces estd compuesto de levaduras ascomicéticas pertenecientes a la
familia Saccharomycetaceae. Es capaz de utilizar una amplia variedad de sustratos de
azucar, como arabinosa, galactosa, manosa y xilosa, para la produccion de etanol a altas
temperaturas (Arora, 2015). Las especies de Kluyveromyces han sido consideradas como
las mas utilizadas en la produccién de etanol a partir de suero de queso, con interesantes
caracteristicas para su uso a nivel industrial, como tolerancia a elevadas temperaturas,
alta tasa de crecimiento y gran capacidad metabolica (Lane y Morrissey, 2010). Ademas,
como posee una habilidad natural para asimilar tanto pentosas como hexosas, viene
siendo observada como potencial sustituta de la S. cerevisiae para la produccién de etanol
de segunda generacion (Signori et al,, 2014). Un factor que pesa en contra de su uso es el
poco conocimiento genético acerca de su metabolismo, que recientemente viene siendo
estudiado y que cada vez mas tiene el potencial de recibir modificaciones como las que se
realiza con los demas microrganismos (Dasgupta et al., 2017).

Das et al. (2016) ha utilizado un suero de queso conteniendo una concentracion inicial de
lactosa de 150 g/L, iniciando una fermentacién a 35 2Cy pH 4,5 con la cepa K. marxianus
NCIM3217. La producciéon de etanol fue de 43,71 g/L con la lactosa siendo totalmente
consumida en 72 horas, siendo considerada satisfactoria y apuntada como una buena
solucion para los problemas causados por este residuo.

f) Candida shehatae

El género Candida comprende levaduras unicelulares, teniendo formas ovales, elipsoidales
o fuertemente alargadas, con el tamafio dependiendo de las condiciones en que se
encuentra el cultivo. Son tipicamente aerébicos, pudiendo o no producir etanol con el
empleo de aeracién al mismo tiempo que aumentan rapidamente su biomasa. Su
temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 25 y 30 2C y el pH entre 4 y 6 (Kieliszek et
al,, 2017).

Tanimura et al. (2012) aislaron una cepa denominada ATY839, que después de un analisis
filogenético se descubri6 que pertenecia a la especie Candida shetahae. Esta cepa fue capaz
de demostrar una mayor produccion de etanol en comparacion a las cepas de control (S.
cerevisiae NBRC0224, Pichia stipitis NBRC10063 y Candida shehatae ATCC22984), con un
rendimiento maximo tedrico de 71,6% después de 24 horas de fermentacion.
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Yuvadetkun y Boonmee (2016) han trabajado con la cepa C shehatae TISTR5843 a
concentraciones entre 20 g/l y 80 g/L de glucosa y xilosa y también en la presencia de
hidrolizado de paja de arroz. Se ha verificado que la glucosa es consumida antes de la
xilosa, produciendo 7,99 g/L de etanol a partir de 20 g/L de azdcares y 27,82 g/L
utilizando 80 g/L de aztcares, produciéndose también como co-productos principales el
xilitol y el glicerol. Al utilizar el hidrolizado, se verificé que no hubo el consumo total de la
xilosa. Este material, que contenia 34,75 g/L de glucosa y 21,29 g/L de xilosa, dio una
produccion de 19,37 g/L de etanol (productividad de 0,20 g/L/h).

f.1) Candida shehatae genéticamente modificada

Li et al. (2008) modificaron una cepa de Candida shehatae para, inicialmente, tornarse
tolerante a altas concentraciones de bioetanol. En seguida, se hizo una mutagénesis con
radiacién UV y se fusionaron protoplastos de la Candida shehatae con protoplastos de la S.
cerevisiae, originando una nueva cepa F6, que resulté ser 28% mas efectiva en la
produccion de etanol que la cepa original de Candida shehatae, produciendo 18,75 g/L de
etanol a partir de 50 g/L de xilosa.

g) Escherichia coli genéticamente modificada

La Escherichia coli es una de las bacterias mas estudiadas y utilizadas en el mundo, siendo
uno de los microrganismos que tiene descifrado su mapa genético. Para la produccién de
etanol, un gran desarrollo en ingenieria genético viene siendo hecho por la equipe del Dr.
Lonnie Ingram, de la Universidad de Florida, en EE.UU. Inicialmente trabajaron para
modificar la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa combinando genes de la
Zymomonas mobilis, creando la cepa ATC 11303. Esta sufrié mutaciones para aumentar el
nivel de produccién de etanol, creandose la cepa KO4. A través de la supresion del gen que
codifica la generacion de acido succinico, uno de los principales co-productos generados
por la E.coli, se formd una nueva cepa, denominada KO11, que era capaz de convertir la
glucosa y xilosa a etanol préximos a valores del 100% teérico. Para mejorar ain mas la
produccién de etanol a partir de pentosas, esta cepa ha sufrido nuevas mutaciones, donde
2 nuevas cepas, la SL28 y SL40, fueron seleccionadas por producir 20% mas etanol tanto
con pentosas cuanto con hexosas. A pesar de los grandes avances, nuevas investigaciones
continuaron siendo hechas para aproximar cada vez mas la E. coli de un posible uso a
escala industrial (Kuhad et al.,, 2011).

Geddes et al. (2011) utilizé una cepa de E. coli denominada MM 160, derivada de la LY180.
Como resultado de 2 afios de practica de subcultivo (siembra de material ya establecido
in-vitro), 461 transferencias de material genético y 2000 generaciones. La nueva cepa fue
capaz de resistir con una mayor efectividad al furfural, 5-HMF y acetato producidos
durante el pretratamiento. Ademas, fue capaz de producir 0.21 g de etanol por gramo de
bagazo de cafia de azucar después de 122 horas de fermentacion.

Nieves et al. (2011) utilizé la E. coli MM170, derivada de la cepa MM160, que es capaz de
producir etanol como producto primario de la fermentacién. La nueva cepa posee genes
derivados de la Zymomonas mobilis relacionados a la expresion de la enzima piruvato
descarboxilasa y de dos tipos de alcohol deshidrogenasa, ademas de la supresion de genes
ligados a distintos caminos fermentativos. Esta nueva cepa fue capaz de producir entre
0.25 a 0.27 gramos de etanol por cada gramo de bagazo de cafia de azicar en 80 litros de
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medio de fermentacién, incluso disminuyendo el tiempo de fermentacién con la
suplementacion de aire.

Geddes et al. (2013) trabajaron con una evolucién de la cepa MM170, denominada de E.
coli SL100. Esta nueva cepa fue seleccionada a partir de diversos cultivos en un medio
preparado con 50% de hidrolizado y la otra mitad de AM1, y también lleva incorporados
algunos genes de la Zymomonas mobilis conjuntamente con la anulacién de algunos
propios genes que actian en competicién con la ruta fermentativa. Los rendimientos
alcanzaron entre 0.27 a 0.28 g de etanol por gramo de bagazo de cafia de azdcar.

8. Integracion de Procesos

Dependiendo de la manera en que se son realizadas la hidrolisis y la fermentacion, se
pueden distinguir siete configuraciones de procesos, en el presente trabajo se utilizaran
las seis primeras: Hidrélisis y Fermentacion por Separado (HFS) con la posibilidad de
utilizar una fermentaciéon conjunta de pentosas y hexosas, donde el proceso pasa a
denominarse Hidrolisis y Co-Fermentacion por Separado (HCFS); realizar la hidrdlisis y la
fermentaciéon en un mismo reactor, proceso llamado de Sacarificacion y Fermentacion
Simultaneas (SFS) con la misma posibilidad del anterior, en donde se tiene la
Sacarificacion y Co-Fermentaciéon Simultaneas (SCFS); realizacién de wuna pre-
sacarificacién con tiempo reducido e incorporacion del microrganismo fermentador en el
mismo reactor, denominado Pre-Sacarificacién y Fermentacién Simultanea (PSFS),
también con la variante co-fermentativa, en proceso llamado de Pre-Sacarificacién y Co-
Fermentacion Simultanea (PSCFS); y por fin el Bioproceso Consolidado (BPC), en que la
produccién de enzimas, hidrolisis enzimatica y co-fermentacién es realizada por un tnico
microrganismos.

8.1 HFS/HCFS

El proceso de Hidrdlisis y Fermentacidon por Separado se realiza en dos etapas, siendo
primero la biomasa lignocelulésica pretratada degradandose en unidades monoméricas a
través de enzimas, seguido de la fermentaciéon de estos azicares a etanol. Una de las
principales ventajas de este proceso es que las dos etapas se realizan en sus respectivas
condiciones Optimas. Sin embargo, el principal inconveniente es la acumulacién de
azucares que pueden inhibir las enzimas, que afecta en tltima instancia al rendimiento de
etanol (Jambo et al. (2016); Vohra et al,, 2014).

8.2 SFS/SFCS

En la Sacarificacién y Fermentacién Simultdneo, la liberacién de los azudcares
monoméricos y su consumo hacia la produccion de etanol ocurren en el mismo reactor.
Esta configuracion elimina el problema de inhibiciéon de las enzimas por acumulacién de
azucares, es mas econémico por reducir el nimero de equipos y la presencia de etanol en
el caldo reduce las posibilidades de contaminacion. La principal desventaja es que enzimas
y microrganismos fermentadores en general no trabajan en sus condiciones 6ptimas, una
vez que la hidrdlisis enzimatica funciona mejor alrededor de los 50 °C mientras la
fermentacion entre 28 y 372C. Dos posibles soluciones para este problema serian bajar la
temperatura 6ptima de las enzimas a través de Ingenieria de Proteinas o utilizacion de
cepas termotolerantes, siendo mas viable actualmente la utilizacién de microrganismos
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que puedan trabajar a temperaturas proximas de la hidrdlisis. Una tipica SFS tardade 3a 6
dias (Rastogi y Shrivastava, 2017; Jahnavi et al.,, 2017; Maity, 2015).

La Sacarificaciéon y Co-Fermentacién se orienta a la asimilacién de todos los azucares
anteriormente liberados durante el pretratamiento y la hidrolisis enzimatica, pudiendo ser
llevado a cabo a través de un conjunto de microrganismos capaces de fermentar hexosas y
pentosas separadamente, o un unico microrganismo capaz de fermentar ambos azucares.
Ventajas como bajo coste, menor tiempo de operacién, menor riesgo de contaminacion,
menos efectos inhibitorios y eliminacién del problema de crecimiento desigual en el medio
hacen con que la tecnologia de un solo microrganismo esté en creciente investigacion
(Rastogi y Shrivastava, 2017).

8.3 PSFS/PSCFS

Una variacion de los procesos de SSF/SSCF es la realizacion de una etapa de prehidrélisis o
pre-sacarificaciéon, denominada de Pre-Sacarificacion y Fermentaciéon Simultdnea o
Sacarificacion y Fermentacion Semi-Simultanea. En esta configuracién hay una rapida
etapa de licuefaccion del medio, ofreciendo condiciones mas adecuadas para la
fermentacion y permitiendo mayores rendimientos de etanol. Generalmente se realiza
cuando hay altas cargas de sélido (Fang et al., 2017). La PSFS es considerada un proceso
entre la SFS y HSF, y se espera que tenga una mayor productividad y rendimiento en
comparacion a la SFS y HSF, desde que se seleccione un tiempo de prehidrolizaciéon
adecuado (Shen y Agblevor, 2010).

9, Destilacion

Después de pasar por el proceso de fermentacidn, es necesario purificar el liquido
obtenido con vistas a la produccién de etanol combustible. En la destilacidn, se utiliza una
diferencia existente en el punto de ebullicion de los componentes de la mezcla para la
separaciéon de cada uno. Muchas técnicas se han desarrollado para traer un mejor
rendimiento al proceso y pueden ser, segun Kumar et al. (2010):

9.1 Destilacion por adsorcién

El método de destilacién por adsorcion estd basado en la utilizaciéon de un tamiz molecular
que separa el etanol de la mezcla con agua de acuerdo con el tamafio de sus aberturas. Asi,
un tamiz de 3 A de didmetro es capaz de separar esta mezcla, una vez que las moléculas de
agua tienen 2,5 A y las de etanol 4 A de didmetro (Kupiec et al., 2014). La capacidad de
adsorcion de las moléculas blanco a través de los tamices moleculares estad directamente
relacionada a la presién y temperatura: las moléculas de agua son adsorbidas a bajas
temperaturas y altas presiones y se regeneran con estas condiciones al revés (Loy et al,,
2015). Varios materiales vienen siendo probados para este fin, desde organicos como el
almidén hasta inorganicos como zeolitas, siendo determinante la forma, longitud y
estructura quimica de sus nanoporos (Taheri et al., 2017).

Para el proceso, son necesarios dos tamices moleculares. En la columna de alimentacion
de la mezcla agua-etanol se pone uno, que va adsorbiendo las moléculas de agua
ininterrumpidamente a medida que la corriente de esta mezcla sigue fluyendo, hasta que
alcanza su maxima capacidad de adsorcién. Una vez lleno, a través de un sistema de
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automatizacién o valvula de control, se reemplaza por un nuevo tamiz mientras el otro
pasa por el sistema regenerativo, siguiendo asi el proceso (Kumar et al, 2010). Un
esquema de este método puede ser visto en la Figura 33.

Uno de los principales desafios en la destilacién por adsorcién es la regeneracién de los
tamices. Aunque los tamices inorgdnicos sean reutilizables, son necesarias altas
temperaturas (préximo a 288 ¢C) y largos periodos de tiempo (entre 2 a 4 horas) para que
las moléculas de agua adsorbidas sean eliminadas, proyectandose un elevado consumo
energético en la cadena productiva del bioetanol (Kumar et al., 2010).

a la homba de vacio

alimentacién 1 w1
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2=
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etanol
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Figura 33. Esquema experimental de la destilacién por adsorcién. 1 - bomba; 2: vaporizador; 3 - tamiz
para adsorcion; 4 - Camisa calentadora; 5 - Termopares; 6 - Recipiente para el etanol purgado; 7 -
Condensador. Fuente: adaptado de Kupiec et al. (2014).

9.2 Destilacion azeotrdpica

A través de este sistema de destilacidn, se afiade un tercer componente a la mezcla binaria
que va a formar un aze6tropo de bajo punto de ebullicién con uno de los componentes,
permitiendo la separacion del producto deseable (Chien et al.,, 2017; Avilés-Martinez et al,,
2015). El nuevo azeétropo puede salir por la parte superior, donde se llama azeo6tropo de
minimo, o en la parte inferior, donde se llama aze6tropo de maximo, mientras el producto
de interés sale por el extremo opuesto de la columna. La adicion de una segunda columna
es necesaria para recuperar el agente utilizado para el arrastre.

Una ilustracién de este proceso es ilustrada por la Figura 34. La mezcla entre agua, etanol
y el componente de arrastre sale por la parte superior de la columna, mientras el etanol
anhidro producido sale por la parte inferior. La mezcla es enfriada, condensada y enviada
a un decantador, en lo cual ocurrira la formacién de una fase liquida y otra organica. La
primera es enviada a la columna de recuperaciéon para que se quite el agua por la parte
inferior, de modo que la solucién alcohdlica es enviada nuevamente para la columna
azeotrdpica. La fase organica, compuesta del componente de arrastre, también vuelta a la
columna azeotroépica para reiniciar el proceso (Aditiya et al., 2016).
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Figura 34. Esquema experimental de la destilacion azeotrdpica. Fuente: adaptado de Aditiya et al. (2016).

Algunas variantes de este proceso son la, que son la destilaciéon azeotrépica heterogénea
(HAD, con siglas en inglés) y la destilacion de pared divisoria (DWC, con siglas en inglés).
La HAD es aplicada a un sistema en lo cual coexiste un vapor con dos fases liquidas,
utilizdndose en general dos columnas. La primera sirve para la separacion del producto y
la segunda para recuperacién del arrastre. En el caso de la mezcla etanol-agua, algunos
estudios sugieren la utilizacién de una o dos columnas por mdas cuando se utiliza el
benceno como arrastre. El DWC consiste en una columna de destilacion que contiene una
pared divisoria vertical en la seccién central, y viene siendo tratada como una de las
mejores opciones para ahorrar tanto energia cuanto capital, ya con realizaciéon de pruebas
a nivel comercial (Le et al,, 2015; Tabari y Ahmad, 2015).

9.3 Destilacion por Deshidratacion Quimica

En este proceso, bastante convencional para la produccion de etanol anhidro, se hace uso
de sustancias quimicas altamente higroscdpicas que atraen fuertemente las moléculas de
agua y la separan del medio, obteniendo un compuesto con contenido en humedad
extremamente bajo. Uno de los compuestos mas utilizados es la cal viva, en una
proporcién de 1:4,2 de agua: cal, donde ocurre la formacion de 6xido de calcio insoluble,
dejando el etanol en la parte superior de la columna. Es posible un proceso de reciclaje
para la utilizacién nuevamente de la cal, pero posee el inconveniente de demandar
grandes cantidades de energia (Aditiya et al., 2016; Karimi et al., 2016).

9.4 Destilacion por difusion

Citado por primera vez por Fullarton y Schlunder (1986), consiste en la evaporacién de
una mezcla debajo de su punto de ebullicién que fluye hacia un canal que contiene un gas
inerte, que actuara como un filtro permitiendo el pasaje de los componentes que tienen
una difusién mas rapida. En el caso de la mezcla agua-etanol, es el agua quien tiene la
preferencia para pasar.

La eficacia de la destilacion por difusion esta relacionada a las diferencias de friccion del
agua + inerte y alcohol + inerte en la fase vapor, de modo que eta diferencia es mayor
cuanto mas aumenta la masa molar del componente inerte. Asi, gases como el CO, y Xe son
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mas eficaces que el nitrégeno, helio o el aire, que son mas ligeros. También es relevante la
opcion por un material que reproduzca una difusiéon anti-Knudsen en sus poros, haciendo
con que las particulas no colidan con la superficie interna proporcionando una separaciéon
mas eficiente (Krishna, 2017).

9.5 Destilacion Extractiva

La destilacion extractiva es generalmente empleada en la separaciéon de una mezcla
azeotropica binaria u otras mezclas con punto de ebullicién préximo, con la volatilidad
relativa de componentes ligeros y pesados por debajo de 1,1 (Errico et al., 2013; Liang et
al, 2014). En este proceso, se adiciona un nuevo disolvente que induce una mayor
volatilidad relativa de los componentes ligeros y pesados del medio sin la formacién de un
nuevo azedtropo, con los componentes ligeros situandose en la parte superior de la
columna extractiva y los componentes pesados juntamente con el disolvente van para el
fondo, separandose facilmente mediante una columna de recuperacién de disolvente. La
seleccidon de este disolvente debe ser realizada bajo criterios que tengan como principal
objetivo la reduccion del consumo energético y de disolventes. Los principales disolventes
estudiados para este fin son glicoles, gasolina, glicerol y mas recientemente liquidos
ionicos (Zhu et al,, 2016; Tsanas et al., 2014; Verma y Banerjee, 2010.; Zhao et al., 2017).

9.6 Destilacion por membrana

En este proceso, se utiliza una membrana hidr6foba microporosa que permite el pasaje de
una fase vapor al mismo tiempo que impide el pasaje de una fase liquida y todos sus
componentes disueltos, que se quedan retenidos en la membrana. Tipicamente, polimeros
organicos son utilizados como membrana, aunque metales y ceramicas también se aplican
para este fin. Este tipo de destilacion tiene una mayor utilidad en el tratamiento de aguas
residuales, procesamiento de lacteos, separacion de componentes volatiles y desalacién de
agua del mar, obteniendo mucho progreso en los ultimos 10 afios permitiendo su uso a
escala industrial (Eykens et al., 2017; Wang y Chung, 2015; Sanmartino et al., 2017).

El funcionamiento simplificado de la destilacién por membrana puede ser visto en la
Figura 35. Una diferencia de presién de vapor es creada sobre la membrana a partir de la
diferencia de temperatura creada por una solucién caliente que alimenta el sistema,
tipicamente a 802C, y otra solucién de permeado en frio. Ocurre entonces la evaporacion
del liquido de alimentacién en el poro de la membrana (1), que induce a la difusion de las
moléculas de vapor a través de la membrana (2), ocurriendo la condensacion (3) en el lado
permeado. Dependiendo del tamafo de los poros de la membrana, la trayectoria libre
media de las moléculas y la presencia de aire en los poros se pueden producir diferentes
regimenes de difusién, como el de Knudsen, Poisseuille o difusién molecular. Vale destacar
que este sistema acepta la utilizacién de energias renovables para el ahorro de calor, como
la energia solar y térmica, ademas de producir un producto de elevada pureza (Eykens et
al, 2017; Luo y Lior, 2017).
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‘ Liquido A Vapor () No volitil

1: Evaporacion 2: Difusion  3: Condensacion

Figura 35. Esquema simplificado de la destilacién por membrana. Fuente: adaptado de Eykens et al.,
(2017).

9.7 Destilacion a vacio

En la destilacién a vacio, la bajada de presion hace aumentar la concentracién de etanol en
la mezcla etanol-agua, haciendo que la mezcla pueda separarse por procesos de
destilacidén convencional. Exige dos columnas, una que realice la operacién en vacio y la
otra que realice el proceso convencional, no siendo muy practico desde el punto de vista
industrial (Kamzon et al.,, 2016).
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[I. Aportaciones cientificas y avances
del presente trabajo
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Aunque muchas investigaciones se hayan dedicado a la obtencidén de etanol de segunda
generacién con la poda de olivo, este trabajo se diferencia por aportar algunas novedades
en esta area:

- Uso del Hidréxido de Amonio y Carbén Activo como detoxificantes del material
pretratado proveniente de la poda de olivo: el carbén activo es un material muy empleado
como detoxificante de materiales pretratados de diversas materias primas, pero no han
sido encontrados registros de su utilizacién en la poda de olivo. El hidréxido de amonio,
por su parte, ha sido muy poco utilizado como sustancia detoxificante en el proceso de
produccion del etanol de segunda generacion, siendo uno de los métodos de disminucién
de inhibidores utilizados por el presente trabajo sobre la poda de olivo.

- Utilizacién de nuevas configuraciones en la fermentacién de la fraccién sélida de la poda
de olivo: hasta ahora en la bibliografia consultada, apenas tres configuraciones incluyendo
las etapas de hidrdlisis enzimatica y fermentaciéon habian sido probadas utilizando la
fraccion sdlida de la poda de olivo: Sacarificaciéon y Fermentacion Simultanea (SFS),
Hidrélisis y Fermentaciéon por Separado (HFS) y Pre-Sacarificacién y Fermentacién
Simultanea (PSFS). Este trabajo, ademas de estas tres anteriores, es pionero en probar
otras tres configuraciones (Sacarificacién y Co-Fermentacién Simultanea [SCFS], Hidrolisis
y Co-Fermentacion por Separado [HCFS] y Pre-Sacarificacion y Co-Fermentacién
Simultanea [PSCFS]) y hacer un estudio comparativo entre ellas.

- Empleo de microorganismos recombinantes sobre el slurry de la poda de olivo: el uso de
un microrganismo recombinante como la Escherichia coli SL100 capaz de fermentar

conjuntamente pentosas y hexosas del material hidrolizado sin la necesidad de separarlo
en distintas fracciones es una novedad cuando se habla de la poda de olivo como materia
prima. En la mayor parte de la bibliografia se hace una separacién entre el liquido y el
sélido que sale del pretratamiento y los trata separadamente, o utilizan co-cultivos con el
objetivo de metabolizar pentosas y hexosas empleando mas de un microorganismo.

- Empleo de aireacién en el slurry proveniente de la poda de olivo: la inyeccién de aire
sobre el medio fermentativo viene siendo reportado en la bibliografia como un acelerador
de la fermentacion y un factor de incremento en los rendimientos en bioetanol. Este tipo
de operacion no ha sido objeto de estudio con la biomasa del olivar, siendo investigado por
el presente trabajo.
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[1I. Objetivos

1. Objetivo general
2. Objetivos especificos
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1. Objetivo general
Proponer un esquema eficiente de produccién de etanol a partir de poda de olivo.

Para ello, se compararan distintas estrategias de detoxificacion para la fraccion liquida y
distintas configuraciones de proceso para la fracciéon sélida provenientes del
pretratamiento combinado térmico-acido, seleccionando las mejores condiciones para la
fermentacion del slurry.

2. Objetivos especificos

- Determinar la composicion de la materia prima y del sélido y liquido obtenidos después
del empleo de pretratamiento combinado térmico-acido.

- Emplear distintas metodologias de detoxificacién (carboén activo, overliming e hidréxido
de amonio) sobre la fraccion liquida, evaluando su eficiencia sobre los compuestos de
inhibicién y degradacion de aztcares.

- Investigar distintas configuraciones entre hidrdlisis enzimatica y fermentaciéon (SFS,
SCFS, HFS, HCFS, PSFS, PSCFS) sobre la fraccién sélida.

- Evaluar el rendimiento de los procesos fermentativos en ambas fracciones, a través del
empleo de dos microrganismos con distintas caracteristicas metabolicas: Saccharomyces
cerevisiae “Ethanol Red” y Escherichia coli SL100.

- Seleccionar, teniendo en cuenta criterios técnicos (rendimiento del proceso,
productividad en etanol, etc.) y demdas caracteristicas que sean interesantes para un
incremento de la escala del proceso (tiempo de fermentacién, tasa de consumo de
azucares, inhibicion de los agentes fermentadores, etc.), el mejor método de detoxificaciéon
y mejores configuraciones fermentativas del s6lido para realizar ensayos sobre el slurry.

- Estudiar el efecto de la variacidn en la carga de sélidos iniciales y la inyeccion de aire en
el sistema fermentativo.

- Proponer un esquema 6ptimo de produccion de etanol de segunda generacion a partir de
la poda de olivo dentro de las condiciones ensayadas.
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[V. Metodologia

. Introduccién a la metodologia
. Materia prima
. Pretratamiento
. Caracterizacion de las fracciones s6lida y liquida pretratadas
. Detoxificacion de la fraccion liquida
. Microrganismo y preparacion del in6culo para las distintas configuraciones
6.1 Saccharomyces cerevisiae
6.2 Escherichia coli SL 100
7. Fermentacion de la fraccion liquida
8. Caracteristicas de las configuraciones adoptadas para la fermentacion del sélido
8.1 HFS - Hidrolisis y Fermentacion por Separado
8.2 HCFS - Hidrdlisis y Co-Fermentacién por Separado
8.3 SFS - Sacarificaciéon y Fermentacion Simultaneas
8.4 SCFS - Sacarificaciéon y Co-Fermentacion Simultaneas
8.5 PSFS - Pre-Sacarificacién y Fermentacion Simultaneas
8.6 PSCFS - Pre-Sacarificacién y Co-Fermentacion Simultaneas
9. Preparacion y Detoxificacion del slurry
9.1 Hidrdlisis Enzimatica + Fermentacion del slurry
9.2 Hidro¢lisis Enzimatica + Fermentacidn en la mejor configuracién en reactor de
mayor capacidad y con aeracién slurry

DU D WDN -
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1. Introduccion a la metodologia

La metodologia general del presente trabajo estd mostrada en la Figura 36, y fue dividida

en dos partes. Las tres primeras etapas fueron realizadas por la alumna del Master en
Energias Renovables Irene Gomez Cruz (2017) para la realizaciéon de su Trabajo Fin de
Master. La parte restante es el objetivo del presente estudio, conteniendo la detoxificacion,

hidrolisis enzimatica y fermentacion utilizando distintas configuraciones.

Poda de Olivo
- 7.84% humedad;
- Molida entre 1y 8 mm;

A\

Extraccion Alcalina
T=110°C; 30 minutos;
[NaOH]=1.4% [S/L]=20%

\4

Pretratamiento
T=164°C; 10 minutos;
[H,S0,1=0.9%; [S/L]=15%

Filtracion
Liauido Sdlido
Caracterizacion Caracterizacion
del licor del s6lido
\V/
Detoxificacion
- Overliming Hidrolisis
- Carbon Activo ..
+

- Hidroxido de EnZImatIC{fl,
Amonio Fermentacion
- Liquido sin
detoxificar

Vi

., HFS HCFS
Fermentacion
- E. Coli SL 100;
- 300 rpm SFS SCFS
-37°C
-pH 6,5
PSFS PSCFS

Detoxificacion del Slurry
- Hidroxido de Amonio

v

Hidrolisis Enzimatica + Fermentacion en las

configuraciones 6ptimas

v

Hidrolisis Enzimatica + Fermentacion en la mejor
configuracion en reactor de mayor capacidad y con aeracion

Figura 36. Esquema de la metodologia adoptada en el presente trabajo.
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2. Materia prima

Se ha seleccionado la poda de olivo como materia prima para la produccion del bioetanol
de segunda generacién por ser un residuo de abundancia local con elevado contenido en
azucares, siendo una fuente potencial para la obtencién de biocombustibles que no
compite con la produccion de alimentos.

La poda fue recogida en el campo tras la cosecha de la aceituna en el afio de 2015. En el
laboratorio, este residuo fue secado a temperatura ambiente, llegando a 7,84% de
humedad. Posteriormente, utilizando un molino de cuchillas tipo Retsch SM 100 se realizé
la molienda de la poda hasta obtener un tamafo de particula entre 1 y 8 milimetros, que
fue almacenada hasta su uso. El molino utilizado puede ser visto en la Figura 37.

Figura 37. Molino tipo Retsch, modelo SM 100, utilizado para la molienda de la poda de olivo. Fuente:
Autor.

Después de esta etapa, se procedi6 a determinar las condiciones Optimas de una
extraccion basica con NaOH del sélido (resumidas en la Tabla 9), con el fin de eliminar
componentes no estructurales que pueden interferir de manera negativa en las etapas
siguientes de la produccién del bioetanol. Para eso, se tomd por base el informe técnico del
Laboratorio Nacional de Energias Renovables de Estados Unidos (NREL) de cédigo
NREL/TP-510-42619, que trata de la determinacion de extractos en la biomasa. Basado en
este informe y empleando un disefio de experimentos Box-Behnken con auxilio del
software estadistico Design Expert 7.0.0, las siguientes condiciones fueron propuestas y
probadas, utilizando para eso un autoclave, mostrada en la Figura 38. Para cada ensayo
fueron pesados 50 gramos de poda totalmente seca (relaciéon 20% S/L).

También fue realizada la caracterizacion de la materia prima para conocer su contenido en
carbohidratos estructurales, lignina, cenizas y grupos acetilo siguiendo la metodologia
propuesta por el NREL de cddigo NREL/TP-510-42618, que se encuentra en el Anexo 1.
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Figura 38. Autoclave utilizada para el proceso de extraccion. Fuente: autor.

Tabla 9. Condiciones de extracciéon propuestas segin disefio de experimento Box-Behnken obtenido
con el software estadistico Design Expert 7.0.0.

Condiciones de Extraccién
10| TG | (minutos
Ensayo 1 120 0,5 30
Ensayo 2 130 0,5 60
Ensayo 3 130 2 60
Ensayo 4 120 1,25 60
Ensayo 5 120 1,25 60
Ensayo 6 120 0,5 90
Ensayo 7 120 2 90
Ensayo 8 120 1,25 60
Ensayo 9 110 1,25 30
Ensayo 10 | 120 1,25 60
Ensayo 11 | 130 1,25 90
Ensayo 12 | 110 0,5 60
Ensayo 13 | 120 2 30
Ensayo 14 | 120 1,25 60
Ensayo 15 | 110 1,25 90
Ensayo 16 | 110 2 60
Ensayo 17 | 130 1,25 30

3. Pretratamiento

En la realizacién del pretratamiento combinado térmico + acido, fueron considerados los
estudios conducidos por Martinez-Patifio et al. (2017a), en el que las condiciones dptimas
aplicadas a la poda de olivo para una mayor recuperacion de azicares estan resumidas en
la Tabla 10. Un total de tres ensayos fueron realizados para la obtenciéon de una cantidad
suficiente de material para las etapas siguientes.
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Tabla 10. Condiciones 6ptimas de pretratamiento segiin Martinez-Patiiio et al. (2017a).

Condiciones Optimas
Relacion Sélido/Liquido (%) 15
Temperatura (2C) 164
Tiempo (minutos) 10
Catalizador (p/v) H2504 0,9%

El reactor utilizado fue el modelo Parr (Parr Instrument Company, EE.UU.), con capacidad
para 2 litros, y que puede ser visualizado en la Figura 39.

Figura 39. Reactor Parr utilizado para el pretratamiento. Fuente: autor. Datos: 1 - Manémetro; 2 -
Termopar; 3 - Controlador de temperatura y agitacion; 4 - Camisa de Calefaccion; 5 - Vaso de reaccion;
6 - Sistema de agitacion.

Después de realizado el pretratamiento, se obtuvo una mezcla de sélido y liquido
denominada slurry. En este momento se hizo una filtracion con el objetivo de separar cada
una de las fases y caracterizarlas mediantes distintos procedimientos. El sélido fue
sometido a un lavado con agua hasta alcanzar un pH cercano al neutro y puesto en estufa
entre 30 y 40 2C para eliminar el exceso de humedad.

4. Caracterizacion de las fracciones sdlida y liquida

Con respecto a la caracterizacion de la fracciéon solida, se siguié el procedimiento
NREL/TP-510-42618, el mismo anteriormente utilizado con la materia prima, para la
determinacién de azucares celul6sicos e hemicelulésicos y el contenido en lignina. Por
otro lado, en la fraccién liquida se determiné: el pH, mediante el uso de pHmetro digital
(Figura 40); composiciéon en azicares celulésicos y hemicelulésicos (glucosa, xilosa,
galactosa, manosa y arabinosa) y compuestos inhibidores (acido acético, acido férmico,
furfural y HMF) mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC por sus siglas en
inglés); y fenoles totales, a través de espectrofotometria. La metodologia seguida para la
determinacién de fenoles totales se ha basado en el procedimiento establecido por
Singleton y Rossi (1965). Una alicuota de 0,5 mL de cada muestra se ha mezclado con 3,75
mL de agua, 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau (1:1 v/v) y 0,5 mL de Na>COs al 10%
p/v. El mismo procedimiento se ha hecho para el blanco y para el acido galico (patrén),
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sustituyéndose la cantidad de muestra por agua y distintas concentraciones de &cido
galico, respectivamente. Después de una hora en oscuridad, se midié la absorbancia de las
mezclas a 765 nm y se construy6 una curva de calibracién para el acido galico, siendo los
resultados del contenido fendélico total en los prehidrolizados expresados como gramos de
acido galico equivalente.

El HPLC utilizado para la mediciéon de inhibidores, aztcares y etanol fue el modelo
Hewlett-Packard 1100 (Palo Alto, CA, EE.UU.) con columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad
Hercules, CA, EE.UU.) operando a 65 2C con solucién 5 mM de H,SO4 como eluyente y flujo
de operacion de 0,6 mL/minuto. Esta columna no es capaz de separar la xilosa, galactosa y
manosa, entregando la suma de los tres azucares, que se llamara en el presente trabajo
XGM (Xilosa, Galactosa y Manosa). Un segundo HPLC (Waters, Milford, EE.UU.), equipado
con columna CARBOSep CHO-782 PB (Transgenomic Inc, Omaha, EE.UU.), operando a
702C con agua ultrapura como fase mévil y a un flujo de 0,6 ml/minuto fue utilizado para
medir la composicion exacta de los azicares monoméricos, para determinar la
composicidn exacta del XGM. Ambos equipos son ilustrados por las Figuras 41A y 41B.

Con el fin de determinar la concentracién de azucares oligoméricos en los prehidrolizados,
se realiz6 una post-hidrolisis con H,S04 3% p/v a 120 2C por 20 minutos, comparandose el
contenido en azudcares antes y después de la post-hidrolisis. Para eso, se utilizaron ambos
HPLC (Waters, Milford, EE.UU., equipado con columna CARBOSep CHO-782 PB
[Transgenomic Inc, Omaha, EE.UU.], y Hewlett-Packard 1100 [Palo Alto, CA, EE.UU.] con
columna Aminex HPX-87H [Bio-Rad Hercules, CA, EE.UU.]).

Figura 40. pHmetro digital utilizado en los ensayos. Los recipientes rojo, verde y azul contienen
solucién con pH conocido, destinados a la calibracién del equipo. Fuente: Autor.
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Figura 41. “A”: HPLC (Waters, Milford, EE.UU.); “B”: HPLC Hewlett-Packard 1100 (Palo Alto, CA, EE.UU.).
Fuente: autor.

5. Detoxificacion de la fraccion liquida

A partir del liquido, fueron preparados cuatro licores partiendo de distintas estrategias de
detoxificacion. Ademas de los tres métodos citados a continuacion, una fraccién del
liquido no fue sometida a ningln proceso de detoxificaciéon para comprobar si existia la
necesidad real de esta etapa en el proceso, pasando el liquido simplemente por un ajuste
de pH a las condiciones fermentativas y centrifugacién para eliminaciéon de so6lidos. Para
cada método fueron utilizados entre 320 y 350 mL de prehidrolizado, que tenia un pH
inicial de 1,84, siendo todos los ensayos conducidos en matraces Erlenmeyer de 1L y con
agitacion orbital (agitador “Optic Ivymen System”, mostrado en la Figura 42).

Figura 42. Agitador orbital "Optic Ivymen System". Fuente: Autor.
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- Detoxificacion mediante Overliming: este método consistio en subir el pH hasta 10 con
el uso de Ca(OH); y mantener durante 30 minutos, a 502C y 200 rpm de agitacidn, pasando
por una posterior centrifugacién a 5000 rpm durante 5 minutos para retirada de cualquier
precipitado que se haya formado. La cantidad de licor fue medida al final para determinar
la pérdida en volumen del proceso.

- Detoxificacion con Carbén Activo: este método consistié en afadir 5% en masa de
carbon activo con respecto al volumen de liquido a ser detoxificado y mantener durante
30 minutos a 502C y 200 rpm. El liquido fue recuperado a través de proceso de filtracién a
vacio.

- Detoxificacion con Hidréxido de Amonio: para este método se utilizé una soluciéon 5N
de NH4OH, afiadiéndose una determinada cantidad hasta alcanzar el pH 9, observando las
mismas condiciones de temperatura, tiempo y velocidad de agitacién de los métodos
anteriores. La recuperacion del licor se hizo a través de centrifugacién a 5000 rpm durante
5 minutos.

La Tabla 11 resume las condiciones, asi como los volimenes iniciales y recuperados en
cada método.

Tabla 11. Resumen de las condiciones operativas, el volumen recuperado de hidrolizado, para cada
método de detoxificacién estudiado.

Volumen inicial Cantidad Vol.
Método prehidrolizado afadida Condiciones Separacion Recuperado
(ml) (pH=1,84) (ml)
Matraz
Ca(OH), | enlermeyer 1L, | Centrifugacion
Overliming 350 hastapH | 50 9C, 200 rpm 5000 rpm, 5 325
10 (orbital SI- min
600), 30 min
Matraz
. enlermeyer 1L, | Filtrado (papel
(ﬂf’;’;‘ 350 E’f/; g/g ‘3 50°C, 200 rpm | de filtro) a 320
’ (orbital SI- vacio
600), 30 min
Matraz
5,4 ml enlermeyer 1L, | Centrifugacion
NH4OH 5N 350 hastapH | 50 2C, 200 rpm 5000 rpm, 5 325
9 (orbital SI- min
600), 30 min

Una vez finalizado los procesos de detoxificacion de los licores, estos fueron almacenados
a temperatura ambiente hasta el dia siguiente (aproximadamente 12 horas). El pH fue
entonces ajustado para adecuarse a las condiciones fermentativas (ver Tabla 12).

Tabla 12. Ajuste de pH realizado para cada licor.

Licor pH inicial Ajuste pH pH final
Prehidrolizado 1,84 Pastillas KOH (85%) 6,43
centrifugado
Carbén Activo 1,87 Pastillas KOH (85%) 6,57
Overliming 8,58 H2504 (96%) 6,53
NH4OH 8,57 H2S04 (96%) 6,65
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6. Microrganismo y preparacion del indculo para las distintas
configuraciones

En el presente trabajo, dependiendo de la configuracién adoptada, se emplearon dos tipos
de microrganismo: Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli SL100, genéticamente
modificada.

6.1 Saccharomyces cerevisiae

Para la preparacion del inéculo de S. cerevisiae cepa “Ethanol Red" (FERMENTIS, France),
se cogi6 la levadura liofilizada en forma de granulos y se disolvié en 250 mL de medio
liquido basal (MLB) previamente esterilizado en autoclave a 120 ¢C y 20 minutos para su
reactivacion, mostrandose los componentes y respectivas concentraciones del MLB en la
Tabla 13.

Tabla 13. Componentes y concentraciones del medio MLB.

Gomponente Concentracion
(g/L)
Extracto 5
levadura
NH.Cl 2
KH;PO, 1
MgS047H;0 0,3
Glucosa 20

Después de pasar 24 horas en orbital a 302C y 150 rpm, se resiembra al 4% en un nuevo
medio MLB autoclavado, dejando por otro periodo de 24 horas en orbital a 35 2C y 150
rpm. Para verificar que hubo un crecimiento adecuado, se midi6 la absorbancia (densidad
optica) en espectrofotometro a 420 nm de longitud de onda. Para un crecimiento
satisfactorio, la densidad 6ptica debe ser mas que 1,0 después de 24 horas.

6.2 Escherichia coli SL 100

La cepa de E.coli utilizada es derivada de la MM170 (Nieves et al.,, 2011a), que con la ayuda
de genes incorporados de la bacteria Zymomonas mobilis (pdc, adhA y adhB) y supresion
de otros genes que creaban caminos de competicidn con la fermentacién alcohdlica (IdhA,
adhE, frdBC, msgsA) es capaz de producir etanol como producto primario (Geddes et al,,
2013).

Inicialmente, fue preparado el medio AM1 (Martinez et al., 2007) para el crecimiento del
microrganismo, cuyos componentes estan listados en la Tabla 14. Para ello, se preparaban
soluciones stock de los diferentes compuestos, y dependiendo del volumen de medio se
afiadian las cantidades necesarias. Cada una de las soluciones era esterilizada a través de
filtros con porosidad de 0,2 micras.
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Tabla 14. Componentes del medio AM1. Los elementos de 9 a 15 se denominan elementos traza, y su
preparacion se realiza en una uinica solucién.

Concentracion en el
N¢ Componente medio de cultivo
(gL?)

1 Xilosa 16

2 Glucosa 10

3 (NH4).HPO4 2,63

4 NH4H,PO, 0,87

5 MgS04-7H,0 0,246

6 KCI 0,149

7 Betaina 0,117

8 Acido Citrico 0,1

9 FeCl3-6H,0 1,6

10 CoCl;-6H;0 0,2

11 CuCl-2H;0 0,1

12 ZnCl; 0,2

13 Naz;Mo04:2H20 0,2

14 H3BO3 0,05

15 MnCl;-4H,0 0,33

Ya con medio preparado, se cogian criotubos almacenados a -80°C que contenian la E. coli
SL100, que se dejaban atemperar y entonces se ponifan en el medio AM1 para su
crecimiento durante 24h a 37 2Cy 200 rpm.

7. Fermentacion de la fraccion liquida

Se prepararon 2 recipientes de 300 ml de capacidad (de ahora en adelante denominados
“minifermentadores”), para cada licor (un total de 8), afiadiéndose a cada uno 150 mL de
licor y los componentes del medio AM1 con excepcion de las sales de amonio, ademas de
metabisulfito de sodio (1,5 mM) justo antes del microrganismo. Acreditado que el
metabisulfito de sodio es capaz de reducir la toxicidad del medio fermentativo ademas de
mejorar la metabolizacién de la xilosa por parte de la E. coli (Nieves et al,, 2011b). El pH
fue ajustado a 6,5 e inoculada la E.coli SL100. En la inoculacidn, se busca conseguir una
concentracion de células secas de 0,5 g por cada litro de medio, que a través de andlisis de
recta de calibrado hecha anteriormente para la E. coli se sabe que es equivalente a una
densidad o6ptica de 1,5 a 420 nm de longitud de onda. Las células son entonces
centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos y resuspendidas con el licor de fermentacién en
campana de flujo laminar, y por fin inoculadas al medio fermentativo.

El equipo donde se realiz6 la fermentacion estid ilustrado en la Figura 43. Los
minifermentadores son puestos sobre placas de agitacién y sumergidos en agua hasta por
encima del volumen del medio fermentativo, manteniéndose a una temperatura uniforme
de 37 °C en el bafio termostatico. Sobre el agua se ponen trozos de poliestireno expandido
con el fin de disminuir la evaporacién del agua y ayudar a mantener su temperatura. El
equipo posee un sistema automatico de ajuste del pH con hidroxido de potasio 2M,
accionando una valvula para que gotee el KOH 2M cuando el pH baja de 6,4, y se apaga
cuando el pH pasa 6,6. La sonda de pH y la conduccién de silicona que lleva el KOH 2M se
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encuentran encajadas en el tapén del minifermentador, que lleva ademas incorporado un
filtro para la salida de CO; y una jeringa para la toma de muestras. Previamente al inicio de
la fermentacidn, la sonda de pH es calibrada y la velocidad de goteo ajustada de tal forma
que proporcione una subida gradual del pH.

Figura 43. Equipo de fermentacion. Las sondas de pH (1) se encajan sobre el tapon (2), que lleva
incorporado el conductor de silicona del KOH, filtro para salida de gases y jeringa para toma de
muestras. Al atingir un pH de 6,3 el sistema acciona la(s) valvula(s) (5) que inyectan el KOH 2M de los
tubos (3) sobre el medio fermentativo. El sistema mantiene una temperatura constante gracias a la
accion del bafio termostatizado (6) y del poliestireno (material blanco sobre el agua). Se puede seguir
las fluctuaciones del pH en las pantallas digitales (4) en donde también se puede parar totalmente la
adicion de KOH o mantenerlo de modo ininterrumpido.

8. Caracteristicas de las configuraciones adoptadas para la
fermentacion del sdlido

8.1 HFS - Hidrdlisis y Fermentacion por Separado

El inicio del proceso ocurre con la hidrdlisis enzimatica, en la cual se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 100 mL donde se pone el sustrato (que en este caso es el s6lido pretratado)
y una disolucién enzimatica compuesta de tampdn citrico-citrato 0,05M a pH 4,8 y
enzimas celulasas suplementadas con (-glucanasa. La relacién S/L empleada fue de 5%
p/v (1,25 gramos de sustrato y 25 mL de disolucién enzimatica). El complejo celulitico
utilizado fue el Cellic CTec-2, en una proporcién de 15 FPU/gsustrato, y 12 B-glucanasa en una
proporcién de 10% del volumen de enzima Cellic Ctec-2. El tampén citrico-citrato se
preparé a partir de distintas proporciones de acido citrico anhidro y citrato sédico 2-
hidratado, ambos 0,1M, hasta pH 4,8.

Los ensayos se realizaron en triplicado de la muestra con un control de celulosa y otro
control de disolucién enzimatica, con un total de cinco matraces. La velocidad de agitacion
era de 150 rpm, con una temperatura de 50°C y duracién de 72 horas, tomandose 1 mL de
muestra de cada matraz a cada 24 horas. Todas las muestras eran centrifugadas a 10.500
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rpm por 10 minutos y pasadas por filtro de 0,45 pm antes de llevarse a HPLC para
determinar su composicion.

Transcurridas las 72 horas, se prepara la etapa de fermentacién, inoculandose al 4% v/v
un cultivo de Saccharomyces cerevisiae a 0,25 g/L (se centrifuga y resuspende con el medio
de fermentacién), a la misma velocidad de agitaciéon de la HE pero con la temperatura a
379C. El tiempo de muestreo también se daba a cada 24 horas y en las mismas condiciones
que la HE.

8.2 HCFS - Hidrdlisis y Co-Fermentacion por Separado

En este método, la HE sigue las mismas condiciones de las explicadas para el HFS,
cambidndose algunas caracteristicas al transcurrir las 72 horas y seguir con la etapa de
fermentacion. Se ajust6 el pH a 6,5 con KOH 2M y se afadieron las sales de amdnio del
medio AM1 para crear un tampén a este pH. Luego, se pusieron los demas componentes
del medio AM1 (sin amoénio y sin aztcares), metabisulfito de sédio 1,5 M en proporcién de
1 mL/Lmuestra ¥ Se inoculd la E. coli al 4% v/v en concentracion de 0,25 g/L (se centrifuga y
resuspende con el medio de fermentacidon). El muestreo se realizaba a cada 24 horas
reajustando el pH a 6,5 con KOH 2M, en 1 mL por cada uno de los cinco matraces y seguia
el mismo preparo que la HFS.

8.3 SFS - Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas

En este proceso, que es conducido a 372C, 150 rpm y pH 4,8 del tampdn citrato, se pone el
conjunto enzimatico Cellic Ctec-2 a 15 FPU/gsustrato Suplementado en 10% de su volumen
con (B-glucanasa juntamente a la inoculacién del cultivo de Saccharomyces cerevisiae al 4%
v/v y concentracion de 0,25 g/L . También se utilizan cinco matraces, siendo un triplicado
de la muestra, un control de celulosa y otro control de disolucién enzimatica, con el mismo
ritmo de muestreo de las demas configuraciones.

8.4 SCFS - Sacarificacién y Co-Fermentacion Simultaneas

Esta configuracion es similar a la SFS, teniendo como diferencia el ajuste del pH a 6,5,
adicion de los componentes del medio AM1, metabisulfito de sédio 1,5 M a una proporcién
de 1 mL/L e inoculacién de la E. coli al 4% v/v a una concentraciéon de 0,25 g/L. Hay
también un control de pH a 6,5 con KOH 2M en cada muestreo, que es realizado a cada 24
horas, siguiendo las muestras centrifugacion y filtracién antes de la determinaciéon de su
composicién en HPLC.

8.5 PSFS - Pre-Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas

Aqui, se realiza una pre-sacarificacion (HE) durante 6 horas antes de la inoculacién de la
Saccharomyces cerevisiae. Las condiciones y concentraciones de cada elemento para esta
etapa son las mismas la verificada para SFS, con la diferencia que se toma una muestra al
final de estas 6 horas. Para la inoculacién de la S. cerevisiae al 4% v/v y concentracion de
0,25 g/L (se centrifuga y resuspende con el medio de fermentacidn), la temperatura del
medio se baja a 37°2C, manteniéndose la agitacion en 150 rpm. Una vez inoculada la
levadura, se toma una muestra a cada 24 horas, siendo que el nimero de matraces y

80




Produccién de biocombustibles a partir de mezclas de pentosasy hexosas de residuos agricolas
Fernandes Klajn, Felipe

preparo de la muestra sigue los mismos pardmetros que para las configuraciones
anteriores.

8.6 PSCFS - Pré-Sacarificacion y Co-Fermentacion Simultaneas

En esta configuracion se observan las mismas 6 horas de pre-sacarificacién en las mismas
condiciones de la PSFS, de modo que al final de este tiempo se baja la temperatura a 372C
manteniéndose la agitacion en 150 rpm, se sube el pH a 6,5, se afiaden las sales del medio
AM1, el metabisulfito 1,5 M a una proporciéon de 1 ml/L y se inocula la E.coli al 4% v/vy
concentracion de 0,25 g/L (se centrifuga y resuspende con el medio de fermentacion).
También se toma muestra al final de las 6 horas, realizando el siguiente muestreo a cada
24 horas conjuntamente a una correccién del pH a 6,5 con KOH 2M.

Un resumen de los principales parametros de cada configuracion puede ser visualizado en
la Tabla 15.

9. Preparacion y Detoxificacion del slurry

Los slurrys fueron preparados a 5% p/v y a 8,8% p/v (concentracién obtenida tras el
pretratamiento) a partir de la poda de olivo pretratada y el liquido obtenido en el
pretratamiento, dejandose la mezcla en reposo por cerca de 12 horas para humedecer
mejor el material s6lido. La detoxificacién con NH4OH 5N ha sido aplicada a los slurrys por
sus mejores resultados obtenidos al fermentar la fraccién liquida en comparacién a los
demas métodos de detoxificaciéon. El pH de la mezcla fue ajustado a 9 con agitacion
constante de 150 rpm y temperatura de 50 2C durante 30 minutos, bajandose el pH a 5 con
acido sulfurico 96% para ajustarse a las condiciones de hidrolisis enzimatica.

9.1 Hidrdlisis Enzimatica + Fermentacion del slurry

Una vez analizados los resultados de la etapa de tratamiento de la fraccién sélida y de la
composicidn del prehidrolizado, se seleccionaron como configuraciones la HCFS y PSCFS,
realizandose un duplicado de cada uno. A cada minifermentador se afiadi6 el slurry al 5%
p/v previamente preparado y detoxificado, conteniendo 150 mL de licor y 7,5 gramos de
sdlido seco. La Hidro¢lisis Enzimatica fue llevada a cabo en las mismas condiciones
descriptas para el sdélido pretratado, que puede ser vista en el apartado “8”
(“Caracteristicas de las configuraciones adoptadas para la fermentacién del sélido”). Para
el HCFS la HE (50 2C) tuvo una duracién de 72 horas mientras que para la PSCFS de 6
horas. La fermentaciéon tuvo lugar en el mismo equipo descrito en el apartado “7”
(“Fermentacién de la fraccién liquida”), a 37 °C, 300 rpm y pH 6,5. La concentracién de
células de E. coli SL100 fue de 0,5 g de célula por cada litro de medio fermentativo, siendo
el microrganismo inicialmente sembrado en medio AM1 y esta cantidad separada de este
medio de cultivo mediante centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos,
resuspendiéndose la E. coli SL100 en el slurry en campana de flujo laminar y afiadido al
medio fermentativo, que llevaba incorporado los componentes del medio AM1 sin las sales
de amonio y el metabisulfito de s6dio 1,5 M en proporciéon de 1 mL/Lmuestra.
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Tabla 15. Resumen de las etapas involucradas en cada configuraciéon de hidrélisis y fermentacion
adoptada.

Configuracion Etapas % Control pH | Matraces Vo_l men Disolucién
rpm de in6culo
50 2C,
HE 150 No 0
HFS 3r7p ;r(l: 5 Tampon citrato
Fermentzjlcllon (S 150 No 4% v /v
Cerevisiae)
rpm
50 2C,
HE 150 No 0 Tampon citrato
rpm
HCFS Fermentacién (E 37°C, | Si, ajustey > Todas las sales del
. ’ 150 control pH 4% v/v AM1+ metabisulfito de
coli) P
rpm 6,5 sédio
37°C, Tampo6n citrato-vol
SFS Simulténeo 150 No 5 4% v /v pon ¢ :
in6culo
rpm
379C, | Si, ajustey . .
SCFS Simultaneo 150 control pH 5 4% v/v AMl, +.metab¥su,lf1to de
sédio-vol. inéculo
rpm 6,5
50 2C,
Pre- 150 No 0
sacarificacion
rpm
PSFS 379C, 5 Tampén citrato
SSF 150 No 4% v/v
rpm
Pre- 50 °C,
e, 150 No 0 Tampon citrato
sacarificacion
rpm
PSCFS 5
379C, | Si, ajustey Todas las sales del
SSF 150 control pH 4% v/v AM1+ metabisulfito de
rpm 6,5 sodio

9.2 Hidrdlisis Enzimatica + Fermentacion en la mejor configuraciéon en
reactor de mayor capacidad y con aeracion slurry

En esta etapa se ha utilizado el equipo de fermentacién Dasgip Bioblock compuesto de
cuatro fermentadores de 1 litro de capacidad que permiten control de temperatura y
agitacion a través del controlador DASGIP TC4SC4; control de pH y aireaciéon con el
controlador DASGIP PHPO, y control de bombeo con el controlador DASGIP MP8. El
software DASware permite la modificaciéon de todas las variables y hace la captura y
almacenamiento de los datos. Los controladores pueden ser vistos en la Figura 44A y el
bloque de fermentadores en la Figura 44B.
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Para esta etapa se ha seleccionado la configuracion PSCFS, de tal forma que uno de los
fermentadores ha recibido un slurry de 5% p/v (400 mL de licor y 20 gramos de so6lido
seco) y el otro un slurry de 8,8 % p/v (400 mL de licor y 35,2 gramos de s6lido seco). Los
slurrys fueron inicialmente detoxificados con NH4OH 5N conforme explicado en el
apartado “5” (“Detoxificacién de la fraccién liquida”), afiadiéndose posteriormente las
enzimas Cellic Ctec-2 que realizaron una pré-sacarificacion durante 6 horas a una
temperatura de 50 2C y pH de 4,8. Transcurrido este tiempo, se ajust6 el pH a 6,5, la
temperatura a 37 2C y la agitacién a 250 rpm, inoculandose la E. coli SL100 a una
concentracion de 0,5 g de célula por cada litro de medio fermentativo. El microrganismo
inicialmente fue sembrado en medio AM1 y la cantidad correspondiente a la concentracién
necesaria separada de este medio de cultivo mediante centrifugacién a 3500 rpm durante
10 minutos, resuspendiéndose la E. coli SL100 en el slurry.

4 rieiaieinia

P

Figura 44. Equipo de fermentacion empleado para fermentar el slurry con aireaciéon. "A™:
controladores DASGIP TC4SC4 (control de temperatura y agitacion), DASGIP PHPO (control de pH y
oxigeno disuelto) y DASGIP MP8 (control del bombeo de base); “B”: DASGIP Bioblock con 4 posiciones,
donde fueron realizadas las fermentaciones con aireacion del slurry. Fuente: Autor.

El control de pH era realizado automaticamente con KOH 2M y la aeracién mantenida en
un valor de 0,1 vvm con los rotametros manuales.
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1. Introduccion a los resultados y discusion

En este apartado se van a analizar y discutir los datos obtenidos a lo largo de los
experimentos propuestos. Inicialmente, se hara un andlisis de la composicién de la materia
prima, licor y sélido pretratado. Después, se discutiran los resultados obtenidos para los
licores detoxificados, el sélido, y por fin para el slurry operado con y sin aeracion.

2. Composicion de la materia prima, licor y sélido pretratado

La Tabla 16 muestra la composiciéon de la materia prima utilizada en el trabajo antes y
después de la etapa de extraccién. La sigla “LAI” indica “Lignina Acido Insoluble”; “LAS”
significa “Lignina Acido Soluble”, mientras “CAI” son las “Cenizas Acido Insolubles”. La
poda de olivo contenia cerca de 45 % de azicares totales, siendo la glucosa el principal
azucar con el 25,82% de los cuales el 6,34% estd como
extractos. La xilosa es la principal pentosa de la fraccién hemiceluldsica, contabilizando
86,6%. Hay que destacar la gran cantidad de extractos (cerca del 30%), valor dentro del
rango normalmente encontrado para la poda de olivo, que segin Ballesteros et al. (2011)
puede estar entre 14 y 31% dependiendo de la concentraciéon de hojas y del tipo de
método de extraccion utilizado. Cara et al. (2008a) han encontrado una cantidad mayor de
extractos (31,4%) y cenizas en comparacién al presente trabajo, pero una concentraciéon
de LAI, LAS, azucares celulésicos e hemiceluldésicos muy similares a la composicién
detallada en la Tabla 16. Martinez-Patifio et al. (2017a) han encontrado alrededor de
24,8% de extractos y concentraciones de glucosa, LAl y grupos acetilo también muy
similares al presente trabajo (27,9%, 16,1% y 2%, respectivamente). Por el contrario, los
autores han observado una mayor composicién en azucares hemiceluldsicos (21,3%),
indicando algunas de las diferencias que pueden ser encontradas al trabajar con una
materia prima como la poda de olivo.

no estructural dentro de los

Tabla 16. Composicion de la poda de olivo antes y después de la extraccién con NaOH 1,4%.

Composicion de la poda de olivo (%p.)
. . Materia prima
Materia prima p
Compuestos . después de la
sin tratar g
extraccion
Glucosa 25,82 31,11
Azticares 14,27 16,36
hemicelulésicos
Xilosa 10,98 12,35
Galactosa 1,34 1,33
Arabinosa 1,35 2,68
Manosa 0,6 0
Lignina 17,43 25,81
LAI 15,03 23,65
LAS 2,40 2,16
CAI 0,03 0,44
Grupos Acetilo 2 0
Extractos 29,46 7,34
Glucosa en 6,34 0,23
extractos
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La extraccion con NaOH ha retirado practicamente el 75% de los extractos, y ha
aumentado las concentraciones de azucares y LAI Ballesteros et al. (2011) y Martinez-
Patifio et al. (2017a) han observado un comportamiento similar al utilizar agua durante 1
hora en autoclave a 121 2C, donde también verificaron una presencia residual de extractos
en la materia prima de 8,5 + 0,7% y 8,9 + 0,5%, respectivamente.

La composiciéon del sélido pretratado obtenido después de la filtracién del slurry es
presentada en la Tabla 17. La glucosa es el principal componente (40,55%) seguido de la
Lignina Acido Insoluble (cerca de 38,55%). Los azticares hemicelulésicos como arabinosa,
manosa y galactosa fueron practicamente solubilizados durante el pretratamiento, no
siendo identificados en el s6lido. Todavia, una pequefia cantidad de xilosa ha permanecido
en una concentracién de 5,22%. Eso también fue observado por Martinez-Patino et al.
(2017b) cuando han probado un pretratamiento acido en la poda de olivo empleando
H,S0. a distintas concentraciones, llegando a valores desde 1,9 a 17,3% de xilosa en el
solido pretratado. Negro et al. (2014) han encontrado resultados similares al presente
trabajo al pretratar la poda de olivo con explosién por vapor impregnando con 1% p/p de
H3PO4 a distintas temperaturas, mostrando una concentraciéon de glucosa entre 45,8% y
46,9%, de xilosa entre 2,3 y 4,7%, de LAI entre 44,5 y 42,9% y de galactosa, arabinosa y
manosa cercanas a cero, siendo los valores correspondientes a las temperaturas probadas
de 195 °Cy 175 °C, respectivamente.

Tabla 17. Composicion del Sélido Pretratado

Composicion Solido Pretratado
(%p.)
Glucosa 40,55
Xilosa 5,22
LAI 38,55

La composicién del licor obtenido en el pretratamiento combinado térmico-acido,
empleando H2S04 0,9% y 15% de carga de sélido se muestra en la Tabla 18. Los valores
entre paréntesis indican la concentraciéon de aziicares obtenidos en la post-hidrolisis,
evidenciando la presencia de oligémeros en el licor. La sigla “XGM” indica Xilosa, Galactosa
y Manosa, siendo el XGM compuesto de 80,34% de xilosa, 18,89% de galactosa y 0,78% de
manosa. La galactosa y arabinosa se encuentran en una concentracién entre 3-5 g/L
debido a una casi completa solubilizacién de la hemicelulosa durante el pretratamiento, no
siendo visualizados en el sélido como se puede ver en la Tabla 17. Una alta presencia
relativamente inusual de glucosa ha sido observada, fruto probablemente, segun
Ballesteros et al. (2011), de una hidroélisis de fracciones de almidén durante el
pretratamiento de la poda de olivo y en un menor grado de los glucésidos presentes en las
hojas, como la oleuropeina.

Como se puede ver en la Tabla 18, no solamente hay azicares, sino que también
compuestos como el acido acético (en una concentracién de 0,23 g/L), proveniente de la
hidrélisis de los grupos acetilo, ademas del acido féormico (1,17 g/L), furfural (0,65 g/L) e
hidroximetilfurfural (HMF) (0,05 g/L) resultantes de la degradacién de azucares.
Observaciones similares fueron hechas por Ballesteros et al. (2011), mientras Martinez-
Patifio et al. (2017a) no han observado concentraciones de acido acético menores de 1 g/L
para ninguna de las 16 condiciones probadas en su trabajo.
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Tabla 18. Composicion del licor obtenido en el pretratamiento. Valores entre paréntesis indican las
concentraciones de azicares obtenidas tras post-hidrolisis.

Composicion Licor Prehidrolizado (g/L)
Glucosa 8,07 (10,86)
XGM 15,33 (16,21)
Arabinosa 5,08
Acido férmico 1,17
Acido acético 0,23
Hidroximetilfurfural 005
(HMF) ’
Furfural 0,65
Comp,ufestos 250
Fenolicos

3. Detoxificacion de los prehidrolizados

Los efectos provocados por cada detoxificacion sobre el prehidrolizado inicial en los
licores estan representados en la Figura 45. En general, ningin método ha reducido
significativamente la concentracidén de azicares inicial, y si de un modo mas incisivo el
acido formico y el HMF. Los métodos de detoxificaciéon que supusieron una subida del pH
por encima de las condiciones fermentativas aumentaron los niveles de acido acético en
13,19% (overliming) y 11,42% (NH4OH). Ademas, estos dos métodos de detoxificaciéon no
fueron tan eficientes en la eliminacién de los compuestos inhibidores como el carbén
activo, que disminuyé la concentracion del acido féormico (60,5%), acido acético (32,18%),
HMF (100%), furfural (92,3%) y fenoles totales (79,82%), siendo el Unico en bajar los
niveles de acido acético. El NH4OH fue el segundo mas eficiente, con una reducciéon
significativa del HMF (97,1%). Ya el overliming, considerado una de las técnicas de
detoxificacion mas econdmicas y de alto rendimiento (Jonson et al., 2013), fue la técnica
menos eficiente en detoxificar los hidrolizados de la poda de olivo.
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Figura 45. Composicion de los distintos licores respecto al prehidrolizado inicial. Aziicares totales
suma de glucosa, xilosa, galactosa, manosa y arabinosa

Con respecto al NH4OH, Geddes et al. (2013) al trabajar con bagazo de cafia de azucar
investigaron los efectos de la accion del NH4OH 5N sobre los compuestos inhibidores y la
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concentracion de azucares, probando el efecto de distintos pH (6,7, 8,9 y 10). ApH 9, los
autores observaron una reduccion de los niveles de furfural, 6% de azdcares y una subida
del acido acético, resultados similares a los encontrados en el presente trabajo con la
diferencia que la degradaciéon de azucares fue menor (1,56%). Jennings y Schell (2011)
trabajaron con hidrolizados de rastrojo de maiz, realizando una comparacién entre las
detoxificaciones con NH4OH y Ca(OH),, observando una reducciéon de 33% de furfural y
una pérdida de aztcares insignificante trabajando con NH4OH concentrado (29,8%) entre
los pH de 6,0 a 8,5, resultados semejantes al presente trabajo. Todavia, estos mismos
autores han encontrado una efectividad menor del NH4OH en la disminucién del HMF, que
fue apenas de 33%.

Ya para el carbon activo, Klasson et al. (2013) han trabajado con carbén activo producido a
partir de material organico para detoxificar hidrolizado de césped, observando una
reduccion de furfural y HMF de aproximadamente 76,3 y 66,6%, respectivamente, después
de un contacto entre 1y 2 horas y concentracidn de carbéon de 3,5 % p/v. Lee et al. (2011)
obtuvieron reduccion de 42% del acido férmico, 14% del acido acético, 96% del HMF y
93% del furfural al trabajar con autohidrolisis de una mezcla de astillas de madera dura
con una concentracién de 2,5% p/v de carbon activado, valores préximos al de este
trabajo principalmente para los compuestos furdnicos. Mateo et al. (2013) han trabajado
con hidrolizado de poda de olivo utilizando distintos métodos de detoxificacion, entre
ellos el carbdn activo. Los autores encontraron que el pH y concentraciéon del carbon
activo tienen gran influencia en la retirada de inhibidores, teniendo reducciones
significativas del acido acético (46%), compuestos furdnicos (98%) y compuestos
fenolicos (81%) a pH 2 con 8% de carbon activo y 30 minutos de contacto, condiciones y
resultados similares a las realizadas por el presente trabajo. El pH, segiin Mussato y
Roberto (2004), tiene un efecto muy importante sobre la adsorciéon de acidos débiles
(como fenoles y el acido acético), ya que son mejor adsorbidos en su estado no-ionizado,
que ocurre a pH bajos.

Sobre el overliming, Martinez-Patifio et al. (2017a) han utilizado la cepa MM160 de la E.
coli para fermentar el hidrolizado de poda de olivo después de detoxificar, a través de
overliming, distintas muestras obtenidas de diferentes condiciones empleadas en
pretratamiento combinado térmico-acido. Los autores también han verificado que algunas
muestras presentaban elevados niveles de furfural mismo después de la detoxificacion,
siendo considerados medios impropios para la fermentaciéon por parte de la E. coli
MM160, que no es capaz de desarrollarse cuando la concentracion de furfural pasa los 2
g/L (Geddes et al., 2011). Las pérdidas en azucar tampoco fueron representativas.

4. Fermentacion de los licores

La Figura 46 muestra la produccién (g/100 gramos de materia prima), productividad
(g/1/h) y rendimiento en etanol (% del tedrico), mientras la Figura 47 muestra un
conjunto de graficas que representan con mas detalles el consumo de azucares,
produccion de etanol y comportamiento de los compuestos inhibidores durante todo el
proceso de fermentacidn de los licores. En el andlisis conjunto de estas dos figuras, es
posible notar que la fermentacion del licor sin detoxificar (prehidrolizado centrifugado) ni
siquiera ha arrancado, notandose el poder de inhibicién de los compuestos presentes en el
medio sobre la E. coli SL100. Otros microrganismos, como Pachysolen tannophilus, fueron
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capaces de producir hasta 0,38 g de etanol por gramo consumido de sustrato trabajando
con hidrolizado de poda de olivo sin detoxificar (Romero et al., 2007).

Un hecho contradictorio reportado por el presente trabajo fue que el detoxificado de
carbon activo, a pesar de haber sido el método mas eficiente en la eliminaciéon de
inhibidores, tuvo un desempeiio muy inferior de entre las detoxificaciones utilizadas. En la
literatura no fueron encontrados trabajos que utilizasen el carbén activo para la poda de
olivo. Para otras materias primas, los valores encontrados en el presente trabajo no
reflejan los resultados descritos en la literatura. Lee et al. (2011), al detoxificar el
hidrolizado de mezclas de astillas de madera con carbén activo 2,5% p/v y fermentar con
la cepa M01442 del microrganismo Thermoanaerobacterium saccharolyticum, obtuvieron
practicamente 100% de rendimiento en etanol. Seo et al. (2009) han obtenido una
productividad en etanol 2,4 veces mayor al emplear carbén activo en el hidrolizado de
casco de maiz comparado con el hidrolizado sin detoxificar. Chandel et al. (2007) han
obtenido rendimiento de 0,42 gramos de etanol por gramo de bagazo de cafia de azucar al
tratar el hidrolizado de esta materia prima con carbén activo. Una hipdtesis que puede
explicar lo que haya ocurrido en el presente trabajo es que el carbon activo retiré, ademas
de compuestos inhibidores, nutrientes u otras sustancias necesarias para el buen
funcionamiento metabdlico de la E. coli SL100.

Para el overliming, Martinez-Patifio et al. (2017a) fueron capaces de llegar a un
rendimiento en etanol con respecto al teérico de entre 70 a 88% utilizando la cepa MM160
de la E. coli, mientras el presente trabajo ha llegado a poco mas del 40%. Segtin los autores,
bajos rendimientos en etanol pueden ser explicados por un consumo incompleto de la
fraccion XGM, lo mismo ya reportado por Geddes et al. (2011). Al observar la Figura 47, se
nota este mismo fenémeno, con una cantidad préxima a los 10 g/L de XGM sin consumir, la
misma cantidad reportada por Martinez-Patifo et al. (2017a). Este comportamiento, segin
Geddes et al. (2011) se da por la acciéon principalmente del furfural, que impide el
consumo completo del XGM por el microrganismo. Sin embargo, la razén para que no
hubiese una alta productividad en etanol del hidrolizado por overliming para el presente
trabajo no encaja en esta explicacién, ya que las concentraciones de furfural eran bajas y
practicamente del mismo orden del hidrolizado detoxificado con NH40OH, que obtuvo los
mejores resultados. Por alguna razén, hubo un crecimiento en la concentracién de glicerol
(linea azul de la grafica del detoxificado de overliming). El glicerol es un co-producto
producido tipicamente por las levaduras durante la metabolizacion del azicar o resultado
de alguna contaminacién bacteriana, acabando por afectar el rendimiento final de etanol
pues exige un aporte de energia intenso por parte del microrganismo (Zabed et al.,, 2017).

Con respecto al perfil de consumo de los demas aztcares del detoxificado de overliming,
Martinez-Patifio et al. (2017a) han observado un consumo total de la glucosa con cerca de
46 horas de fermentacién (muy parecido al presente trabajo) y de la arabinosa a las 96
horas, con una produccién maxima de etanol (aproximadamente 25 g/L) a las 120 horas
de fermentacion.
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Figura 46. Produccion, productividad maxima y rendimiento de etanol con los diferentes licores.
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DETOXIFICADO CON CARBON ACTIVO
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Figura 47. Evolucidn de los distintos compuestos durante la fermentacion de los licores.

El licor detoxificado con NH4OH ha obtenido los mejores resultados en la fermentacion,
incluso no siendo el mas eficiente en la eliminacion de compuestos inhibidores. Es
importante destacar que las altas concentraciones de acido acético mostradas en la Figura
45 no son impedimento para la E. coli SL100, pues es una cepa altamente resistente a este
inhibidor, pudiendo hasta utilizar el acetato como fuente de carbono (Zaldivar y Ingram,
1999). Palmqvist y Hahn-Hagerdal (2000) ya habian identificado licores que tuvieron la
produccion de etanol estimulada con concentraciones elevadas de acido acético y bajas de
compuestos furanicos, en una especie de efecto sinérgico positivo de los compuestos de
inhibicién. De acuerdo con Mussato y Roberto (2004), no es posible definir una
concentracién maxima de cada inhibidor para un determinado microrganismo justamente
porque el efecto de inhibicion depende mucho del tipo y concentracion de cada
compuesto, del tipo de medio y de la posible sinergia entre compuestos, siendo factible
elevadas producciones de etanol en presencia de inhibidores.
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Jennings y Schell (2011) también encontraron un rendimiento mayor en etanol
detoxificando rastrojo de maiz con NH4+OH, que llegd al 72% del maximo tedrico y fue
cerca de 7% mas eficiente que la detoxificacidén con overliming. Los autores han atribuido
esta mayor eficiencia a la remocidn de fenoles u otro compuesto téxico entre pH 6,8 a 8,
contrariando hasta cierto punto lo propuesto por Alriksson et al. (Alriksson et al., 2006),
que sugieren una mayor efectividad del NH4OH gracias a su habilidad en eliminar
compuestos furanicos y fendlicos, ya que Jennings y Schell (2011) no observaron una
reduccion efectiva de furfural ni tampoco de HMF. Un punto interesante es que estos
autores han observado una inhibicién del microrganismo fermentativo Zymomonas mobilis
a pH 9, atribuyendo a una mayor concentracién de sales inorganicos resultantes de una
elevada cantidad de NH4OH para llegar hasta el pH 9, que también ocurrié en el presente
trabajo pero que no tuvo efectos sobre la E. coli SL100 empleada.

Geddes et al. (2013), trabajando a distintos pH y utilizando la E. coli SL100, tampoco han
observado inhibicién a pH 8 0 9, siendo incluso estos pH los que resultaron en una mayor
productividad en etanol. Se puede atribuir este fenémeno a la reduccién de algun
compuesto toxico no identificado, mejor aprovechamiento del NH4OH como fuente de
nitrégeno por parte de la E. coli, o algin efecto sinérgico, sin embargo, no es algo claro.
Estos mismos autores (Geddes et al., 2013), con respecto al consumo de azucares, han
observado una preferencia por parte de la E. coli SL100 en consumir los mondmeros en el
siguiente orden: glucosa> arabinosa> galactosa> xilosa en el hidrolizado detoxificado con
NH4OH con el medio a pH 9. Seguin la grafica de la Figura 47, la glucosa y arabinosa son
consumidas en su totalidad ya en las primeras horas de fermentacién, mientras la xilosa
solo empieza a disminuir su concentraciéon de modo significativo cuando los otros dos
azucares estan en valores préximos a cero, corroborando por lo tanto con la literatura
citada. El aparente aumento en la concentracion de arabinosa se debe probablemente a un
erro de integracion del HPLC.

5. Fermentacion del sdlido pretratado utilizando las distintas
configuraciones

5.1 Hidrolisis Y Fermentacion por Separado (HFS)

La Tabla 19 muestra los resultados de la etapa de hidrdlisis de la poda de olivo, en la que
se puede apreciar que los rendimientos aumentan de manera razonable cada 24 horas. El
mayor rendimiento de la HE (43.13%) considerando la glucosa de toda la materia prima
es bajo comparado con otros trabajos que utilizan la poda de olivo como materia prima,
pero valores incluso mas bajos que el encontrado en el presente trabajo ya fueron
reportados por otros autores.

Cara et al. (2008a) han empleado una HE en condiciones muy similares al presente trabajo
(concentracién de enzimas de 15 FPU suplementado con [B-glucosidasa, 5% p/p de
concentraciéon de soélidos del material pretratado, a 502C) siendo la poda del olivo
sometida a distintas condiciones de pretratamiento combinado térmico-acido sin sufrir
proceso de extraccidon previo. Los menores rendimientos de HE, después de 72 horas,
fueron verificados para las condiciones mas suaves de pretratamiento (temperaturas de
170 °C y 180 °C y 0,2% de H:SO4 p/p) siendo de 15,3% y 17,8%, respectivamente,
mientras los rendimientos mas elevados para las condiciones mas severas (200 2C y 210
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2C, con 1,4% de H,S04 p/p), que fueron de 75,6% y 76,5%, respectivamente, con respecto
a la materia prima. Eso supone que la temperatura tiene una influencia muy importante en
la digestibilidad del material pretratado. Esto esta de acuerdo con lo reportado por
Ballesteros et al. (2011), donde siguiendo las mismas condiciones de la HE de Cara et al.
(2008a) y del presente trabajo, llegaron a rendimientos préximos del 95% y 80% del
tedrico gracias a las altas temperaturas empleadas en el pretratamiento (204 2Cy 200 2C)
y también, segun los autores, a la etapa de extracciéon hecha antes del pretratamiento. Los
menores rendimientos (por debajo de 40%) fueron alcanzados a menores temperaturas
de pretratamiento que no permitieron una solubilizacién eficiente de la hemicelulosa, que
permaneci6 en el sélido y disminuyé la digestibilidad del material. Todavia,
pretratamientos que emplearon temperaturas mas elevadas que las descritas
anteriormente en este parrafo no obtuvieron éxito en lograr mayores rendimientos de HE,
ilustrado en el trabajo de Cara et al (2008b), en el cual la poda de olivo fue sometida a
temperaturas de 240°C y presenté un rendimiento de la HE de 50% a pesar de haber
solubilizado toda la fraccion de la hemicelulosa. En este caso, se atribuy6 este fenémeno a
la produccion de compuestos “similares a la lignina” en los cuales los extractos podrian
estar relacionados. En el presente trabajo, la etapa de extraccion fue capaz de extraer 75%
de los extractos, dejando aun en el medio una concentracién de 7,34%, lo que podria haber
contribuido a la creacion de dichos compuestos “similares a la lignina”.

Ballesteros et al. (2011) y Martinez-Patifio et al. (2017a) no observaron la formacién de
estos productos cuando realizaron la etapa de extraccién y trabajando con temperaturas
menores de 180 2C en el pretratamiento, a pesar de verificar una presencia de mas del 8%
de extractos en la materia prima después de la extracciéon con agua. Se sugiere, por lo
tanto, que las condiciones de pretratamiento (principalmente la temperatura) no fueron
adecuadas para permitir un grado de digestibilidad adecuado de la celulosa por parte de
las enzimas.

El rendimiento de la HE observado para el contenido de glucosa potencial en el sélido
pretratado (63% a las 72 horas) también ya fue relatado en la literatura y por los motivos
descritos en el parrafo anterior tampoco fueron satisfactorios, debido a las bajas
temperaturas empleadas en el pretratamiento. Negro et al. (2014) han alcanzado distintos
rendimientos en la HE del sélido de la poda de olivo dependiendo de la temperatura y
carga de solidos empleadas en el pretratamiento y de la realizacién previa al
pretratamiento de una etapa de extraccion. Menores rendimientos (58% y 63%) fueron
obtenidos a 10% y 15% de carga de sélidos, respectivamente, cuando el pretratamiento se
realiz6 a 1752C; los rendimientos subieron a 88% y 84% cuando la temperatura utilizada
en el pretratamiento subié a 1952C para 10% y 15% de carga de sélidos, respectivamente;
y obtuvieron valores superiores a 90% de rendimiento al realizar la etapa de extraccidn,
revelando que los productos “similares a la lignina” pueden obstaculizar la accesibilidad
de las enzimas a la celulosa y disminuir la obtencién de aztcares en el caso de que no sean
retirados por extraccion, conforme relatado también en el parrafo anterior.

Los valores de xilosa que sobrepasaron los 100% son debidos a que el complejo
enzimatico utilizado (Cellic Ctec-2) lleva incorporado consigo una pequefia fraccién de
hemicelulasas, capaces de hidrolizar la fraccidn hemiceluldsica presente en el s6lido.
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Tabla 19. Produccién y recuperacion de glucosa y xilosa con respecto al material pretratado y a la
materia prima en la etapa de HE de la configuraciéon HFS.

g glucosa % Glucosa | % Glucosa g xilosa % xilosa % xilosa
. producidos/ | recuperada | recuperada | producidos/ | recuperada | recuperada
Tiempo
(h) 100 g respecto al | respectoa 100 g respecto al | respectoa
materia material la materia materia material la materia
prima pretratado prima prima pretratado prima
24 7,65 43,28 29,62 2,07 90,87 18,83
48 9,88 55,89 38,26 2,57 112,92 23,40
72 11,13 63,00 43,13 2,86 125,86 26,08

Los resultados de la fermentacién pueden ser visualizados en la Tabla 20. Al utilizar la S.
cerevisiae y teniendo en cuenta su incapacidad de fermentar la xilosa, los rendimientos
han alcanzado casi el 90% si se considera la fuente de carbohidrato de la cual puede
utilizar (glucosa), disminuyendo hasta 72,3% al considerar todos los azticares disponibles.
En el Unico trabajo encontrado que ha empleado la SHF para la poda de olivo, Manzanares
et al. (2011) han obtenido entre 86 a 90% de rendimiento de etanol al emplear el
pretratamiento de Agua Caliente a Presion (LHW, siglas en inglés) y entre 84 a 86% con el
pretratamiento combinado térmico-acido, después de apenas 24 horas y con la misma
cepa de S. cerevisiae empleada en el presente trabajo, mostrando que los rendimientos
obtenidos en esta investigaciéon no estan muy por debajo de lo que se puede alcanzar con
esta materia prima en la SHF.

Tabla 20. Rendimiento en etanol en relacion al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la HFS.

g etanol Rendimiento s Rendimiento de ..
. . Rendimiento Rendimiento
Tiempo | producidos/ de etanol, g etanol, g
: de etanol, % de etanol, %
(h) 100 g materia etanol/g del teérico etanol/g del teérico
prima glucosa*100 azucares*100
24 4,92 42,27 82,87 35,04 68,70
48 5,35 43,68 85,65 36,21 71,01
72 5,45 44,47 87,20 36,87 72,30

Ya en la mayoria de los demads trabajos consultados, los autores, al optar por la HFS,
vuelven a juntar la fraccién sélida que ha pasado por una HE con el liquido detoxificado,
diferentemente de este trabajo que fermenta la fraccién sélida en tampon citrico-citrato
0,05M a pH 4,8. En este sentido, Tavva et al. (2016) han obtenido rendimientos de 87%
con las cepas Schizosaccharomyces pombe R3DOM3 y Saccharomyces cerevisiae R3DIM4 y
de 79% con la Torulaspora delbrueckii R3DFM2, trabajando con Parthenium hysterophorus
(una hierba comun) que ha pasado por una hidrélisis acida (4 horas con H,S0s a 1%) e
hidrélisis enzimatica a una concentracion celular de 64 FPU. Peng y Chen (2011) han
utilizado lodo de papel y condiciones de hidrdlisis de 82,7 horas, 40,8 g/L de sustrato y
18,1 FPU de concentraciéon de enzimas, fermentando con la S. cerevisiae GIM-2. El
rendimiento logrado fue de 56,3% en etanol considerando todos los azicares disponibles
en el sustrato inicial, algo menor que el rendimiento presentado en las primeras 24 horas
del presente trabajo.
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5.2 Hidrdlisis y Co-Fermentacion por Separado (HCFS)

Como se esperaba, los resultados de la etapa de hidrélisis enzimatica de la HCFS (Tabla
21) son muy parecidos al de la HFS, ya que fueron realizadas en las mismas condiciones.
También fue observado el aumento de la concentracién de xilosa, que se supone ocurrid
debido a las mismas razonas apuntadas para la HFS.

Se observa, tanto para la Hidrolisis y Co-Fermentacién por Separado como para la
Hidrolisis y Fermentaciéon por Separado, que la mayor liberacidn de glucosa ocurre en las
primeras 24 horas (68,7% para la HFS y 70,33% para la HCFS), con practicamente 89%
estando disponibles en las 48 horas de hidroélisis en ambas configuraciones. Asi, desde un
punto de vista econdmico, el ligero aumento en la concentracién de glucosa verificado
hasta las 72 horas no es justificable a nivel industrial, pues no trae un rendimiento mucho
mas significativo tanto en la disponibilidad de azicares como en la produccién de etano],
lo mismo siendo verificado por otros autores como Lopez-Linares et al. (2014).

Resultados de la HE con autores que emplearon la HCFS son encontrados para otras
materias primas. Por ejemplo, Erdei et al. (2012) han utilizado el mismo complejo
enzimdtico del presente trabajo (Cellic Ctec-2) a una concentraciéon de 14 FPU y 7% de
concentracion de sélidos, observando un rendimiento de 63% de la HE después de 72
horas para la paja de trigo.

Tabla 21. Produccion y recuperacion de glucosa y xilosa con respecto al material pretratado y a la
materia prima en la etapa de HE de la configuracién HCFS.

g glucosa % Glucosa | % Glucosa g xilosa % xilosa % xilosa
Ti producidos/ | recuperada | recuperada | producidos/ | recuperada | recuperada
iempo
(h) 100 g respecto al | respecto a 100 g respecto al | respecto a
materia material la materia materia material la materia
prima pretratado prima prima pretratado prima
24 8,13 46,01 31,49 2,05 90,25 18,70
48 10,30 58,28 39,89 2,53 111,43 23,09
72 11,56 65,44 44,79 2,83 124,54 25,81

En la etapa fermentativa (Tabla 22), se esperaba que los resultados fuesen similares o
superiores a los observados para la HFS, principalmente debido al empleo de la E. coli
SL100 que en teoria produciria mas etanol en virtud de la presencia de xilosa en el sélido.
Por alguna razon, el microrganismo empezé a consumir etanol como fuente de carbono
después de las 24 horas iniciales. Una posible hipotesis es que la fermentacién haya
llegado a su maximo antes de haber sido tomada la primera muestra, ya que el consumo de
etanol por parte de la E. coli indica, en teoria, que no hay mas azucares disponibles en el
medio para utilizar como fuente de energia, cambiando su metabolismo para utilizar como
alimento lo que antes producia como principal producto.
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Tabla 22. Rendimiento en etanol en relacion al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la HCFS.

g etanol Rendimiento . Rendimiento de A
. . Rendimiento Rendimiento
Tiempo | producidos/ de etanol, g etanol, g
/ de etanol, % de etanol, %
(h) 100 g materia etanol/g del teérico etanol/g del teérico
prima glucosa*100 azucares*100
24 4,70 40,78 79,95 33,81 66,29
48 4,43 37,41 73,36 31,02 60,83
72 4,38 34,74 68,12 28,81 56,48

En la literatura la mayoria de los trabajos conducen la HCFS utilizando el slurry, y no
solamente el s6lido como el presente trabajo, aumentando la productividad en etanol por
una mayor presencia en azucares. En este sentido Erdei et al. (2012) han obtenidos
rendimientos entre 86 y 93% empleando la cepa TMB340 de S. cerevisiae (capaz de co-
fermentar xilosa y glucosa) para la paja de trigo pretratada variando la concentraciéon del
sélido en el liquido hidrolizado (18,5% y 7%, respectivamente) y cambiando la forma de
alimentacidén de la materia prima.

5.3 Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas (SFS)

Los rendimientos en etanol obtenidos utilizando la configuracién SFS estan resumidos en
la Tabla 23. Se muestra un aumento de productividad mas significativo entre las 24
primeras horas que en las 24 ultimas, los mismo reportado por Negro et al. (2014), que
observaron que la produccion de etanol se mantuvo constante en las 9 primeras horas,
aumentando entre las 24-48 horas del proceso y manteniéndose constante hasta el final
del proceso. Ademas, también se muestra un mayor rendimiento en etanol con respecto al
tedrico considerando solamente la glucosa como azucar, lo que ya se esperaba por haberse
utilizado una cepa de Saccharomyces cerevisiae que no era capaz de metabolizar pentosas.
Todavia, los resultados en general estdn muy por debajo de lo esperado, o por un mal
desarrollo de la enzima ya que no estaba operando en sus condiciones dptimas, o por una
ineficiencia en el pretratamiento que no ha quitado suficientemente la cristalinidad de la
celulosa y por consecuencia ha dificultado la acciéon de las enzimas. En la literatura, el
pretratamiento de explosion por vapor es el mas comuin para la poda de olivo y muestra
mejores rendimientos que el presente trabajo cuando se emplea esta configuracion.

Tabla 23. Rendimientos en etanol con respecto al tedrico a partir de glucosa y aziicares potenciales
para la configuracién SFS.

g etanol .. r
Tiempo producidos/ el:::(?llml:tl;?o(lif Rendimiento el::::llml:;tlfo‘li/e Rendimiento
P 100 g '8 8| de etanol, % ,’g 8| de etanol, %
(h) materia FIEe del tedrico azucares del teodrico
. potenciales*100 potenciales*100
prima
24 1,94 4,78 9,37 4,23 8,30
48 2,51 6,18 12,13 5,48 10,74
72 2,53 6,23 12,23 5,52 10,83

Por ejemplo, Ruiz et al. (2006) emplearon la explosién a vapor sobre la biomasa del olivo
utilizando el s6lido deslignificado en una concentracion del 10% (p/v) para un proceso de
SFS con la S. cerevisiae. Después de 72 horas de proceso, se obtuvieron 30g/L de etanol, o
7,5 gramos de etanol de cada 100 gramos de madera de olivo (casi 3 veces mas que el
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presente trabajo), correspondiente al 43% del tedrico, un potencial de 95,1 litros de etanol
por cada tonelada de madera de olivo. Negro et al. (2014) han empleado la explosién a
vapor a distintas temperaturas (175 y 1952C) asociada al uso de 1% p/p de acido fosférico
sobre la poda de olivo, separando la fraccién sélida y la liquida y empleando la SFS para la
fraccion sdlida con utilizacion de S. cerevisiae, alcanzando de 53% a 80% de rendimiento
cuando la temperatura del pretratamiento fue de 175 y 195°C, respectivamente,
mostrando la influencia que la temperatura del pretratamiento puede tener en el
rendimiento en etanol. Cara et al. (2008b) sometieron la poda de olivo a explosién a vapor
con y sin impregnacion previa de agua o solucién de acido sulfdrico, empleando posterior
SFS. Los autores obtuvieron un rendimiento de 7,2 g de etanol / 100 gramos de materia
prima con residuo impregnado con agua a 240 2C.

5.4 Sacarificacion y Co-Fermentacion Simultaneas (SCFS)

Los resultados obtenidos utilizando la configuracién SCFS en la produccién de etanol estan
recogidos en la Tabla 24. Se observan mayores rendimientos en etanol considerando tanto
la glucosa como todos los azucares potenciales, asi como una productividad mas
significativa en etanol en las ultimas 24 horas comparandose a la SFS, evidenciando la
mejor adaptabilidad de la E. coli SL100 al medio fermentativo. Todavia, estos valores estan
muy lejos de representar un avance importante en términos de rendimiento en etanol,
muy probablemente por los mismos motivos relatados en SFES: insuficiente hidrolisis del
material por mal desarrollo de la enzima fuera de sus condiciones 6ptimas, o por una
ineficiencia del pretratamiento que no ha disminuido suficientemente el grado de
cristalinidad de la celulosa.

Los resultados encontrados en literatura muestran rendimientos mas elevados en la SCFS
utilizandose tanto un unico microrganismo capaz de metabolizar pentosas y hexosas como
un conjunto de ellos que asimilan cada uno un tipo de aztcar. Carrasco et al. (2011)
pretrataron paja brava a través de explosion por vapor catalizada con SO; y utilizaron la
SCFS con cargas de sélido de 5 a 10%, empleando la cepa TMB3400 de S. cerevisiae, capaz
de fermentar azuicares C6 y C5, obtuvieron entre 74 a 85% de rendimiento en etanol con
respecto al tedrico.

Koppram et al. (2013) han utilizado siete distintas cepas recombinantes de S. cerevisiae
capaces de fermentar xilosa en hidrolizados de mazorcas de maiz pretratadas con vapor
de agua, alcanzando rendimientos tedricos de 75% en etanol a nivel de laboratorio y a
escalas mayores teniéndose en cuenta toda la glucosa y xilosa disponible. Segin los
autores, para un mayor rendimiento del proceso (y principalmente de la conversién de la
xilosa a etanol) se debe mantener siempre que sea posible un mayor control en la
liberacion de glucosa por parte de la enzima y bajas concentraciones de glucosa durante
toda la SCFS.

Ohgren et al. (2006) empleando la misma cepa de S. cerevisiae, pero trabajando con
rastrojo de maiz pretratada por explosiéon por vapor, obtuvieron entre 64 a 98% de
rendimiento en etanol con respecto al tedrico dependiendo de la concentracién de sélidos
empleada. Con el mismo microrganismo y el mismo pretratamiento, Olofsson et al. (2008)
han encontrado un rendimiento en etanol de 71% y 80% al emplear 9% y 7% de sélidos,
respectivamente.
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Trabajando con co-cultivos de P. stipitis y S. cerevisiae, Karagoz et al. (2012) han obtenido
11,6 gramos de etanol por 100 gramos de paja de colza (mds de 3 veces el resultado del

presente trabajo), que habia sido pretratada con peréxido de hidrégeno a 5%.

Tabla 24. Rendimientos en etanol con respecto al tedrico a partir de glucosa y aziicares potenciales

para la configuracion SCFS.

g etanol .. A
Tiempo producidos/ el::::gllml::;tl?o(llf Rendimiento el:::ﬁlml::;?o(ll/e Rendimiento
P 100 g '8 8| de etanol, % '8 8| de etanol, %
(h) materia gl del tedrico azucares del tedrico
. potenciales*100 potenciales*100
prima
24 2,57 6,34 12,43 5,62 11,02
48 3,30 8,14 15,97 7,21 14,15
72 3,79 9,36 18,35 8,29 16,25

5.5 Pre-Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (PSFS)

En esta configuracion, hubo una hidrélisis enzimatica en las condiciones 6ptimas para la
enzima durante seis horas con ajuste a las condiciones fermentativas después de
transcurrido este tiempo. Este corto periodo en que la enzima pudo operar en su
temperatura y pH ideales ha reflejado positivamente en un mayor rendimiento en etanol
comparado con la SFS, que durante todo el periodo trabajé en las condiciones 6ptimas del
microrganismo. Los incrementos en rendimiento fueron semejantes entre los dos periodos
de 24 horas, alcanzando un maximo de 18,60% considerando la glucosa potencial y
16,48% teniendo en cuenta todos los azicares que podrian ser convertidos a etanol, como
se puede ver en la Tabla 25.

Estos valores de rendimiento, en comparaciéon con los datos encontrados en la literatura,
estan muy por debajo de lo esperado, ya que la PSFS seria, en teoria, una configuraciéon
capaz de incorporar algunas de las ventajas de la SFS y SHF y presentar un desempefo
superior a ambas configuraciones (Fang et al., 2017). Boonsawang et al. (2012) han
reportado que una pre-sacarificacién de 6 horas no fue tan efectiva en el hidrolizado de
fibra prensada de palma para aumentar el rendimiento en etanol cuando se procesaba la
fermentacion en el modo discontinuo como en el continuo, dando este ultimo un
rendimiento de 19,2 gramos de etanol por cada 100 gramos de celulosa. Ademas, segun los
autores, el modo continuo permitia una mayor carga de materia prima y requeria menos
enzimas, siendo mas ventajoso que el modo discontinuo.

Tabla 25. Rendimiento en etanol en relacion al tedérico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la PSFS.

g etanol s -
Tiempo producidos/ el:::gllml:;t:ocllf Rendimiento elt{::;illml:;tl?o‘lif Rendimiento
P 100 g o5 €| de etanol, % '8 & | de etanol, %
() materia glucosa del teérico azticares del teérico
. potenciales*100 potenciales*100
prima
24 3,50 8,64 16,94 7,66 15,01
48 3,73 9,19 18,02 8,14 15,96
72 3,85 9,48 18,60 8,40 16,48

Manzanares et al. (2011) han probado la PSFS para la poda de olivo, estableciendo una
etapa de pre-hidrolisis de 24 horas a 50 2C seguida de una SFS por 72 horas a 35 2C con la
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adicion de los nutrientes y la S. cerevisiae. La carga enzimatica aplicada fue de 15 FPU y del
microrganismo 4% v/v (las mismas condiciones empleadas en la presente investigacion),
probando tres concentraciones de sélidos (9, 17 y 23% p/p) provenientes de dos
pretratamientos distintos. Los rendimientos maximos en etanol después de 72 horas
fueron practicamente los mismos para el material pretratado a través de Agua Caliente a
Presion (50% del tedrico) y alcanzaron el valor maximo (52%) y minimo (cerca de 38%)
cuando realizado el pretratamiento combinado térmico-acido. Segiin los autores, los
beneficios de la pre-sacarificacién fueron visibles para la PSFS en comparacion a la SFS
solo durante las 24 primeras horas de fermentacién a 17% de sélido, cuando la PSFS habia
logrado 15,2 g/L de etanol mientras en la SFS habia solamente 1,82 g/L, sin embargo, al
final del proceso, los rendimientos fueron practicamente los mismos. Los autores han
llegado concluir que las 24 horas de pre-sacarificacion no resultan efectivas para un mayor
rendimiento en etanol comparadas con la SFS, apoyados en trabajos realizados con otras
materias, como rastrojo de maiz (Ohgren et al., 2007) y paja de cebada (Linde et al., 2007),
en funcién probablemente de la produccién de productos secundarios por parte de la
levadura o por inactivacion de las enzimas al no trabajaren en sus condiciones 6ptimas.

5.6 Pre-Sacarificacion y Co-Fermentacion Simultaneas (PSCFS)

El uso de un microrganismo capaz de co-fermentar xilosa y glucosa realizandose una pre-
sacarificacidn ha traido resultados levemente superiores en comparacion a la PSFS, como
se puede ver en la Tabla 26. Los rendimientos han subido de forma importante a cada
periodo de 24 horas, teniendo la E. coli SL100 un mejor aprovechamiento en la utilizaciéon
de glucosa que la S. cerevisiae, llegando a producir 9,64 g de etanol/100g glucosa. Estos
valores son también bastante bajos en comparacidn a los vistos en la literatura. Kim et al.
(2008) han realizado pretratamiento con amoniaco acuoso sobre la cascara de cebada,
obteniendo cerca de 18 g de etanol/100 gramos de materia prima con la E. coli KO11.
Gupta y Lee (2009) han hecho el mismo tratamiento de amoniaco acuoso sobre el alamo
hibrido, obteniendo 24 g de etanol/100 gramos de materia prima con la E. coli KO11.

Tabla 26. Rendimiento en etanol en relacién al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la PSCFS.

g etanol Rendimiento de Rendimiento de
producidos/ etanol Rendimiento etanol, g Rendimiento
Tiempo (h) 100 g '8 de etanol, % etanol/g de etanol, %
: etanol/g glucosa eer - eer
materia . del tedrico azucares del tedrico
. potenciales*100 .
prima potenciales*100
24 2,85 7,03 13,79 6,23 12,21
48 3,42 8,44 16,55 7,48 14,66
72 3,91 9,64 18,90 8,54 16,75

5.7 Resumen comparativo de las fermentaciones del sélido pretratado

Las distintas configuraciones empleadas para la fermentacion de la fraccion sélida de la
poda de olivo estdn resumidas en la Figura 48. Se muestra que las mayores producciones
de etanol fueron verificadas para la HFS y HCFS, seguidas de la PSFS, PSCFS, SCFS y SFS. Al
operar la etapa de hidrolisis y fermentacion en condiciones 6ptimas y después de un largo
tiempo de HE, ya se esperaban mayores rendimientos por parte de la HFS y HCFS, que en
este caso produjeron mas etanol en las 24 primeras horas que todas las demas
configuraciones después de 72 horas de proceso fermentativo. La HSCF es la dnica que
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presenta una disminuciéon en la produccién de etanol, muy probablemente por haber
llegado a su maxima productividad antes de la primera toma de muestra, como ya
explicado en el apartado 4.2. También se puede observar un crecimiento mas lento del
rendimiento en etanol para la SFS y PSFS comparadas con sus correspondientes
configuraciones, evidenciando el consumo casi completo de la glucosa por parte de la S.
cerevisiae préximo a las 24 horas de proceso, mientras la E. coli SL 100 sigue
progresivamente aumentando el rendimiento por su habilidad en metabolizar algunos
azucares hemicelulésicos.
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Figura 48. Resultado comparativo de todas las configuraciones de hidroélisis y fermentacion aplicadas
al sé6lido pretratado, en gramos de etanol producidos/100 gramos de materia prima. Nota: *indica que
fueron realizadas 72 horas de HE en las condiciones optimas de la enzima antes de se iniciar la
fermentacion; **indica que fueron realizadas 6 horas de HE en las condiciones éptimas de la enzima
antes de se iniciar la fermentacion.

Los resultados ilustrados en la Figura 48 difieren en comparaciéon al dnico trabajo
encontrado en la literatura que ha empleado distintas configuraciones de fermentacion
con la poda de olivo. Para Manzanares et al. (2011), en las configuraciones estudiadas a
partir del pretratamiento combinado térmico-acido (H2S04 a 1%, 180 2C y 10 minutos de
proceso) la SFS ha proporcionado el mejor rendimiento en etanol en comparacion a la HFS
y PSFS en todas las cargas de sélidos ensayadas (9 a 23%). Ya en el caso de la poda tratada
a través de Agua Caliente a Presion, para las cargas mas altas de sélidos (17 y 23%) la HFS
ha tenido mejores resultados que la SFS y la PSFS, ofreciendo una mejor mezcla entre el
material hidrolizado y los microrganismos, mientras que a la menor carga (9%) la SFS ha
sido ampliamente superior a las otras dos configuraciones, llegando al mayor rendimiento
en etanol visto en el trabajo (76%).

6. Hidrolisis Enzimatica y Co-Fermentacion del slurry en las
configuraciones de mas elevado rendimiento en etanol

En este apartado, se han seleccionado dos configuraciones de la fermentacion del sélido
pretratado con mayor potencial para aprovechamiento de las hexosas y pentosas (HCSF y
PSCFS), mezclandose las fracciones liquidas y solidas para verificar el potencial de
produccion en etanol considerando todos los azuicares disponibles, siendo utilizada la E.
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coli SL100. Todos los ensayos en esta parte fueron realizados en duplicado y a una relaciéon
5% p/v (las otras condiciones se recogen en el apartado 9 de la metodologia).

6.1 HSCF

El andlisis de la Hidrélisis y Fermentacién por Separado sera realizado como se ha hecho
en los apartados anteriores, analizandose inicialmente el desempefio de la HE (mostrado
en la Tabla 27) y posteriormente el rendimiento en etanol (Tabla 28). Se ha tomado un
nimero mayor de muestras para verificar el desempefio de las enzimas delante de una
mayor concentracién de azucares iniciales. Conforme se puede ver en el tiempo Oh, ya
habia en el medio 7,85 g de glucosa y 13,10 g de xilosa por cada 100 gramos de materia
prima, siendo que después de las 72 horas de proceso la produccién de glucosa ha subido
solamente 4,77 gramos (referida a la misma cantidad de materia prima), una produccion
bastante inferior a la verificada para HFS y HCFS del sélido que ya habian mas que doblado
esta cantidad a las 48 horas de proceso. La hipotesis mas probable para esto es lo que
apuntan Xiao et al. (2004), que han reportado que la xilosa (y otros azucares, como
manosa y galactosa) poseen efectos inhibitorios significativos sobre la accién de las
celulasas durante la hidrélisis enzimatica y pueden llevar a una conversién incompleta de
carbohidratos, ya siendo demostrado por otros autores (Kim et al.,, 2011; Ximenes et al,,
2011; Qing et al., 2010). Ademas, cécteles enzimaticos que llevan incorporados enzimas
capaces de degradar la xilosa (como el empleado en el presente trabajo) pueden producir
efectos perjudiciales sobre los rendimientos de glucosa (Modenbach y Nokes, 2013).

Tabla 27. Produccién y recuperaciéon de glucosa y xilosa con respecto al material pretratado y a la
materia prima en la etapa de HE de la configuracién HCFS trabajando con slurry.

g glucosa AT % Glucosa g xilosa % xilosa
. . recuperada .
Tiempo | producidos/ respecto al recuperada producidos/ recuperada
(h) 100 g materia material respectoala | 100 g materia | respectoala
prima pretratado materia prima prima materia prima
7,85 44,45 30,43 13,10 119,30
3 8,31 47,02 32,19 12,24 111,48
6 10,27 58,13 39,79 14,06 128,11
10 10,98 62,16 42,55 14,16 128,98
24 11,14 63,02 43,14 14,28 130,06
48 12,15 68,78 47,08 15,03 136,90
72 12,62 71,43 48,90 15,40 140,33

Ya los resultados de la fermentacién muestran que la E. coli SL100 ha sido capaz de
convertir eficientemente a etanol practicamente todos los azucares del medio, llegando a
94,51% de rendimiento después de 120 horas de proceso (Tabla 28). Los saltos mas
significativos en la produccion de etanol se verificaron entre las 8-24 horas y 24-50 horas,
cuando ya se habia producido el 92,6% de todo el etanol. Los resultados que excedieron el
100% son debidos a que, debido a la conversién de la fraccion hemicelulésica, hay mas
etanol en el medio de lo que puede generar a través de la fermentacion de la glucosa. En
comparacion con la literatura, Yu et al. (2017) han obtenido un rendimiento maximo de
72,12% al utilizar el microrganismo Spathaspora passalidarum sobre la mazorca de maiz,
mientras Loaces et al. (2017) han obtenido 0,17 g etanol/litro/hora utilizando E. coli para
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fermentar la biomasa del Arundo donax después de pretratamiento combinado térmico-

acido.

Tabla 28. Rendimiento en etanol en relacion al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la HCFS del slurry.

g etanol Rendimiento .. Rendimiento de s
. . Rendimiento Rendimiento
Tiempo | producidos/ de etanol, g etanol, g
: de etanol, % de etanol, %
(h) 100 g materia etanol/g del teérico etanol/g del te6rico
prima glucosa*100 azucares*100
0 0 0 0 0 0
2 2,05 13,44 26,35 5,83 11,43
4 3,15 20,61 40,41 8,94 17,52
8 4,63 30,28 59,37 13,13 25,74
24 8,90 58,25 114,22 25,26 49,52
50 15,74 102,96 201,88 44,64 87,53
72 16,49 107,86 211,50 46,77 91,70
96 16,78 109,79 215,28 47,60 93,34
120 16,99 111,17 217,98 48,20 94,51
6.2 PSCFS

Los resultados de la configuracion de pre-sacarificacién y co-fermentaciéon simultaneas
para el slurry se muestran en la Tabla 29. Son visibles los mejores rendimientos
comparados con la fermentacion realizada en el sélido, tanto para la PSFS como para la
PSCFS. A las 16 horas de proceso el rendimiento ya habia practicamente doblado en
relacién a las mismas configuraciones realizadas en el so6lido, estableciendo su maximo a
las 92 horas. Todavia hubo una evolucién muy poco significativa después de las 40 horas,
siendo este tiempo el seleccionado en el caso de que el proceso fuese llevado a cabo a una
mayor escala.

Tabla 29. Rendimiento en etanol en relacién al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la PSCFS del slurry.

Rendimiento Rendimiento
Gl de etanol de etanol
Tiempo producidos/ e~ '8 | Rendimiento de o '8 Rendimiento
p 100 g g etanol, % del , 8 de etanol, %
(h) > glucosa zor azucares oot
materia . teorico . del teorico
rima potenciales en potenciales en
P el s6lido*100 el s6lido*100
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 1,25 3,09 6,07 2,74 5,38
4 2,60 6,40 12,55 5,67 11,12
16 7,22 17,79 34,89 15,76 30,91
24 9,58 23,63 46,33 20,93 41,05
40 13,86 34,17 67,01 30,28 59,36
48 14,28 35,22 69,06 31,20 61,19
66 14,73 36,33 71,23 32,19 63,11
92 14,77 36,44 71,44 32,28 63,29
140 14,50 35,75 70,10 31,68 62,11
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En comparaciéon con la literatura, los rendimientos obtenidos estan por debajo de los
valores reportados por otros autores que emplearon distintas materias primas y
condiciones fermentativas. Geddes et al. (2011), por ejemplo, han trabajado con el bagazo
de cafia de azucar utilizando la PSCFS con la E. coli MM160, empleando distintas
temperaturas en el pretratamiento (160 a 1802C) con explosiéon por vapor y diferentes
concentraciones de sélidos (10 a 14%) obteniendo rendimientos bastante similares en las
condiciones de menor temperatura de pretratamiento y menor cantidad de sélidos (19,1
gramos de etanol a cada 100 gramos de materia prima) y mayor temperatura y cantidad
de solidos (20,7 gramos de etanol a cada 100 gramos de materia prima). Otros
rendimientos, asi como el mayor obtenido en el presente trabajo, estan ilustrados en la
Tabla 30.

Tabla 30. Comparacién de los rendimientos obtenidos en la literatura para la configuracién PSCFS.

Materia Prima | Pretratamiento | Microrganismo LG Referencia
en etanol*
Casco de cebada | Amoniaco acuoso E. coliKO11 18 Knénoeat8al.,
. , , . Kim et al,,
Rastrojo de maiz | Amoniaco acuoso E. coliKO11 18 2007
Alamo hibrido Amoniaco acuoso E. coliKO11 24 GupztgggLee,
Bagazo c}e cafia de ,COH.lbln,aC!O E coli MM160 20,7 Geddes et
azucar térmico-acido al, 2011
S. cerevisiae Zhong et al,,
Lodo de papel - RWB222 26 2009
, , S. cerevisiae Alizadeh et
Panicum virgatum AFEX NRRL-D5A 20 al, 2005
. S. cerevisiae 424 Li etal,,
Sorgo forrajero AFEX A (LNH-ST) 17 20092
Bagazo de sorgo S. cerevisiae 424 Lietal,
dulce AFEX A (LNH-ST) 16 2009a
. S. cerevisiae 424 Zhong et al,,
Paja de arroz AFEX A (LNH-ST) 19 2009
. , S. cerevisiae 424 Lau y Dale,
Rastrojo de maiz AFEX A (LNH-ST) 20 2009
Poda de olivo ,Corr.lbln’ad.o E. coli SL100 14,77 Este trabajo
térmico-acido

La Figura 49 trae el perfil del consumo de azicares obtenidos para la PSCFS. Inicialmente
toda la glucosa disponible es consumida en 16 horas, siendo a partir de entonces
aprovechada por el microrganismo a la misma medida que va siendo liberada de la
hidrélisis. Cuando el nivel de glucosa llega en un equilibrio de produccién x consumo, la
xilosa entonces empieza a disminuir su concentracién de forma mas aguda, siendo
consumida en 48 horas, momento en que también va siendo consumida a la medida que se
va liberando. Después de las 92 horas de proceso, la concentraciéon de etanol empieza a
disminuir en virtud del término del proceso de hidrdlisis enzimatica y cambio del
metabolismo de la E. coli, que empieza a consumir el etanol presente en el medio. Es
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interesante que haya una parte de la arabinosa que no fue consumida por el
microrganismo hasta el final del proceso.

Geddes et al. (2011) también han reportado que una parte de azucares (xilosa) no fue
consumida por la E. coli mismo después de 240 horas de fermentacion, atribuyendo eso en
funcién de una inhibicién por furfural, que seria mas acentuada en presencia de la xilosa.
Aunque los niveles de HMF y furfural del presente trabajo permanecieron en cero después
de las 4 horas de proceso, indicando que de alguna manera la E. coli estuvo imposibilitada
de acceder a esta pequefia fracciéon de azuicar. La Figura 50 muestra la evolucion de los
compuestos inhibidores a lo largo de la fermentaciéon. Se muestra el aumento en la
concentracion de acido acético, que ha partido de 0,2 g/L en el inicio del proceso y lleg6 a
casi 1,8 g/L. Geddes et al. (2011) y Geddes et al. (2013) también han observado el mismo
fendmeno, relatando subidas de hasta 3 veces la concentracién inicial de 4cido acético. Los
niveles del acido férmico también subieron, pero la E. coli se muestra resistente a este
inhibidor, por lo que no hubo una interferencia en la produccién de etanol.

18
16 =
14
12

== Glucosa (g/1)

——XGM (g/1)

EtOH (g/1)

_ \
;L \ \\ — == Arabinosa (g/1)
\—o }F T —

50 100 150

o

Tiempo (h)

Figura 49. Concentracion de los aziicares al largo de la PSCFS.
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Figura 50. Evolucion en la concentracién de inhibidores durante todo el proceso fermentativo.
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6.3 Comparacion entre la HCFS y PSCFS en el rendimiento (getanol/1008materia
prima) del sIurry

Con la intencién de discutir los resultados obtenidos por las dos configuraciones aplicadas
al slurry, se ha construido la grafica ilustrada en la Figura 51. Numéricamente, se muestra
que al final del proceso la HCFS tiene un mayor rendimiento, que llega a los 16,99 gramos
de etanol por cada 100 gramos de materia prima en 120 horas, en comparacién con 14,77
gramos de etanol de la PSCFS a las 92 horas. Hay que tener en cuenta que este mayor
rendimiento fue obtenido después de 72 horas de HE en condiciones 6ptimas, mientras la
PSCFS tuvo apenas un periodo de 6 horas en estas condiciones, y que hasta las 48 horas de
proceso el rendimiento de ambas configuraciones era practicamente igual, de modo que, si
se considera el resultado obtenido a esta hora para la PSCFS y el mas alto valor conseguido
con la HCFS, la diferencia es de apenas 19%, con lo que se opté por proseguir para la
siguiente etapa con la PSCFS.

18,00 o
16,00

14,00 _ —

12,00
10,00
8,00 ¢—HCFS*
6,00 == PSCFS**
4,00 -
2,00

0,00 T T .
0 50 100 150

Tiempo (h)

g etanol producidos/ 100 g
materia prima

Figura 51. Comparacién entre las configuraciones HSCF y PSCFS en el slurry. Nota: *72 horas de HE en
las condiciones optimas **6 horas de HE en las condiciones éptimas

7. Hidrdlisis enzimatica y fermentacion del slurry en la mejor
configuracion en distintas concentraciones de sdlido y empleo de
aireacion

La utilizacion de aire con el fin de mejorar las condiciones fermentativas de levaduras y
bacterias ya ha sido objeto de estudio de otros autores, pero esta lejos de establecer un
consenso general sobre el tema. Schirmer-Michel et al. (2009) han obtenido mejoras en la
produccion de xilitol utilizando Candida guilliermondii bajo condiciones de microaireacion
(1vvm). Lawford y Rousseau (1994) reportaron una disminucion en el rendimiento en
etanol y aumento en la formaciéon de co-productos de fermentacion con la aplicacion de
aire bajo burbujeo subsuperficial, el opuesto al encontrado por Okuda et al. (2007), que
observaron un aumento en la produccion de etanol con burbujeo subsuperficial utilizando
una E. coli etanologénica. En este apartado, se probara los efectos de la inyeccién de aire
sobre el slurry trabajando con la E. coli SL100.
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Conforme a lo explicado en el apartado anterior, la PSCFS fue la configuracion escogida
para trabajar a una mayor escala empleando dos distintas concentraciones iniciales del
sélido (5% y 8,8%) y bajo aireacién. La concentracion de 5% de sdélido inicial fue
seleccionada para comparar con todo lo que ya se habia hecho anteriormente en el trabajo,
mientras la de 8,8% fue para simular la concentracidn de sélido presente en el slurry a la
salida del reactor. Los apartados siguientes muestran los resultados de estos ensayos.

7.1 PSCFS a 5% p/v con aireaciéon

El desarrollo del proceso fermentativo con el empleo de aireacién puede ser revisado en la
Tabla 31 y Figura 52. Se observa que la maxima produccién de etanol fue establecida a las
16 horas de proceso, con produccién de 11,41 gramos de etanol por cada 100 gramos de
materia prima (48,89% del rendimiento tedrico). A partir de ahi, los niveles empiezan a
caer hasta llegar a la menos de la mitad a las 144 horas de proceso. Por la grafica, se ve
claramente que la tasa de consumo de la glucosa y xilosa es parecida, y que todos los
azucares estan en concentraciones proximas a cero justamente a las 16 horas del proceso,
justamente en el punto mas elevado de la curva del etanol, que después empieza a caer.
Eso refleja que la produccion de etanol ha ocurrido a partir de los azticares producidos en
la etapa de pre-sacarificacion y de los ya disponibles en el liquido hidrolizado, de manera
que la enzima no fue capaz de producir mas carbohidratos monoméricos para el consumo
dela E. coli SL100.

Tabla 31. Rendimiento en etanol en relacion al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los azicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la PSCFS del slurry con aireacion a 5% S/L

- Rendimiento de
etanol Rendimiento de etanol
Tiempo rﬁ S s etanol, g Rendimiento etanol’/g Rendimiento
[h]p 1p0 0 o materia etanol/g glucosa | de etanol, % azﬁcaregs de etanol, %
g1 potenciales en del tedrico . del tedrico
prima el s6lido*100 potenciales en el
s6lido*100
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 1,02 2,53 4,95 2,24 4,39
2,79 6,89 13,50 6,10 11,96
16 11,41 28,14 55,18 24,93 48,89
24 10,43 25,73 50,45 22,80 44,70
48 6,78 16,71 32,77 14,81 29,03
66 5,38 13,26 25,99 11,74 23,03
72 5,34 13,17 25,82 11,67 22,88
139 5,74 14,16 27,77 12,55 24,60
144 5,52 13,62 26,70 12,07 23,66

Nieves et al. (2011b) ha obtenido resultados similares con respecto al consumo de
azucares, observando también un consumo mas eficaz de la xilosa y una disminucion
considerable del tiempo de fermentacion. Estos autores han verificado un aumento entre
el 25% y 30% con el empleo de aire para la configuracion PSCFS al contrario de lo
mostrado en el presente trabajo. Este aumento provocado por la inyeccién de aire, a pesar
de no ser bien conocido, es atribuido a la producciéon de compuestos reductores como el
NADPH, que produce una disminuciéon de los efectos de inhibidores como el furfural y
permite el crecimiento celular en conjunto con el aumento de la produccién de etanol. Por
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lo que se observa para el presente trabajo, la E. coli se ha desarrollado bien con la
aireacion pero un mayor aumento del rendimiento en etanol no fue posible por una
paralizacion de la actividad enzimatica.

18
16
14 \ == (Glucosa (g/1)
12 —)
10 \‘ == Xilosa (g/1)
8 . L
6 1\ \ === Arabinosa (g/1)
» B\
2 o EtOH (g/1)
0 4
0 50 100 150
Tiempo (h)

Figura 52. Desarrollo de la fermentacion del slurry en la PSCFS con un 5% S/L.

7.2 PSCFS a 8,8% p/v con aireacion

El empleo de la aireacion a la concentracién de sélidos a la salida del slurry esta detallado
en la Tabla 32 y Figura 53. En este proceso, en que hubo una mayor concentracién de
azucares iniciales, se observa el maximo rendimiento en etanol a las 16 horas que va
reduciendo hasta alcanzar casi la mitad a las 144 horas de proceso, comportamiento muy
similar al realizado para 5% de sélidos. La razon es la misma del proceso anterior, con un
consumo por parte del microrganismo de los azucares disponibles del liquido hidrolizado
y de las seis horas de pre-sacarificacién con la interrupcién del funcionamiento de la
enzima cuando las condiciones fueron modificadas. Las tasas de consumo de glucosa y
xilosa fueron practicamente iguales una en comparacién a la otra, disminuyendo su
concentracion a practicamente cero entre las 16 y 24 horas de proceso. Esto permite que
una mayor carga de sélidos sea utilizada sin que el tiempo de fermentacion sea mas largo.

Los rendimientos disminuyeron en comparacion a la fermentaciéon con 5% de sélidos
iniciales, y estan lejos de algunos datos encontrados en la literatura. Nieves et al. (2011b)
han empleado 6 horas de pre-sacarificacion utilizando la E. coli MM170, 10% de carga de
solidos y 0,01 vvm de aire, observando producciones hasta cinco veces mayores que los
datos de la Tabla 32, no reportando ningtn tipo de inhibiciéon enzimatica hasta el fin del
proceso (a las 144 horas). Liu et al. (2016a) y Liu et al. (2016b) han encontrado un mayor
consumo de glucosa y mayores rendimientos fermentativos empleando aireacion hasta
0,02 vvm, observando disminucién en la produccién de etanol y residuos de aztcares no
consumidos solamente por encima de este volumen de aire. Varela et al. (1992) han
observado que la tasa de producciéon de etanol aumenta hasta 3,3 veces empleando
pequefias cantidades de oxigeno en la fermentacion del suero empleando Kluyveromyces
fragilis, también ha mostrado la disminuciéon del rendimiento cuando son empleadas
grandes cantidades de aire que han favorecido la formacién de biomasa y estimulo de
generacién de co-productos.
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Tabla 32. Rendimiento en etanol en relacidn al tedrico con respecto a la glucosa y a todos los aziicares
en potencial, para la etapa fermentativa de la PSCFS del slurry con aireacion a 8,8% S/L

A Rendimiento de
etanol Rendimiento de etanol, g
. g etar etanol, g Rendimiento ’ Rendimiento
Tiempo | producidos/ etanol/g
. | etanol/g glucosa | de etanol, % p de etanol, %
(h) 100 g materia : et azucares et
. potenciales en del tedrico . del tedrico
prima el s6lido*100 potenciales en el
s6lido*100
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,63 1,56 3,06 1,38 2,71
1,43 3,51 6,89 3,11 6,11
16 7,81 19,26 37,76 17,06 33,46
24 7,57 18,66 36,58 16,53 32,41
48 5,35 13,18 25,85 11,68 22,90
66 3,64 8,98 17,61 7,96 15,60
72 3,96 9,77 19,16 8,66 16,97
139 4,44 10,95 21,46 9,70 19,02
144 4,18 10,31 20,21 9,13 17,90
25
20 t =o—Glucosa (g/1)
15 - = =B=-XGM (g/1)
10 1 == Arabinosa (g/1)
> EtOH (g/1)
0 B
0 50 100 150
Tiempo (h)

Figura 53. Desarrollo de la fermentacion del slurry en la PSCFS con un 8,8% S/L.

7.3 Comparacion de la PSCFS a 5% y 8,8% de concentracion de sdélidos

La Figura 54 muestra la comparacion entre las dos concentraciones de s6lidos empleados
en la PSCFS con utilizacién de aireacion. Como se puede ver, una menor concentracion de
solidos ha dado un mejor rendimiento. En general, una mayor cantidad de sélidos en el
slurry puede producir una inhibicién por exceso de producto en las enzimas, haciendo
bajar el rendimiento en la obtenciéon de azucares, ademas de producir problemas de
viscosidad que dificultan la agitaciéon y el contacto entre los componentes del medio.
También, una concentracién excesiva inicial de azucares puede provocar una interrupcion
de la fermentacion por aumentar el estrés osmotico sobre el microrganismo (Zabed et al,,
2017). Sin embargo, estas justificaciones se aplican mejor cuando se trabajan con altas
cargas de sélidos, generalmente por encima de 10 a 15 % (Modenbach y Nokes, 2013) y no
explican con exactitud las diferencias observadas en el presente trabajo, que se esperaban
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que fuesen menores y que los rendimientos en etanol fuesen mayores para ambas

concentraciones.
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Figura 54. Evoluciéon comparativa del rendimiento de 1a PSCFS a 5% y 8,8% S/L.

7.4 Comparacion entre la PSCFS a 5% de sélidos con y sin el empleo de la
aireacion

Finalmente se traza una comparacion entre la PSCFS a 5% de soélidos iniciales para el
slurry con y sin el empleo de aireaciéon, mostrado en la Figura 55. En comparacién al
proceso con inyeccién de aire, la PSCFS sin aireacion tuvo un rendimiento 30% mayor en
etanol, con 14,77 gramos de etanol/100 gramos de materia prima a las 92 horas frente a
11,41 gramos de etanol/100 gramos de materia prima producidos en 16 horas. A pesar del
menor rendimiento, se muestra el potencial de la inyeccién de aire en bajas cantidades,
que fue capaz de disminuir el tiempo de fermentacién de modo significativo, produciendo
en 16 horas lo que el proceso sin aireacion tardé 40 horas. Mas investigaciones deben
realizarse centrandose en el motivo por el cual ha ocurrido la inesperada inhibicién de la
enzima con la inyeccidn de aire, pues la disminucion del tiempo fermentativo es vital para
un mayor despliegue de las instalaciones del bioetanol de segunda generacion.

16,00

14,00 /’F ! —=
12,00 F :

10,00 -

8,00
[ wm ——PSCFS sin aireacion
6,00 - \-__—;-'
== PSCFS con aireacién

4,00 -
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0,00 * . . .
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Tiempo (h)

g etanol producidos/ 100 g
materia prima

Figura 55. Evolucion comparativa del rendimiento de la PSCFS a 5% con y sin aireacion.
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8. Esquema propuesto y balance de materia final para la
produccion de etanol de segunda generacion a partir de la poda
de olivo dentro de las condiciones ensayadas

Después de realizar una serie de ensayos probando distintos métodos de detoxificaciéon y
configuraciones de hidrolisis enzimatica y fermentaciéon, a partir de determinadas
condiciones de pretratamiento, se propone el esquema para la produccién de etanol de
segunda generacion a partir de la poda de olivo mostrado en la Figura 56. Como ya se ha
visto en los apartados anteriores, el uso del NH4OH 5N no ha degradado los azicares a la
vez que proporcioné rendimientos fermentativos mas eficientes que los demas métodos
de detoxificacién. Ya la configuracion de PSCFS sin aireaciéon ha demostrado tener buenos
rendimientos con menores tiempos de fermentacién, que son caracteristicas muy
atractivas para un posible aumento en la escala del proceso. Es importante destacar que el
empleo de aireacidn tiene un gran potencial pues aumenta la tasa de consumo de azicares
y disminuye el tiempo de fermentacion, habiendo que investigar las razones por las cuales
ha ocurrido la interrupcién de la actividad enzimatica para hacer el proceso aun mas
eficiente. Otra posible aproximaciéon seria el empleo de la configuracion HCFS
disminuyendo el tiempo de la HE hasta 10 horas y de la fermentacién hasta 50 horas, ya
que a partir de ahi los aumentos en produccién de azucares y etanol no son muy
significativos.

Poda de Olivo
- 7.84% humedad;
- Molida entre 1y 8 mm;

\’

Extraccion Alcalina
T=110°C; 30 minutos;
[NaOH]=1.4% [S/L]=20%

\’

Pretratamiento
T= 1642C; 10 minutos;
[H,50,]=0.9%; [S/L]=15%

y

Detoxificacion del
slurry con NH,OH 5N
pH=9; 30 minutos;
T=50°C; 200 rpm

!

PSCFS
Sin aireacion
-HE: 6 hs (50°C; pH=4,8; 150 rpm);
-Fermentacién: 40hs (37 °C; pH=6,5;
150 rpm)

Figura 56. Esquema propuesto para el aprovechamiento de la poda del olivo en la produccién de etanol
de segunda generacion.
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Por fin, se presenta un balance de materia del esquema 6ptimo seleccionado para la poda
del olivo, mostrado en la Figura 57. Se puede observar que un maximo de 20,45 gramos de
etanol pueden ser obtenidos a partir de la cantidad de azucares presentes en 100 gramos
de poda, produciéndose, después de 46 horas de proceso, 68% del etanol potencial.

Rendimiento teorico
20,45 gramos de etanol

100 gramos de 40,09 gramos
poda de olivo de azucares

PSCFS sin aireacion
13,86 gramos de etanol

Figura 57. Balance de materia para el esquema 6ptimo adoptado en la produccion de etanol a partir de la
poda del olivo.
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Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo son las siguientes:

- La etapa de extraccién realizada con NaOH 1,4% a 110 2C durante 30 minutos eliminé
cerca de 75% de los extractos presentes en el olivo, contribuyendo de manera importante
en la secuencia del proceso.

- E1 NH4OH 5N ha sido el método de detoxificacién que propicia los mejores rendimientos
fermentativos para la poda de olivo en comparacion con el carbén activo y overliming.

- Entre las configuraciones probadas para la fraccién sélida, las que realizaron hidrélisis
enzimatica y fermentaciéon por separado (HSF y HSCF) han obtenido los mayores
rendimientos (5,45 y 4,70 gramos de etanol por cada 100 gramos de materia prima,
respectivamente), seguidas de en las que se empled pre-sacarificaciéon (PSFS y PSCFS) y
por ultimo las que emplearon fermentacién e hidrélisis enzimatica simultanea (SFS y
SFCS).

- En la fermentacidn del slurry, la Pre-Sacarificaciéon y Co-Fermentacién Simultdnea obtuvo
rendimientos similares (14,28 gramos de etanol/100 gramos de materia prima) en menor
tiempo de proceso (6 horas de HE y 48 horas de fermentaciéon) que la Hidrélisis y Co-
Fermentacion por Separado (15,74 gramos de etanol/100 gramos de materia prima con
72 horas de HE y 50 horas de fermentacion).

- El aumento de carga de sdlidos inicial en la Pre-Sacarificacion y Co-Fermentacion
Simultanea (PSCFS) del slurry con empleo de aireacion (0,1 vvm) ha producido una
disminucién del rendimiento de produccién de etanol (5% S/L, 11,41 gramos de
etanol/100 gramos de materia prima; 8,8 % S/L, 7,81 gramos de etanol/100 gramos de
materia prima).

- El empleo de aireacién en la PSCFS del slurry aumenté la velocidad de consumo de
azucares por parte de la E. coli SL100 con una consecuente reduccion del tiempo de
fermentativo (16 horas), tanto para la carga de 5% como para la de 8,8% S/L iniciales. Sin
embargo, los rendimientos obtenidos fueron menores (11,41 gramos de etanol/100
gramos de materia prima) en comparacion al slurry sin inyeccion de aire (14,77 gramos de
etanol/100 gramos de materia prima). Esto puede deberse a una interrupcion inesperada
de la actividad enzimatica después de las 16 horas de proceso.

- Visto lo anterior, se propone como esquema dptimo para la producciéon de bioetanol a
partir de la poda de olivo previamente extraida con NaOH 1,4% y pretratada con el
método combinado térmico-acido (H:SOs 0,9%, 110 °C durante 30 minutos) una
detoxificacion del slurry con NH,OH 5N (pH 9, 50 2C, 30 minutos) y el empleo de la PSCFS
sin aireacion con 6 horas de hidrolisis enzimatica a 50 2C, pH 4,8 y fermentaciéon durante
40 horas a pH 6,5, 37 °C. En estas condiciones, la cantidad de etanol que se puede obtener
a partir de 100 g de poda es de 13,86 gramos.
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Anexo

Anexo 1. Determinacion de Carbohidratos Estructurales y Lignina en la Biomasa. Norma
NREL/TP-510-42618.
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Procedure Title: Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in
Biomass

Laboratory Analytical Procedure

1. Introduction

1.1 Carbohydrates and lignin make up a major portion of biomass samples. These constituents

1.2

1.3

2.1

2.2

23

24

3.1

must be measured as part of a comprehensive biomass analysis. Carbohydrates can be
structural or non-structural. Structural carbohydrates are bound in the matrix of the biomass,
while non-structural carbohydrates can be removed using extraction or washing steps. Lignin
is a complex phenolic polymer.

Portions of this procedure are substantially similar to ASTM E1758-01 “Standard Method for
the Determination of Carbohydrates by HPLC.”

This procedure is suitable for samples that do not contain extractives. This procedure uses a
two-step acid hydrolysis to fractionate the biomass into forms that are more easily quantified.
The lignin fractionates into acid insoluble material and acid soluble material. The acid
insoluble material may also include ash and protein, which must be accounted for during
gravimetric analysis. The acid soluble lignin is measured by UV-Vis spectroscopy. During
hydrolysis the polymeric carbohydrates are hydrolyzed into the monomeric forms, which are
soluble in the hydrolysis liquid. They are then measured by HPLC. Protein may also partition
into the liquid fraction. A measure of acetyl content is necessary for biomass containing
hemicellulose with a xylan backbone, but not biomass containing a mannan backbone. Acetate
is measured by HPLC.

. Scope

This procedure is appropriate for extractives free biomass, which includes biomass that has
been extracted using LAP “Determination of Extractives in Biomass,” as well as process solids
containing no extractives. Results are reported on an oven dry weight basis. Results may be
reported on an as received biomass basis or an extractives free basis, depending on type of
biomass used. LAP “Preparation of Samples for Biomass Compositional Analysis” should be
used prior to this procedure.

This procedure is appropriate for biomass containing the components listed throughout the
procedure. Any biomass containing other interfering components not listed must be further
investigated.

A measure of acetyl content is necessary for biomass containing hemicellulose with a xylan
backbone, but not biomass containing a mannan backbone.

All analyses should be performed in accordance with an appropriate laboratory specific Quality
Assurance Plan (QAP).

. Terminology

Oven dry weight (ODW)—the weight of biomass mathematically corrected for the amount of
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moisture present in the sample at the time of weighing.

3.2 Prepared biomass—biomass prepared according to LAP “Preparation of Samples for Biomass
Compositional Analysis.”

3.3 Extractives free biomass—biomass after exhaustive water and ethanol extraction (refer to LAP
“Determination of Extractives in Biomass™).

3.4 Acid insoluble lignin—the residue remaining on a medium porosity filtering crucible after a two
step hydrolysis, with correction for acid insoluble ash and acid insoluble protein, if necessary.

3.5 Structural carbohydrates—polymeric carbohydrates, namely cellulose and hemicellulose.

3.6 Non-structural components—non-chemically bound components of biomass that include but
are not limited to sucrose, nitrate/nitrites, protein, ash, chlorophyll, and waxes.

. Significance and Use

4.1 This procedure is used, possibly in conjunction with other procedures, to determine the amount
of structural carbohydrates and lignin in a solid biomass sample.
. Interferences

5.1 This procedure has been optimized for the particle size range specified in LAP “Preparation of
Samples for Biomass Compositional Analysis.” Deviation to a smaller particle size may result
in a low bias in carbohydrate content (and consequent high lignin bias) due to excessive
carbohydrate degradation. Deviation to a larger particle size may also result in a low bias in
carbohydrate content (and consequent high lignin bias) due to incomplete hydrolysis of
polymeric sugars to monomeric sugars.

5.2 Samples containing extractives are not suitable for this procedure. Extractives will partition
irreproducibly, resulting in a high lignin bias.

5.3 Samples with an ash content above 10 wt % may not be suitable for this procedure, as the
sample may contain soil or other minerals that will interfere with appropriate acid
concentrations and may catalyze side reactions.

5.4 Samples with a moisture content above 10 wt % may not be suitable for this procedure, as the
excess moisture will interfere with appropriate acid concentrations. Samples should be dried
(air-dried or oven dried at less than 40°C) prior to this procedure.

5.5 Samples containing protein will bias the acid insoluble lignin high unless the protein is
accounted for in the gravimetric determination of acid insoluble material. An independent
nitrogen analysis is required to estimate the protein content of the residue. The protein estimate
is then subtracted from the acid insoluble residue measurement. Physical separation of the acid
insoluble protein from the acid insoluble lignin is beyond the scope of this procedure.

5.6 This procedure is not suitable for samples containing added acid, base, or catalyst.

5.7 Certain guard columns for carbohydrate quantification may cause artifact peaks. Individual
carbohydrates should be run on new columns and guard columns to verify to absence of artifact
peaks.

. Apparatus

6.1 Analytical balance, accurate to 0.1 mg.

6.2 Convection drying oven, with temperature control of 105 + 3°C.

6.3 Muffle furnace, equipped with a thermostat, set to 575 £ 25 °C or equipped with optional
ramping program.

6.4 Water bath, set at 30 + 3 °C.

6.5 Autoclave, suitable for autoclaving liquids, set to 121 £ 3 °C.

6.6 Filtration setup, equipped with a vacuum source and vacuum adaptors for crucibles.



6.7 Desiccator containing desiccant.
6.8 HPLC system equipped with refractive index detector and the following columns:
6.8.1 Shodex sugar SP0810 or Biorad Aminex HPX-87P column (or equivalent) with ionic
form H'/CO;” deashing guard column.
6.8.2 Biorad Aminex HPX-87H column (or equivalent) equipped with an appropriate guard
column.
6.9 UV-Visible spectrophotometer, diode array or single wavelength, with high purity quartz
cuvettes of pathlength 1 cm.
6.10Automatic burette, capable of dispensing 84.00 mL water, optional.
. Reagents and Materials

7.1 Reagents
7.1.1 Sulfuric acid, 72% w/w (specific gravity 1.6338 at 20°C) — (also commercially available
as a reagent for the determination of fluorine, from Fluka #00647).
7.1.2  Calcium carbonate, ACS reagent grade.
7.1.3  Water, purified, 0.2 pum filtered.
7.1.4 High purity standards: D-cellobiose, D(+)glucose, D(+)xylose, D(+)galactose,
L(+)arabinose, and D(+)mannose.
7.1.5 Second set of high purity standards, as listed above, from a different source
(manufacturer or lot), to be used to prepare calibration verification standards (CVS).
7.2 Materials
7.2.1 QA standard, well characterized, such as a National Institute of Standards and
Technology (NIST) biomass standard or another well characterized sample of similar
composition to the samples being analyzed.
7.2.2 Pressure tubes, minimum 90 mL capacity, glass, with screw on Teflon caps and o-ring
seals (Ace glass # 8648-30 tube with #5845-47 plug, or equivalent).
7.2.3  Teflon stir rods sized to fit in pressure tubes and approximately 5 cm longer than
pressure tubes.
7.2.4 Filtering crucibles, 25 mL, porcelain, medium porosity, Coors #60531 or equivalent.
7.2.5 Bottles, wide mouth, 50 mL.
7.2.6 Filtration flasks, 250 mL.
7.2.7 Erlenmeyer flasks, 50 mL.
7.2.8 Adjustable pipettors, covering ranges of 0.02 to 5.00 mL and 84.00 mL.
7.2.9 pH paper, range 4-9.
7.2.10 Disposable syringes, 3 mL, fitted with 0.2 um syringe filters.
7.2.11 Autosampler vials with crimp top seals to fit.
. ES&H Considerations and Hazards

8.1 Sulfuric acid is corrosive and should be handled with care.

8.2 Use caution when handling hot pressure tubes after removal from the autoclave, as the
pressurized tubes can cause an explosion hazard.

8.3 When placing crucibles in a furnace or removing them, use appropriate personal protective
equipment, including heat resistant gloves.

8.4 Operate all equipment in accordance with the manual and NREL Safe Operating Procedures.

8.5 Follow all applicable NREL chemical handling procedures.

. Sampling, Test Specimens, and Test Units

9.1 Care must be taken to ensure a representative sample is taken for analysis.

9.2 LAP “Preparation of Samples for Biomass Compositional Analysis” should be performed
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9.3

94

9.5

9.6

prior to this analysis. Samples must have a minimum total solids content of 85%.

LAP “Determination of Extractives in Biomass” should be performed prior to this analysis if
extractives are present in the sample.

LAP “Determination of Solids in Biomass” should be performed at the same time that
samples for this analysis are weighed out.

This procedure is suitable for samples that have been air dried or lyophilized. Samples dried at
a temperature of 45°C or higher are not suitable for this procedure.

Steps 9.2 to 9.4 should be applied to the QA standard.

10. Procedure

10.1 Prepare the sample for analysis and hydrolyze.

10.1.1

10.1.2

10.1.3

10.1.4

10.1.5

10.1.6

Place an appropriate number of filtering crucibles in the muffle furnace at 575 £ 25 °C
for a minimum of four hours. Remove the crucibles from the furnace directly into a
desiccator and cool for a specific period of time, one hour is recommended. Weigh the
crucibles to the nearest 0.1 mg and record this weight. It is important to keep the
crucibles in a specified order, if they are not marked with identifiers. Permanent marking
decals are available from Wale Apparatus. Do not mark the bottom of the filtering
crucible with a porcelain marker, as this will impede filtration.
Place the crucible back into the muffle furnace at 575 + 25 °C and ash to constant
weight. Constant weight is defined as less than + 0.3 mg change in the weight upon one
hour of re-heating the crucible.
Weigh 300.0 + 10.0 mg of the sample or QA standard into a tared pressure tube. Record
the weight to the nearest 0.1 mg. Label the pressure tube with a permanent marker. LAP
“Determination of Total Solids in Biomass” should be performed at the same time, to
accurately measure the percent solids for correction. Each sample should be analyzed in
duplicate, at minimum. The recommended batch size is three to six samples and a QA
standard, all run in duplicate.
Add 3.00 +.0.01 mL (or 4.92 + 0.01 g) of 72% sulfuric acid to each pressure tube. Use a
Teflon stir rod to mix for one minute, or until the sample is thoroughly mixed.
Place the pressure tube in a water bath set at 30 = 3 °C and incubate the sample for 60 +
5 minutes. Using the stir rod, stir the sample every 5 to 10 minutes without removing the
sample from the bath. Stirring is essential to ensure even acid to particle contact and
uniform hydrolysis.
Upon completion of the 60-minute hydrolysis, remove the tubes from the water bath.
Dilute the acid to a 4% concentration by adding 84.00 + 0.04 mL deionized water using
an automatic burette. Dilution can also be done by adding 84.00 = 0.04 g of purified
water using a balance accurate to 0.01 g. Screw the Teflon caps on securely. Mix the
sample by inverting the tube several times to eliminate phase separation between high
and low concentration acid layers.
Note: The volume of the 4% solution will be 86.73 mL, as demonstrated in the
following calculations.
Density 72% H>SO4= d729;, H2504= 1.6338 g/mL
Density HO= dyo=1.00 g/mL
Density 4% H,SO4 = dgo, 112504 = 1.025 g/l’l’lL
1. The weight of 3.00 mL 72% H;SOy4s:
3.00 mL 72% HQSO4 X d72% H2S04™= 4.90 g 72% HzSO4
2. The composition of 3 mL of 72% H,SOy is:
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10.1.7

4.90 g 72% H,SO4 x 72% (acid wt) = 3.53 g acid
4.90 g 72% H,S04 x 28% (water wt) = 1.37 g water
3. The concentration of H,SO4 after dilution is:
3.53 gacid / (84.00 g HO +4.90 g 72% H,S04) = 3.97 % H,SO4 (W/w)
4. The total volume of solution present after dilution is:
(4.90 g HzSO4+ 84.00 g HzO) X (d4% HZSO4)_1 =86.73 mL
Prepare a set of sugar recovery standards (SRS) that will be taken through the remaining
hydrolysis and used to correct for losses due to destruction of sugars during dilute acid
hydrolysis. SRS should include D-(+)glucose, D-(+)xylose, D-(+)galactose,
-L(+)arabinose, and D-(+)mannose. SRS sugar concentrations should be chosen to most
closely resemble the concentrations of sugars in the test sample. Weigh out the required
amounts of each sugar, to the nearest 0.1 mg, and add 10.0 mL deionized water. Add 348
uL of 72% sulfuric acid. Transfer the SRS to a pressure tube and cap tightly.

10.1.7.1 A fresh SRS is not required for every analysis. A large batch of sugar recovery

10.1.8

standards may be produced, filtered through 0.2 um filters, dispensed in 10.0 mL
aliquots into sealed containers, and labeled. They may be stored in a freezer and
removed when needed. Thaw and vortex the frozen SRS prior to use. If frozen SRS
are used, the appropriate amount of acid must be added to the thawed sample and
vortexed prior to transferring to a pressure tube.
Place the tubes in an autoclave safe rack, and place the rack in the autoclave. Autoclave
the sealed samples and sugar recovery standards for one hour at 121°C, usually the
liquids setting. After completion of the autoclave cycle, allow the hydrolyzates to slowly
cool to near room temperature before removing the caps. (If step 10.2 is not performed,
draw a 10 mL aliquot of the liquor for use in step 10.5.)

10.2 Analyze the sample for acid insoluble lignin as follows.

10.2.1

10.2.2

10.2.3

10.2.4

10.2.5

10.2.6

Vacuum filter the autoclaved hydrolysis solution through one of the previously weighed
filtering crucibles. Capture the filtrate in a filtering flask.

Transfer an aliquot, approximately 50 mL, into a sample storage bottle. This sample will
be used to determine acid soluble lignin as well as carbohydrates, and acetyl if
necessary. Acid soluble lignin determination must be done within 6 hours of hydrolysis.
If the hydrolysis liquor must be stored, it should be stored in a refrigerator for a
maximum of two weeks. It is important to collect the liquor aliquot before proceeding to
step 10.2.3.

Use deionized water to quantitatively transfer all remaining solids out of the pressure
tube into the filtering crucible. Rinse the solids with a minimum of 50 mL fresh
deionized water. Hot deionized water may be used in place of room temperature water to
decrease the filtration time.

Dry the crucible and acid insoluble residue at 105 + 3 °C until a constant weight is
achieved, usually a minimum of four hours.

Remove the samples from the oven and cool in a desiccator. Record the weight of the
crucible and dry residue to the nearest 0.1 mg.

Place the crucibles and residue in the muffle furnace at 575 + 25 °C for 24 + 6 hours.

10.2.6.1 A furnace with temperature ramping may also be used.

Furnace Temperature Ramp Program:
Ramp from room temperature to 105 °C
Hold at 105 °C for 12 minutes



Ramp to 250 °C at 10 °C / minute

Hold at 250 °C for 30 minutes

Ramp to 575 °C at 20 °C / minute

Hold at 575 °C for 180 minutes

Allow temperature to drop to 105 °C
Hold at 105 °C until samples are removed

10.2.7 Carefully remove the crucible from the furnace directly into a desiccator and cool for a
specific amount of time, equal to the initial cool time of the crucibles. Weigh the
crucibles and ash to the nearest 0.1 mg and record the weight. Place the crucibles back in
the furnace and ash to a constant weight. (The amount of acid insoluble ash is not equal
to the total amount of ash in the biomass sample. Refer to LAP “Determination of Ash in
Biomass” if total ash is to be determined.)

10.3 Analyze the sample for acid soluble lignin as follows.

10.3.1 On a UV-Visible spectrophotometer, run a background of deionized water or 4% sulfuric
acid.

10.3.2 Using the hydrolysis liquor aliquot obtained in step 10.2.2, measure the absorbance of
the sample at an appropriate wavelength on a UV-Visible spectrophotometer. Refer to
section 11.3 for suggested wavelength values. Dilute the sample as necessary to bring the
absorbance into the range of 0.7-1.0, recording the dilution. Deionized water or 4%
sulfuric acid may be used to dilute the sample, but the same solvent should be used as a
blank. Record the absorbance to three decimal places. Reproducibility should be + 0.05
absorbance units. Analyze each sample in duplicate, at minimum. (This step must be
done within six hours of hydrolysis.)

10.3.3 Calculate the amount of acid soluble lignin present using calculation 11.3.

10.4 Analyze the sample for structural carbohydrates.

10.4.1 Prepare a series of calibration standards containing the compounds that are to be
quantified, referring to Table 1 for suggested concentration range. Use a four point
calibration. If standards are prepared outside of the suggested ranges, the new range for
these calibration curves must be validated.

10.4.1.1 Table 1. Suggested concentration ranges for 10.4.1 calibration standards
Component Suggested
concentration range
(mg/ml)

D-cellobiose 0.1-4.0

D(+)glucose 0.1-4.0

D(+)xylose 0.1-4.0

D(+)galactose 0.1-4.0

L(+)arabinose 0.1-4.0

D(+)mannose 0.1-4.0

CVS Middle of linear range,

concentration not equal

to a calibration point

(2.5 suggested)

10.4.1.2 A fresh set of standards is not required for every analysis. A large batch of
standards may be produced, filtered through 0.2 um filters into autosampler




10.4.2

10.4.3

10.4.4

10.4.5

10.4.6

10.4.7

vials, sealed and labeled. The standards and CVS samples may be stored in a
freezer and removed when needed. Thaw and vortex frozen standards prior to
use. During every use, standards and CVS samples should be observed for
unusual concentration behavior. Unusual concentrations may mean that the
samples are compromised or volatile components have been lost. Assuming
sufficient volume, standards and CVS samples should not have more than 12
injections drawn from a single vial. In a chilled autosampler chamber, the
lifetime of standards and CVS samples is approximately three to four days.
Prepare an independent calibration verification standard (CVS) for each set of calibration
standards. Use reagents from a source or lot other than that used in preparing the
calibration standards. Prepare the CVS at a concentration that falls in the middle of the
validated range of the calibration curve. The CVS should be analyzed on the HPLC after
each calibration set and at regular intervals throughout the sequence, bracketing groups
of samples. The CVS is used to verify the quality and stability of the calibration curve(s)
throughout the run.
Using the hydrolysis liquor obtained in step 10.2.2, transfer an approximately 20 mL
aliquot of each liquor to a 50 mL Erlenmeyer flask.
Use calcium carbonate to neutralize each sample to pH 5-6. Avoid neutralizing to a pH
greater than 6 by monitoring with pH paper. Add the calcium carbonate slowly after
reaching a pH of 4. Swirl the sample frequently. After reaching pH 5—6, stop calcium
carbonate addition, allow the sample to settle, and decant off the supernatant. The pH of
the liquid after settling will be approximately 7. (Samples should never be allowed to
exceed a pH of 9, as this will result in a loss of sugars.)
Prepare the sample for HPLC analysis by passing the decanted liquid through a 0.2 um
filter into an autosampler vial. Seal and label the vial. Prepare each sample in duplicate,
reserving one of the duplicates for analysis later if necessary. If necessary, neutralized
samples may be stored in the refrigerator for three or four days. After this time, the
samples should be considered compromised due to potential microbial growth. After
cold storage, check the samples for the presence of a precipitate. Samples containing a
precipitate should be refiltered, while still cold, through a 0.2 um filter.
Analyze the calibration standards, CVS, and samples by HPLC using a Shodex sugar
SP0810 or Biorad Aminex HPX-87P column equipped with the appropriate guard
column.
HPLC conditions:
Injection volume: 10-50 uL, dependent on concentration and detector limits
Mobile phase: HPLC grade water, 0.2 um filtered and degassed
Flow rate: 0.6 mL/minute
Column temperature: 80—-85 °C
Detector temperature: as close to column temperature as possible
Detector: refractive index
Run time: 35 minutes
Note: The deashing guard column should be placed outside of the heating unit and
kept at ambient temperature. This will prevent artifact peaks in the chromatogram.
Check test sample chromatograms for presence of cellobiose and oligomeric sugars.
Levels of cellobiose greater than 3 mg/mL indicate incomplete hydrolysis. Fresh samples
should be hydrolyzed and analyzed.



10.4.8

Check test sample chromatograms for the presence of peaks eluting before cellobiose
(retention time of 4-5 minutes using recommended conditions). These peaks may
indicate high levels of sugar degradation products in the previous sample, which is
indicative of over hydrolysis. All samples from batches showing evidence of over-
hydrolysis should have fresh samples hydrolyzed and analyzed.

10.5 Analyze the sample for acetyl content if necessary.

10.5.1

10.5.2

10.5.3

10.5.4

10.5.5

Prepare 0.005 M (0.01 N) sulfuric acid for use as a HPLC mobile phase. Ina2 L
volumetric flask, add 2.00 mL of standardized 10 N sulfuric acid and bring to volume
with HPLC grade water. Filter through a 0.2 um filter and degas before use. If 10N
sulfuric acid is not available, concentrated sulfuric acid may also be used. 278 pL
concentrated sulfuric acid brought to volume in a 1 L volumetric flask with HPLC grade
water will also produce 0.005 M sulfuric acid.
Prepare a series of calibration standards containing the compounds that are to be
quantified. Acetic acid is recommended, formic acid and levulinic acid are optional. A
range of 0.02 to 0.5 mg/mL is suggested. An evenly spaced four point calibration is
suggested. If standards are prepared outside of the suggested ranges, the new range for
these calibration curves must be validated.
Prepare an independent calibration verification standard (CVS) for each set of calibration
standards, using components obtained from a source other than that used in preparing the
calibration standards. The CVS must contain precisely known amounts of each
compound contained in the calibration standards, at a concentration that falls in the
middle of the validated range of the calibration curve. The CVS should be analyzed on
the HPLC after each calibration set and at regular intervals throughout the sequence,
bracketing groups of samples. The CVS is used to verify the quality and stability of the
calibration curve(s) throughout the run.
Prepare the sample for HPLC analysis by passing a small aliquot of the liquor collected
in step 10.2.2 through a 0.2 pum filter into an autosampler vial. Seal and label the vial. If
it is suspected that the sample concentrations may exceed the calibration range, dilute the
samples as needed, recording the dilution. The concentrations should be corrected for
dilution after running.
Analyze the calibration standards, CVS, and samples by HPLC using a Biorad Aminex
HPX-87H column equipped with the appropriate guard column.

HPLC conditions:

Sample volume: 50 uL

Mobile phase: 0.005 M sulfuric acid, 0.2 um filtered and degassed

Flow rate: 0.6 mL/minute

Column temperature: 55-65 °C

Detector temperature: as close to column temperature as possible

Detector: refractive index

Run time: 50 minutes



11. Calculations

11.1 Calculate the oven dry weight (ODW) of the extractives free sample, using the average total
solids content as determined by the LAP “Standard Method for the Determination of Total
Solids in Biomass.”

_ Weight ;. 4y samp. X 70 Total solids

100

ODW

11.2 Calculate and record the weight percent acid insoluble residue (AIR) and acid insoluble lignin
(AIL) on an extractives free basis.

Weightcruc’ible plus AIR ~ Welght
ODW,

sample

% AIR _ crucible X ]00

(Weight -Weight ., ... )— (Weight

ODW.

sample

- Welght crucible )_ Welght

crucible plus AIR crucible plus ash

% AIL= e x 100

Where:

Weightproein = Amount of protein present in the acid insoluble residue, as
determined in LAP “Determination of Protein Content in Biomass.” This
measurement is only necessary for biomass containing high amounts of protein.
Our studies have shown that, for a corn stover feedstock, only a minor fraction of
the protein condenses into the residue. For a pretreated corn stover, a significant
amount of the nitrogenous material condenses into the AIR. The amount of nitrogen
in the residue can be determined. If a nitrogen value is determined, the user should
be aware that the nitrogen-to-protein factor will no longer be valid, as the
nitrogenous material will likely have degraded.

11.3 Calculate the amount of acid soluble lignin (ASL) on an extractives free basis.

UVabs xVolume g, xDilution

% ASL =
exODW,,, ... % Pathlength
Where:
UVabs = average UV-Vis absorbance for the sample at appropriate wavelength (see
table below)

Volumenygrolysis liquor = Volume of filtrate, 86.73 mL



Volume + Volume diluting solvent

sample

Dilution =

Volumesamp,e
€ = Absorptivity of biomass at specific wavelength (see table below)
ODW gample = weight of sample in milligrams

Pathlength = pathlength of UV-Vis cell in cm

Absorptivity constants for acid soluble lignin measurement for select biomass types

Biomass type Lambda max | Absorptivity at | Recommended | Absorptivity at

(nm) lambda max wavelength recommended
(L/g cm) (nm) wavelength
(L/g cm)

Pinus Radiata- 198 25 240 12

NIST SRM 8493

Bagasse- 198 40 240 25

NIST SRM 8491

Corn Stover- NREL 198 55 320 30

supplied feedstock

Populus deltiodes- 197 60 240 25

NIST SRM 8492

Note: Lambda max values often contain interfering peaks from carbohydrate degradation
products. Recommended wavelength values have been chosen to minimize these
interferences.

11.4 Calculate the total amount of lignin on an extractives free basis.

% Lignin = % AIL+ % ASL

ext free

11.5 Calculate the total lignin value to an as received basis, if necessary

0

as received = (A)ngl’lll’l

)x (100 — % Extractives)

% Lignin
o 100

ext free

Where:

% Extractives = percent extractives in the prepared biomass sample, as determined

in LAP “Determination of Extractives in Biomass”

11.6 Create a calibration curve for each analyte to be quantified using linear regression. From these

curves, determine the concentration in mg/mL of each component present in the samples
analyzed by HPLC, correcting for dilution if required.

11.7 Calculate and record the amount of each calibration verification standard (CVS) recovered
following HPLC analysis.

10



conc. detected by HPLC, mg/mL .
known conc. of standard, mg/mL

% CVS recovery = 100

11.8 For the sugar recovery standards (SRS), calculate the amount of each component sugar
recovered after dilute acid hydrolysis, accounting for any dilution made prior to HPLC
analysis. Average any replicate (%Rgugr) values obtained for each individual sugar and report
%Ravg, sugar-

conc. detected by HPLC, mg/mL
known conc. of sugar before hydrolysis, mg/mL

x 100

") —
% Rsugar -

11.9 Use the percent hydrolyzed sugar recovery values calculated in step 11.8 to correct the
corresponding sugar concentration values obtained by HPLC for each of the hydrolyzed
samples (Ceor. sample), accounting for any dilution made prior to HPLC analysis.

_ Cupic X dilution factor
% Rave. sugar / ]00

Csx

Where: CuprLc = conc. of a sugar as determined by HPLC, mg/mL
% Rave. sugar = average recovery of a specific SRS component
Cx = Ceor. sample> concentration in mg/mL of a sugar in the hydrolyzed
sample after correction for loss on 4% hydrolysis

11.10Calculate the concentration of the polymeric sugars from the concentration of the
corresponding monomeric sugars, using an anhydro correction of 0.88 (or 132/150) for C-5
sugars (xylose and arabinose) and a correction of 0.90 (or162/180) for C-6 sugars (glucose,
galactose, and mannose).

Cotyaro = Coor X Anhydro correction

Note: To be completely correct, the hydrolysis of the hemicellulose branches should be accounted
for in the xylan values, since the loss of functional groups adds either a proton or a hydroxide to the
xylan. Two examples of branch compounds that are quantified in this LAP are acetate and minor
sugars such as galactan, arabinan, and mannan. However, for the typical concentrations of acetate
and minor sugars seen in biomass samples, the resulting changes in xylan values are negligible, and
so this correction is not performed. If desired, the correction can be applied per the equations
below. However, this correction actually increases the uncertainty of the xylan value, since the
uncertainties of the measured concentration values of the minor sugars are much larger than for
xylose. It also makes the assumption that each of the minor sugars and acetate groups branch
directly from the xylan backbone, which is likely an erroneous assumption.

C = (Xylose,,,, x (1= Xylose ;..,.cion — XVIOS € Minorsugarcorrection ))x132/150

anhydro_xylan corr

11



Acetic _acid _concentration y 17(OH " MW)
Xylose _concentration 132(xyloseMW)

Where: Xy loseAAcorrecti()n =

Yol Minor _sugar concentration I(H" MW)
y oS eMinorsugarcorrection - X

Xylose _concentration 132(xyloseMW)

11.11Calculate the percentage of each sugar on an extractives free basis.

Ig
Canhydm x Vﬁltrate X
%0 Sugar,, ;.. = 1000mg x 100
. OD Wcample
Where: Viirate = volume of filtrate, 86.73 mL

11.12Calculate the percentage of each sugar on an as received basis, if necessary.

100—-% Extractives)
100

% Sugar, = (%Sugarm free )x (

s received

Where:
% Extractives = percent extractives in the prepared biomass sample, as determined
in LAP “Determination of Extractives in Biomass”

11.13Calculate the acetate percentage on an extractives free basis.

C x Volume ,, x Conversion factor
% Acetate,, ., = ALHEC O’g ’Va; x 100

sample

Where:

CaanrLc = concentration in mg/mL of acetic acid as determined by HPLC
Volumenydrolysis liquor = Volume of filtrate, generally 86.73 mL

Conversion factor = (59/60) = 0.983, the conversion from acetic acid to acetate in
biomass

Note (July 8, 2011): The conversion factor has been updated from previous versions
of the LAP. The previous value was (43/60) = 0.717.

11.14Calculate the acetyl percentage on an as received basis, if necessary.

)x (] 00 —% Extmctives)

% Acetyl = (%Acetylm fiee 700

asreceived
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11.15To report or calculate the relative percent difference (RPD) between two samples, use the
following calculation.

RPD = (—(Xl - XZ)szoo

Where:
X; and X, = measured values
Xmean = the mean of X, and X,

11.16To report or calculate the root mean square deviation (RMS deviation) or the standard

deviation (st dev) of the samples, use the following calculations.
First find the root mean square (RMS) of the sample using:

RMSdeviation = o = stdev

Where:
Xm = the root mean square of all x values in the set
n = number of samples in set
X; = a measured value from the set

12. Report Format

12.1 Report the weight percent of lignin, each sugar, and acetate. Report on an as received basis,
correcting for extractives if necessary.
12.2 For replicate analyses, report the average and relative percent difference.
13. Precision and Bias

13.1 Round robin testing — For a report documenting an international round robin test of biomass
analysis methods, including this procedure, see Milne et al., 1992.
14. Quality Control

14.1 Reported significant figures or decimal places: Determined by data quality objectives and
laboratory specific Quality Assurance Plan.
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14.2
14.3
14.4
14.5
14.6
14.7
14.8

14.9

Replicates: Run all samples in duplicate.

Blank: None.

Relative percent difference criteria: Determined by data quality objectives and laboratory
specific Quality Assurance Plan.

Calibration verification standard: Calibration verification standards should be independently
prepared and analyzed as appropriate, per the procedure.

Sample size: 4g, minimum, of sample, extracted if necessary (including amount necessary for
percent solids determination).

Sample storage: Hydrolysis liquors may be stored in a refrigerator for up to two weeks.
Neutralized hydrolysis liquors may be stored in a refrigerator for up to four days.

Standard storage: HPLC standards should be stored in a freezer and removed when needed.
Thaw and vortex samples prior to use.

Standard preparation: Standards should be prepared as described in the procedure, including a
QA standard.

14.10Definition of a batch: Any number of samples that are analyzed and recorded together. The

recommended size is three to six samples with a QA standard, all run in duplicate.

14.11Control charts: All CVS, SRS recoveries, and NIST or QA standards should be control

charted.

15. Appendices

15.1 None
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17. List of Revisions
Version 08-03-2012:
e Page 11: Section 11.10 includes notes on the correction of the xylan number for minor
sugars and acetate, as well as has a corrected Cuunydro xian €quation.

Version 07-08-2011:
e Page 9: Section 11.2 includes notes on nitrogenous material in AIR.
e Page 9-10: Section 11.3 includes pathlength in the ASL equation, which has always been
assumed to be 1 cm, but may differ.
e Page 11-12: Section 11.10 includes explanations and equations to correct xylan for
branched hemicelluloses components.
e Page 12: Section 11.13 corrects the acetic acid to acetate conversion factor.

Previous version (July 2010).
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