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RESUMEN

La region nordeste de Argentina (NEA) es la zona mas boscosa del pais y genera
cantidades importantes de residuos lignocelulésicos cuya disposicion final ocupa espacio,
produce contaminacion al medio ambiente, riesgo de incendios y de plagas, entre otros. La
biorrefineria quimica de la biomasa lignocelulésica permite su aprovechamiento integral
mediante su conversion sostenible a biocombustibles, bioproductos y biomateriales de alto
valor agregado, que no compiten con la industria de alimentos. En este contexto, el aserrin de
pino es una materia prima valiosa para la produccion de bioetileno.

Actualmente, el bioetileno es un precursor quimico esencial para la produccién de
bioplasticos, por lo que puede cerrar el esquema de biorrefineria como una fuente valiosa para
la obtencién de otros productos de alto valor agregado.

El proceso para obtener bioetileno 2G contiene un pretratamiento para separar la
celulosa, que se puede convertir en etanol en un proceso de dos pasos, primero se
despolimeriza en glucosa por hidrolisis enzimatica y luego estos azlUcares se convierten en
etanol utilizando levaduras comerciales, que se emplean en mecanismos tradicionales de
fermentacion alcohdlica. Finalmente, la reacciéon de bioetanol a bioetileno se produce por la
deshidratacion catalizada del etanol, en condiciones adecuadas.

La Hipétesis de trabajo es que es técnicamente factible producir etileno a partir de
bioetanol de segunda generacién producido a partir de aserrin de pino, en forma econémica y
ambientalmente sostenible.

El objetivo general de este trabajo es optimizar el proceso de produccion de etileno
mediante la deshidratacién del bioetanol generado a partir de aserrin de pino.

El trabajo forma parte de los estudios que realiza el grupo sobre aprovechamiento
integral de residuos forestoindustriales y se plantea como una continuacion de investigaciones
ya realizadas tendientes a cerrar un esquema de biorrefineria de aserrin de pino para la
obtencion de productos de alto valor, utilizando procesos de baja contaminacion y aportando al
equilibrio ambiental global del entorno. Por ésto, las experiencias llevadas a cabo para la
produccion de bioetileno parten de 3 pulpas pretratadas con soda-etanol (con diferentes
composiciones quimicas). Las pulpas sometidas a un pretratamiento alcalino presentaron los
mejores rendimientos de hidrélisis enzimatica, ya que el alcali es uno de los agentes mas
efectivos para el hinchamiento de la biomasa, permitiendo extraer la mayor cantidad de lignina
posible y abrir los poros de las fibras. Esto aumenta el area superficial, facilita la accesibilidad
de las enzimas y mejora la conversiébn enzimatica. Estas pulpas se emplearon para la
produccion de bioetanol mediante las estrategias de fermentacion: hidrélisis y fermentacion por

separado (SHF) e hidrélisis y fermentacion en simultaneo (SSF), a fin de comparar los



rendimientos de etanol producidos. En el primer método, ambas etapas se realizan por
separado en sus condiciones Optimas 50 °C para el proceso de hidrélisis enzimética y (30-35)
°C para el proceso de fermentacion, pero tiene la desventaja de generar productos de
inhibicién, por ejemplo, glucosa para la hidrélisis y etanol para la fermentacion. En el proceso
simultaneo, tanto la hidrélisis como la fermentacion se realizan en un solo reactor. Su principal
ventaja es que la glucosa liberada por el complejo enzimético durante la hidrélisis es
metabolizada directamente a etanol por las levaduras, consumiendo glucosa del medio. Esto
produce una menor inhibicion del producto final, una reduccién del tiempo total del proceso y
mayores productividades de etanol. Ademas, el costo se reduce debido al uso de un solo
reactor, lo que hace que el procesamiento sea mas eficiente.

Se emplearon enzimas celuloliticas Cellic® Ctec2 y levadura Saccharomyces Cerevisiae
IMR 1181 (SC 1181), con los siguientes parametros: 30 FPU/ g de sustrato, 1% de celulosa
hidrolizable T=37 °C, 10 ml de in6culo, pH=5 y 130 rpm. Con la estrategia SHF se obtuvo un
rendimiento de fermentacion Ypr (%)= 84,8 y en la estrategia SSF un rendimiento de
fermentacién Ypr (%)= 100 para la pulpa que contiene el menor contenido de lignina en su
composicion (3,67%). Como resultado de esta experiencia, se comprobd que la sacarificacion y
fermentacion simultanea es mas eficiente que el proceso separado y que la pulpa con el menor
contenido de lignina produce la maxima conversion de glucosa en etanol.

Una vez determinada la estrategia que brinda la mayor concentracion de bioetanol y
trabajando con la misma pulpa, se realizaron experiencias con la estrategia SSF con el objetivo
de evaluar la produccion de bioetanol variando carga enzimatica (30-20-10) FPU/g glucanos y
temperatura (39-37-35) °C, empleando 2 % de celulosa hidrolizable. Los resultados obtenidos
experimentalmente se analizaron mediante disefios experimentales variando el tiempo
conjuntamente con otras variables (carga enzimatica y temperatura de trabajo) en la estrategia
SSF, con el fin de optimizar estos parametros para obtener el mayor rendimiento de bioetanol.
El periodo de tiempo varia de 0 a 24 h (Modelo I) y de 24 a 72 h (Modelo Il). Las mejores
condiciones encontradas en los dos disefios fueron 30 FPU g™ glucanos, 39 °C, 24 h para el
Modelo I, y 30 FPU g™ glucanos, 35 °C, 72 h para el Modelo Il. Los valores 6ptimos de
fermentacion fueron 63,2% y 81,9% para los Modelos | y Il, respectivamente. El bioetanol
producido posteriormente se recuperd por destilacion fraccionada.

Para el proceso de deshidratacion, el objetivo fue evaluar la temperatura en la cual se
logra la mayor conversion de etanol y selectividad de etileno, empleando bioetanol 2G y etanol
comercial (como referencia) con catalizadores comerciales Y-Al,O; zeolitas ZSM-5 (Si O,
/Al,O3) = 23 molar, YCBV-500 (SiO,/Al,03) = 5,2 molar. También se usaron zeolitas protonadas
(HZSM-5 y HYCBV-500) con un tratamiento de calcinacion y las siguientes condiciones de
operacion: T= 550 °C, t= 2h, 2 °C/min.



En el proceso de deshidratacion con etanol comercial se obtuvieron los siguientes
resultados: 98,5% de conversion de etanol y 100% selectividad de etileno con Y-Al,Oza 395 °C
97,0% de conversion de etanol y 100% selectividad de etileno con ZSM-5 a 398 °C, 96,6% de
etanol y 100% selectividad de etileno con HZSM-5 a 286 °C y 97,7% de conversién a etanol y
100% selectividad de etileno con HYCBV-500 a 357 °C. Se realizaron experiencias con etanol
comercial variando la dosificacion del catalizador (HZSM-5) a 400 mg, 200 mg y 100 mg vy
también se evallo el efecto de la concentracion del etanol en la obtencién del producto
objetivo, empleando una concentracion de etanol al 96% y al 53%. Como resultado, se obtuvo
gue disminuyendo la concentracién de etanol en la entrada y empleando una dosificacién de
catalizador menor a 400 mg, el rendimiento de etileno disminuye notoriamente. Por ello, para la
deshidratacion de bioetanol 2G se seleccionaron los catalizadores protonados (HZSM-5 y
HYCBV-500), puesto que lograron la mayor conversion de etanol y selectividad de etileno a
menor temperatura, empleando una dosificacion de 400 mg.

Para la obtencion de etileno 2G mediante el catalizador HZSM-5 se logré 94,6 % de
conversion de etanol y 100% de selectividad de etileno a 321 °C y con el catalizador HYCBV-
500, 85,5% de conversion y 100% de selectividad de etileno a 334°C. De los resultados
obtenidos para la produccion de etileno empleando etanol comercial y bioetanol de 2G, es
evidente que la cantidad de agua que contiene el etanol de entrada afecta notoriamente el
mecanismo de deshidratacién, requiriendo mayor temperatura para lograr mayores
conversiones de etanol y selectividad de etileno.

Como conclusion, utilizando un proceso SSF, con 2% de celulosa hidrolizable se obtuvo
un rendimiento de bioetanol del 81% y por mecanismo de deshidratacion empleando
catalizador protonado (HZSM-5) se logré 95% de conversion de bioetanol y 100 % selectividad
de bioetileno a 372 °C.

Palabras claves: Aserrin de pino, estrategia SSF, bioetanol 2G, deshidratacién catalitica,

bioetileno 2G.



ABSTRACT

The work is part of the studies carried out by the group on the integral use of forest-
industrial residues and is proposed as a continuation of already made research tending to close
a pine biorefinery scheme to obtain high-value products, using processes of low pollution and
contributing to the global environmental balance. For this reason, the experiences carried out for
the production of bioethylene start from 3 pulps pretreated with soda-ethanol (with different

chemical compositions).

The pulps subjected to an alkaline pretreatment presented the best enzymatic hydrolysis
yields since alkali is one of the most effective agents for biomass swelling, allowing extracting
the highest lignin amount possible and opening the pores of the fibers. The treatment increases
the surface area, facilitates the accessibility of enzymes, and improves enzymatic conversion.
These pulps were used for bioethanol production through fermentation strategies: separate
hydrolysis and fermentation (SHF) and simultaneous saccharification and fermentation (SSF) to
compare the yields of ethanol produced. In the first method, both stages are carried out
separately under their optimum conditions of 50 °C for the enzymatic hydrolysis process and
(30-35) °C for the fermentation process, but have the disadvantage of generating inhibition
products, e.g., glucose for hydrolysis and ethanol for fermentation. Its primary advantage is that
the glucose produced during hydrolysis is immediately metabolized to ethanol by the yeasts,
consuming the glucose of the medium. This results in less end-product inhibition, reduced
overall process time, and higher ethanol productivity. In addition, the cost is reduced due to a

single reactor use, making the processing more efficient.

Cellic® Ctec2 cellulolytic enzymes and Saccharomyces cerevisiae IMR 1181 (SC 1181)
yeast were employed with the following parameters: 30.0 FPUg™ of the substrate and 1%
hydrolyzable cellulose, T=37 °C, 10 ml of inoculum, pH=5 and 130 rpm. With the SHF strategy,
the fermentation yield was Yp/r (%) = 84.8, and with the SSF strategy, it was YP/T (%)= 100 for
the pulp that contains the lowest lignin content (3.7%) in its composition. As a result of this
experience, it was proven that simultaneous saccharification and fermentation are more efficient
than the separate process and that the pulp with the lowest lignin content produces the
maximum conversion of glucose into ethanol.

Once the strategy that provides the highest concentration of bioethanol has been
determined and working with the same pulp, experiments were carried out with the SSF strategy
to evaluate the production of bioethanol varying the enzyme load (30-20-10) FPU g glucans
and temperature (39-37-35) °C, employing 2% hydrolyzable cellulose. For the SSF strategy, two

experimental designs were applied to optimize time, enzymatic load, and working temperature



to obtain the highest bioethanol yield. For Model I, the time varies from 0 to 24 h and 24 to 72 h
(Model 11). The best conditions found in the two designs were 30 FPU g™ glucans, 39 °C, 24 h
for Model I, and 30 FPU g* glucans, 35 °C, 72 h for Model Il. For both models, optimal
fermentation values were 63.2 and 81.9, respectively. The bioethanol produced subsequently
was recovered by fractional distillation.

For the dehydration process, the objective was to evaluate the temperature at which the
highest ethanol conversion and ethylene selectivity are achieved, using 2G bioethanol and
commercial ethanol (as reference) with commercial catalysts Y-Al,O3 zeolites ZSM-5 (Si O,
/Al,O3) = 23 molar, YCBV-500 (SiO,/Al,03) = 5,2 molar. Protonated zeolites (HZSM-5 y HYCBV-
500) were also used, with a calcination treatment and the following operating conditions T=550
°C, t=2h, 2 °C/min.

In the dehydration process with commercial ethanol, the following results were obtained:
98.5% ethanol conversion and 100% ethylene selectivity with Y-Al,O3 at 395 °C, 97.0% ethanol
conversion and 100% ethylene selectivity with ZSM-5 at 398 °C, 96.6% ethanol and 100 %
ethylene selectivity with HZSM-5 at 286 °C and 97.7% conversion to ethanol and 100%
ethylene selectivity with HYCBV-500 at 357 °C. Experiences with commercial ethanol were
carried out varying the dosage of the catalyst (HZSM-5) at 400mg, 200 mg and 100 mg. The
effect of the ethanol concentration in obtaining the objective product was also evaluated, using
a 96% ethanol concentration and at 53%. As a result, it was obtained that by decreasing the
ethanol concentration at the inlet and using a catalyst dosage of less than 400 mg, the ethylene
yield decreased significantly. Thus, for the dehydration of 2G bioethanol, the protonated
catalysts (HZSM-5 and HYCBV-500) were selected since they achieved the highest ethanol
conversion and ethylene selectivity at lower temperatures, using a dosage of 400 mg.

To obtain ethylene 2G, 94.6% ethanol conversion and 100% ethylene selectivity were
achieved at 321 °C using the HZSM-5 catalyst, and 85.5% conversion and 100% selectivity of
ethylene at 334 °C with the HYCBV-500 catalyst.. From the results obtained for ethylene
production using commercial ethanol and 2G bioethanol, it is evident that the water amount in
the input ethanol notoriously affects the dehydration mechanism, requiring higher temperatures
to achieve higher ethanol conversions and ethylene selectivity.

In conclusion, using an SSF process, with 2% hydrolyzable cellulose, a bioethanol
yield of 81% was obtained, and by dehydration mechanism using a protonated catalyst (HZSM-

5), 95% bioethanol conversion and 100% bioethylene selectivity were achieved at 372 °C.

Keywords: Pine sawdust, SSF strategy, 2G bioethanol, catalytic dehydration, 2G bioethylene.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Introduccion

Esta tesis busca lograr el aprovechamiento integral del aserrin mediante su conversion
sostenible a un bioproducto (bioetileno) de alto valor agregado (figura 1). En este contexto, este
trabajo representa una utilidad esencial del aserrin de pino para la produccion de
biocombustibles, bioproductos y biomateriales dentro de un posible esquema de biorrefineria.
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Figura 1. Esquema de utilizacién del aserrin de pino en el plan de tesis

1.1.1 Aserrin de pino

Las proyecciones mas recientes realizadas por la FAO estiman que para 2030, el
consumo global de madera aumentara un 60% respecto a los niveles actuales hasta alcanzar
aproximadamente los 2.400 millones de m? (Peirano et al. 2019).

El aserrin de pino es un sustrato ligero, con una densidad aparente de 0.1 a 0.45 g.cm™
3. La porosidad total es superior al 80 %, la capacidad de retencién de agua es de baja a
media. (Area and Park 2017).

En la Argentina, la superficie boscosa consiste en unos 33 millones de hectareas de
bosques nativos y mas de 1,1 millones de hectareas forestadas de monte implantado. En

particular, la provincia de Misiones posee 380.000 ha forestadas, segun datos de 2020. La



mayoria son especies de pinos y de eucaliptos (400.000 ha), representado el 14 % de la
superficie de la provincia (Argentina innovadora 2020). En Misiones se han implantado 380.000
ha, las variedades principales son las norteamericanas Pinus elliotti y Pinus taeda. Otras
especies implantadas son la Pinus caribea, variedad hondurensis, y la Pinus caribea, variedad
caribea.

La industria maderera genera gran cantidad de residuos que se componen de corteza (7
%), aserrin (17%), 12 costaneros (21 %), virutas (8 %), despuntes (2 %) y chips/astillas (45 %)
gue en total representan 2.100.000 toneladas por afio (Uasuf and Hilbert 2012). Se estima que
el 50% de la madera industrialmente procesada se convierte en 2 millones de toneladas secas
al afio de residuos que no estan siendo adecuadamente aprovechados.

Actualmente el aserrin de pino es tratado como un desecho de dificil aprovechamiento,
por ejemplo en la ciudad de Montecarlo se utiliza para la fabricacion de bloques de madera con
hormigén. Es un producto muy eficiente, evita revoque grueso porque cumple con las funciones
de aislacion y nivelaciéon (Simacon 2017).

El aserrin de pino también es utilizado en la agricultura, como humus, ya que contribuye
a mejorar las caracteristicas fisicas del suelo, facilitando la aireacion, absorcion de humedad y
filtraje de nutrientes. Es un material organico que puede disminuir la poblaciébn de malezas,
cuando es incorporado como cobertura en la superficie del suelo de los jardines (Pineda-
Pineda et al. 2012).

Algunas investigaciones y aplicaciones en establecimientos de ganado ovino han
demostrado que el aserrin de pino es util en la alimentacion de rumiantes, la dieta formulada
estd integrada entre 15 a 30% de aserrin y el resto por ingredientes que aportan proteina,
energia y minerales, como son pasta de soya, canola, granos como maiz, sorgo, e incluso urea
(Medina 2021).

La combustion de biomasa de desechos forestales (ramas, aciculas, aserrin y viruta), al
igual que los combustibles fésiles convencionales, puede considerarse materia prima en la
produccion de combustible y generacién de energia eléctrica, térmica y potencial, para su uso
en los sectores industrial, comercial, familiar y del transporte (Garcia et al. 2013).

Es importante destacar que la region nordeste de Argentina es la zona mas boscosa del
pais y genera enormes cantidades de residuos lignoceluldsicos cuya disposicién final ocupa un
espacio valioso, produciendo contaminaciéon al medio ambiente, riesgo de incendios y de
plagas que amenazan la salud humana.

Como toda biomasa lignocelulésica, el aserrin de pino estd compuesto principalmente
por celulosa, hemicelulosa, lignina y extractivos (Bajpai 2016a). Esta varia su composicion de
acuerdo al tipo de especie, que contiene entre un (35-50)% de celulosa, (20-35)% de

hemicelulosa, (10-15)% de lignina y (2-4)% de extractivos (Limayem and Ricke 2012; Luo et al.



2010; Sjostrom 1993). Siendo fundamental conocer la cantidad relativa de estos polimeros para
decidir el mecanismo 6ptimo de conversion (McKendry 2002).

Las hemicelulosas son el segundo polimero mas abundante en la biomasa. Se
componen de diferentes monosacaridos como xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y
acido glucurdnico, formando cadenas ramificadas (Saha 2003). Las hemicelulosas son los
polimeros termoquimicamente mas sensibles entre los componentes de los materiales
lignocelulésicos, y su eliminacion completa aumenta significativamente la digestibilidad
celulésica del material (Bajpai 2016b).

La lignina es el tercer polimero mas abundante, con una estructura tridimensional
compuesta por unidades fenilpropano. En general, las ligninas de coniferas estan compuestas
principalmente de unidades guayacil propano (Area et al. 2012a).

Los extractivos son componentes que presentan baja masa molecular, por lo cual es
posible extraerlos con diversos solventes y son los responsables de algunas caracteristicas
como la resistencia natural a la pudricién, el sabor y las propiedades abrasivas (Alvarez Godoy
2017). En las coniferas, los extractivos son principalmente los acidos resinicos, pero ademas
contienen acidos grasos, esteres grasos, esteroles, azlcares, almidén, taninos condensados,
sales (orgénicas e inorganicas) y lignanos. Los extractivos pueden ocasionar problemas en el
procesamiento quimico de la biomasa, tales como la disminucion del rendimiento, el aumento
del consumo de reactivos en los tratamientos alcalinos para neutralizar los 4cidos, y problemas
de pitch en medio acido (sustancia pegajosa que se adhiere a los equipos, filtros, etc.). Otros

componentes minaritarios son los inorganicos (no extraibles) (Sluiter et al. 2004).

1.1.2 Celulosa

La celulosa es probablemente el compuesto organico con usos mas versatiles y
frecuentes. Se usa en diversidad de industrias como las de madera, papel, fibras y ropa,
alimentos veterinarios, cosmética y farmacéutica entre otras. El principal consumidor mundial
de celulosa es la industria de papel. Ello determina que la demanda de celulosa a nivel mundial
crece segun la demanda de papel. En este contexto, la produccién mundial de papel fue de 416
millones de toneladas en 2021 y sigue incrementando proporcionalmente. Las fibras de
celulosa que se utilizan en la fabricacion de papel pueden ser fibra virgen o recuperada. La
madera figura como la materia prima basica de la industria papelera (ASPAPEL 2021).

La celulosa es el principal biopolimero de la pared de la fibra, esta compuesta por
moléculas de B-D-glucosa combinadas por enlaces B-1,4 glucosidicos, y al hidrolizarse
totalmente, la glucosa obtenida puede convertirse simplemente en etanol mediante los métodos

tradicionales de fermentacion alcohdlica (Zhu et al. 2011). La estructura de la celulosa favorece



gue las cadenas se organicen en conjuntos/paquetes con un orden cristalino, que se mantienen
juntos por fuertes puentes de hidrégeno, produciendo una configuracion fibrosa.

La celulosa presenta un elevado potencial de funcionalizacién debido a la presencia de
3 grupos hidroxilo libres en cada residuo de glucosa. Esto permite el enlace quimico de
diferentes reactivos dando lugar a derivados de celulosa. No obstante, la estructura cristalina y
la red de puentes de hidrégeno existentes en la macromolécula, hacen necesarios tratamientos
previos para desensamblar su estructura y hacer disponibles los grupos OH™, es decir para
aumentar la reactividad y accesibilidad de la celulosa (Erick et al. 2014). Uno de estos
procesos, consiste en disolver la celulosa en medio basico para después regenerarla en medio
acido en forma de fibras de aplicacion textil (Rayon), membranas de aplicacibn como
envolturas de alimentos (celofan) y esponjas (Martinez 2020). Muchos derivados de celulosa se
utilizan ampliamente en la industria farmacéutica y cosmética. Entre ellos, los éteres y ésteres
de celulosa son los dos principales derivados con diferentes propiedades fisicoquimicas y
mecanicas (Locane 2019), que se utilizan generalmente en la formulacion de productos de
farmacéuticos y sanitarios. Estos compuestos juegan un papel importante como sistemas de
administracién osmoética, bioadhesivos y mucoadhesivos, potenciadores de compresibilidad en
tabletas, agentes espesantes en dosificaciones liquidas, aglutinantes y agentes gelificantes en
muchos productos farmacéuticos (Mejia 2016).
Varias formas de derivados de celulosa son reconocidas generalmente como sustancias
seguras para la alimentacibn (GRAS) segun la FDA. Muchas de ellas son ampliamente
utilizadas en la industria de alimentos, por ejemplo: la carboximetilcelulosa (CMC) que se utiliza
como espesante en productos derivados lacticos y como estabilizantes de una amplia gama de
alimentos, ya que es resistente a medios acidos y no cambia sus propiedades después de los
procesos térmicos, como por ejemplo la deshidratacién de sopas (Maupoey et al. 2001).

1.1.3 Bioetanol

La busqueda de alternativas para la obtencibn de etanol para obtencion de
biocombustibles de segunda generacion se centra en la aplicacion de la celulosa como fuente
de glucosa en la fermentacion alcohélica (Arismendy et al. 2020; Mendieta et al. 2021, 2022).

La biomasa lignocelulésica se revela como una fuente importante de materias primas
dado su caracter poco contaminante, permitiendo la obtencién de combustibles y de otros
productos (Brodin et al. 2017).

La biorrefineria quimica de la biomasa lignocelulésica, rica en celulosa, hemicelulosas y
lignina, permite su aprovechamiento integral mediante su conversién sostenible a combustibles,
bioproductos y biomateriales de alto valor agregado, que no compiten con la industria de
alimentos. Es una alternativa sostenible, de bajo costo y altamente disponible para el

reemplazo de combustibles fésiles. La industrializacion de estos productos aln se encuentra en



estudio, debido a que su desarrollo aun se encuentra en escalas de laboratorio y piloto (Area et
al. 2012b). El bioetanol de 2G es un precursor prometedor para la obtencion de bioplasticos
(figura 2) contribuye al aprovechamiento de la biomasa disponible en la region nordeste de
Argentina dentro de un posible marco de biorrefineria (Mendieta et al. 2019).
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Figura 2. Bioplasticos a partir de la celulosa en una biorrefineria quimica

El bioetanol es un biocombustible que podria reemplazar al combustible fosil y se lo
clasifica dependiendo de la materia prima utilizada: bioetanol de primera generacion (1G), de
segunda generacion (2G) y de tercera generacion (3G) (Prasad et al. 2007). El de 1G utiliza
como materia prima cultivos empleados generalmente con fines alimenticios, el de 2G
aprovecha biomasa lignocelulésica y el de 3G usa métodos de produccion similares a los de
segunda, pero empleando como materia prima cultivos bioenergéticos especificamente
disefiados o adaptados para mejorar la conversion de biomasa a biocombustible (Kikuchi et al.
2013).

Casi el 80-90% de la produccion de bioetanol se utiliza como biocombustible en mezclas
con gasolina (5-10 %), lo que representa un ahorro del 5-27% de los recursos petroleros. Otros
usos del bioetanol son como solvente para productos saborizantes y colorantes, perfumes,
medicamentos, tintes, aditivos en la industria de pinturas, productos quimicos agricolas y
agentes de olor (Mika et al. 2018). El costo de produccion varia considerablemente segun las

variaciones de los precios del petroleo. Se espera que el aumento de los rendimientos de los



procesos de produccion de bioetanol y la reduccion de los costos de produccion mediante la
optimizacion de los procesos favorezca su uso como intermediario quimico de productos
guimicos de alto valor (Aradjo 2016). El uso de bioetanol como materia prima para la
fabricacion de productos quimicos ha logrado el desarrollo del mercado, identificandose como
uno de los principales bioproductos para la industria quimica (Barboza- Devos and Colla 2022),

como se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Derivados del bioetanol por conversion catalitica

El bioetanol podria convertirse en un intermediario primario en quimica organica
industrial basada en recursos renovables. La catalisis heterogénea juega un papel fundamental
en el desarrollo y mejora de los procesos requeridos (Garbarino et al. 2020). Se ha avanzado
en la conversion catalitica de bioetanol en productos quimicos relevantes como etileno,
propileno, 1,3-butadieno, isobutileno, hidrogeno, acetaldehido, 6xido de etileno, n-butanol,
acido acético, acetato de etilo, acetona y éter dimetilico. Algunos de ellos se producen
actualmente a partir de recursos fésiles. Los procesos de conversion pueden involucrar

deshidratacion, deshidrogenacion, oxidacion, reformado, gasificacion, descomposicion,



acoplamiento, entre otros. Muchos desarrollos ain se encuentran en las etapas iniciales de
disefio (escala de laboratorio o piloto).

La produccién del bioetanol 2G involucra el pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica, la hidrélisis de la fraccion de polisacaridos, la fermentacién de azlcares y la
destilacion. El pretratamiento elegido depende de la materia prima e influye en los pasos
posteriores (Kruyeniski 2017a). El pretratamiento tiene como objetivo romper la matriz de
biomasa lignoceluldsica para obtener los carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosas)
y la lignina. La hidrélisis enzimética es un proceso catalitico en el que las enzimas acttan
sinérgicamente para producir mondmeros de glucosa mediante la ruptura de enlaces entre
polisacaridos en condiciones moderadas (generalmente, pH de 4,5 a 5,0 y temperaturas de
entre 40 y 50 °C) (Taherzadeh and Karimi 2007a). Luego de esta etapa, el uso de estrategias

de fermentacion permite obtener el producto objetivo como se observa en la figura 4.
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Figura 4. Esquema general para obtener bioetanol de 2G a partir de biomasa lignocelulésica

El bioetanol de 2G presenta ciertas complicaciones tecnoldgicas que dificultan el
proceso. Entre ellas, el material contiene importantes cantidades de hemicelulosas
(principalmente pentosas), que son refractarias a los procesos tradicionales de fermentacion, la
presencia de lignina obstaculiza el tratamiento debido a que compacta la estructura del
material, y la celulosa se encuentra principalmente en forma cristalina y debe ser

depolimerizada para poder ser fermentada (Kruyeniski et al. 2017).



1.1.4 Bioetileno

El etileno es un componente quimico muy utilizado en el sector petroquimico. Se
obtiene tradicionalmente mediante el craqueo de los hidrocarburos del petréleo usando vapor
(Kniel et al. 1980) y se recupera del gas craqueado de refineria (Zimmermann and Walzl 2000).

En la industria petroquimica, la deshidratacion de etanol a etileno es un proceso habitual
(Kniel et al. 1980). Sin embargo, para el proceso de etileno, la pureza del etanol debe ser
superior al 95% en peso. Ademas, el bioetanol tiene particularidades que hacen necesario un
tratamiento adicional previo al procesamiento del etileno.

En los ultimos afios, los investigadores se han centrado en alternativas sostenibles al
etileno para disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y reducir la
dependencia de los combustibles fosiles (Melander and Qvint 2016), siendo el bioetanol de 1G
obtenido de la fermentacion de la cafia de azucar, jugo y melaza (Brasil) y también por almidén
hidrolizado de granos de maiz (Estados Unidos) y otros posibles cultivos como papa, trigo,
mandioca, remolacha, entre otros (Harsem and Hackmann 2013). Incluso si son fuentes
renovables, estas materias primas son empleadas principalmente por la industria alimenticia,
sin embargo el bioetanol de segunda generacién se elabora a partir de carbohidratos no
alimentarios mediante la conversion de residuos agroforestales de bajo costo que favorecen su
valorizacion (Castillo et al. 2012).

A diferencia del etanol de base fasil, tanto el bioetanol 1G como el 2G provienen de un
caldo de fermentacién que contiene microorganismos, nutrientes y subproductos de reaccion.
El bioetanol obtenido debe purificarse antes de su procesamiento para obtener bioetileno,
mediante la eliminacién de contaminantes y agua adicional. Considerando que esta es una
etapa de gran consumo energético (Cardona et al. 2006), es uno de los pasos que requieren
optimizacion para contribuir a la viabilidad econémica del bioetileno.

La capacidad actual de produccién global anual de etileno es de mas de 140 a 150
millones de toneladas (Alonso-Farifias et al. 2018; Oliveira et al. 2019). El tamafio del mercado
del etileno fue de aproximadamente $160,000 millones de dolares en 2015 y se estima que
supere los $235,000 millones de ddélares en 2024 (Global Market Insights 2020). El precio de
venta del etileno fluctué entre 2018 y 2019. Disminuyé entre un 15% y un 35%, alcanzando los
$1.000 USD/t en mayo de 2019 (ICIS 2020), principalmente por la disminucion de los precios
del petréleo (Min-hee 2019).

El precio de venta informado del bioetileno 1G es de aproximadamente $1100 a $1500
USD/t (Budzinski and Nitzsche 2016; Jiang et al. 2019; Nitzsche et al. 2016), pero en algunos
casos puede alcanzar mas de $2,000 USD/t (Taylor, R., Nattrass, L., Alberts, G., Robson, P.,
Chudziak, C., Bauen, A., Libelli, I. M., Lotti, G., Prussi, M., Nistri 2015). Segun informacién de
inversion reciente, los costos de capital para la produccion de bioetileno, dependiendo del
proceso, podrian oscilar entre $460 USD/t (Becerra et al. 2017), entre $1,100 y $1,400 USD/t



(Broeren 2013), $3,880 USD/ t (Nitzsche et al. 2016), y $5,750 USD/t de etileno por afo

(Budzinski and Nitzsche 2016). Algunos de los costos de produccion se presentan en la Tabla

1.

Tabla 1. Costo de produccion de etileno reportado por varios estudios.

Capacidad Costo de
Materia prima Afio produccién Pais Referencia
(t etileno/ afo) (USD/t)
Nitzsch l.
Hayas de madera 400.000° 2016 1,349 Alemania ¢ 'tzzg 1Z)et a
Maiz” - 2009 2,060 USA (Broeren 2013)
Cafia de azucar - 2009 1,190 Brasil (Broeren 2013)
Cafia de azluacar - 2009 1,220 India (Broeren 2013)
Remolacha . 2009 2,570 union - groeren 2013)
azucarera Europea
Sorgo dulce - 2009 1,650 China (Broeren 2013)
Bagazo de cafa 1,006 a . (Oliveira et al.
de azicar 500.000 2019 1.436 Brasil 2019)
Abeto — Salix — 1,012to . (Hackl et al.
Maiz 200.000 2011 1,084° Suecia 2015)
Cafia de azlcar 1.000.000 2012 1,347 Brasil (Cameron et
al. 2012)
. d 1,724 to Union (Haro et al.
Maiz 9.910 38.9 2013 1,762° Europea 2013)
. d 1,219to (Haro et al.
Biomasa 9.91t0 38.9 2013 1,182° USA 2013)
~ . d 1,053 to . (Haro et al.
Cafia de azucar 9.9t0 38.9 2013 1.016° Brasil 2013)

®Materia prima por afio. "Precio minimo de venta en €. ®Valores en €. °t/h.

Los precios y costos de produccion del bioetileno son similares a los del etileno derivado

del petréleo (Nitzsche et al. 2016; Santagata et al. 2020). Sin embargo, el precio de mercado de

los derivados del bioetileno, como los polimeros, es ligeramente superior al precio de mercado

de los derivados del petréleo (Taylor, R., Nattrass, L., Alberts, G., Robson, P., Chudziak, C.,

Bauen, A., Libelli, I. M., Lotti, G., Prussi, M., Nistri 2015). Algunos investigadores han informado



de una prima del 30 % al 60 % en el precio del BioPE (Nitzsche et al. 2016; Taylor, R.,
Nattrass, L., Alberts, G., Robson, P., Chudziak, C., Bauen, A., Libelli, I. M., Lotti, G., Prussi, M.,
Nistri 2015). Del mismo modo, el precio del bio-PET no es competitivo con el precio habitual del
PET (Taylor, R., Nattrass, L., Alberts, G., Robson, P., Chudziak, C., Bauen, A., Libelli, I. M.,
Lotti, G., Prussi, M., Nistri 2015). Sin embargo, el concepto de biorrefineria parece muy
prometedor cuando se considera la disposicion de los consumidores a pagar un precio mas alto
por los biopolimeros y el bioetileno (Budzinski and Nitzsche 2016).

Las evaluaciones de sensibilidad desarrolladas para la produccion de bioetileno
utilizando cafia de azlcar y madera de haya como materias primas mostraron una fuerte
dependencia del precio de la materia prima (Nitzsche et al. 2016; Oliveira et al. 2019) y los
precios de venta de los productos (Nitzsche et al. 2016). En estos trabajos, el costo de la
materia prima era mas de $100 USD/t en algunos casos. Sin embargo, en los paises en
desarrollo, los costos de la materia prima y la mano de obra son mas bajos que en los paises
desarrollados, por lo que la produccién de bioetileno puede ser una alternativa atractiva para
agregar valor a los desechos lignoceluldsicos. Por ejemplo, la materia prima puede representar
del 60% al 75% de los costos de produccion dependiendo principalmente del producto final
(biomasa o etanol) y la region geografica, pero en regiones donde la materia prima y la mano
de obra son mas baratas, como Brasil, India y Argentina, los costos de produccion podrian
reducirse (Mohsenzadeh et al. 2017).

Actualmente, plantas como Braskem en Brasil (Broeren 2013; Oliveira et al. 2019), India
Glycols Limited en India (Global Market Insights 2020) y Greencol Taiwan Corporation en
Taiwan (Chemicals-Technology 2020), producen etileno 1G a partir de cafia de azucar y
melaza, con capacidades anuales entre 100 y 200 kt. También hay proyectos en etapa de
desarrollo como Dow/Mitsui en Brasil a partir de cafia de azlcar (con una capacidad de
proyecto de 300 kt/afio) (Plastics News 2013). Hay informes de varias plantas en China con

capacidades anuales entre 9 kt y 80 kt, pero se desconoce su estado (Broeren 2013).

1.2 Procesos involucrados

1.2.1. Pretratamientos de la biomasa
Para realizar el proceso de deslignificacion de la materia prima existen varios
pretratamientos de naturaleza fisica, quimica y biol6gica; algunos de ellos se presentan en la

figura 5.



Pretratamiento aplicados a la biomasa lignocelulésica
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Figura 5. Clasificacion de los pretratamientos aplicados a la biomasa lignocelulésica

En el pretratamiento fisico se realiza una trituracion mecanica, la cual permite reducir el
tamafio de la particula del material, favoreciendo a la reduccién de la cristalinidad de la
celulosa, y aumentar el area superficial para facilitar los procesamientos posteriores. En este
proceso comunmente se utiliza un molino de bolas, rodillo, fresado, martillo, entre otros
(Taherzadeh and Karimi 2007Db).

En los pretratamientos quimicos, el objetivo principal es solubilizar la lignina para
mejorar la accesibilidad del complejo enzimatico al material pretratado. Dentro de ellos se
encuentra el pretratamiento alcalino, en el cual se utiliza NaOH diluido, que mejora el
rendimiento de la hidrolisis enzimatica, ya que el alcali es uno de los agentes mas efectivos
para el hinchamiento de la biomasa. El tratamiento alcalino permite extraer la mayor cantidad
de lignina posible, abriendo los poros de las fibras aumentando el area superficial y permitiendo
la accesibilidad de la enzima en los componentes restantes, lo que mejora la conversién
enzimatica (Kruyeniski et al. 2019).

El pretratamiento con acidos (diluidos o fuertes) permite solubilizar las hemicelulosas y
genera poco efecto sobre la lignina. En este pretratamiento se generan azlcares y productos
de degradacién (furfural e hidrximetilfurfural), que pasan a ser productos de inhibicién para el
complejo enzimatico en la etapa de sacarificacion enzimatica. Los reactivos que mas se utilizan
son el acido sulfarico, clorhidrico, fosférico, nitrico, acido oxalico, férmico y acético (Area et al.
2012a; Das et al. 2019; Santos Meneses 2018).

En el pretratamiento oxidativo la finalidad es eliminar la lignina y hemicelulosas para
aumentar la accesibilidad del complejo enzimético a la celulosa en la hidrélisis enzimética;

comunmente se utiliza el peréxido de hidrogeno como sustancia oxidante. En el pretratamiento



con ozono, éste actla removiendo la lignina sin tener efecto en la hemicelulosas y celulosa, no
produce compuestos inhibitorios y presenta alto rendimiento en la deslignificacion, pero es un
proceso costoso (Sun and Cheng 2002).

Dentro de los pretratamientos fisico-quimicos, se utilizan organosolventes junto a
procedimientos fisicos para remover las hemicelulosas y lignina de la biomasa. En el proceso
con explosiébn de vapor se aplican temperatura que oscilan entre 190-230 °C por un
determinado tiempo y luego una despresurizacién para favorecer la ruptura de las fibras
(Guarnizo et al. 2009).

El proceso de explosion con amoniaco, es similar al pretratamiento con explosion de
vapor, utilizando amoniaco como reactivo en un rango de temperatura entre 60 y 100 °C
seguido de una descompresion, lo que permite remover la lignina, grupos acetilos
(desacetilaciéon) y disminuir la cristalinidad de la celulosa, favoreciendo la digestibilidad de la
biomasa en los procesos posteriores.

El pretratamiento bioldgico, se lleva a cabo con microorganismos los cuales generan
enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas que permiten la degradacion de la biomasa
lignocelulésica. Los microorganismos mas usados son: Phanerochaete chrysosporium,
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus

cinnarbarinus, Pleurotus ostreaus y P. chrysosporium (Bajpai 2016b).

1.2.2. Hidrdlisis enzimatica

Las enzimas responsables de la ruptura de los enlaces glucosidicos que hidrolizan la
celulosa son las celulasas. El proceso de hidrélisis enzimatica se lleva a cabo en dos pasos. La
hidrolisis primaria se produce en la superficie del sdlido liberando oligémeros con un grado de
polimerizacion hasta 6 en fase liquida, mientras que la hidrélisis secundaria implica la hidroélisis
de celobiosa a glucosa por las enzimas (3-glucosidasas (Danigno 2012) (figura 6).
La hidrolisis enzimatica se lleva a cabo bajo condiciones suaves (pH 4,5-5,0 y temperaturas
entre 40 y 50 °C).

Los factores que influyen en la eficiencia enziméatica son el origen de la materia prima,
la concentracién de enzimas, su absorcion, la inhibicién de la reaccién por productos finales, su
inactivacion térmica, sinergia entre enzimas y actividad especifica (Kruyeniski 2017). Los

rendimientos de hidrélisis enzimatica (RHE) se pueden calcular mediante la ecuacion. 1.

RHE (%) = 9 gtucosaxn,? *100 Ec. 1

g glucanos en la biomasa inicial




Donde se suma el factor 0,9 para expresar la concentracion de glucosa como glucanos
(Kruyeniski 2017).
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Figura 6. Mecanismo de hidrdlisis enzimatica en la celulosa (Danigno 2012)

La accién de las enzimas estd influenciada por las caracteristicas estructurales del

material lignocelulésico, por lo que el principal objetivo del pretratamiento en la produccion del

bioetanol 2G es disminuir la recalcitrancia de la celulosa al ataque enzimatico (Kruyeniski

2017). La lignina restringe la accesibilidad de la celulosa. En general, cuanto mayor es el

contenido de lignina, menor es el rendimiento de hidrélisis enzimatica, lo que explica

parcialmente por qué las coniferas tienden a ser mas resistentes al ataque enzimatico (Stoffel

2017). Los pretratamientos deslignificantes alcalinos son mas efcientes para obtener un grado

significativo de separacion de lignina y alto rendimiento de hidrdlisis enzimatica en pinos, ya

gue los tratamientos acidos generan reacciones de condensacion que hacen que la lignina sea

menos reactiva y dificil de extraer (Kruyeniski 2017).



1.2.3 Fermentacion

El uso de celulosa hidrolizada y hemicelulosas de materiales lignoceluldsicos es una
alternativa sostenible y econdémicamente viable para producir bioetanol 2G, pero por el
momento esta técnica estd en desarrollo sin produccion a escala comercial (Morschbacker
2009). La obtencion de etanol a partir de hidrolizados lignoceluldsicos requiere
microorganismos que produzcan etanol con un alto rendimiento de todas las azlcares
presentes (hexosas y pentosas) (Gu et al. 2014; Hahn-Hagerdal et al. 2006; Ximenes et al.
2011). El mecanismo de fermentacion de hexosas y pentosas por el metabolismo de los

microorganismos se puede representar mediante las Ecs. 2 y 3.

C6H1206 o 2CH3CH20H + 2C0O, Ec. 2
3C5H 1005 — 502H5OH + 5CO, Ec. 3

La fermentacion con levaduras se realiza tradicionalmente con Saccharomyces
cerevisiae, Que es el microorganismo mas utilizado en la fermentacion industrial debido a su
capacidad para fermentar eficientemente la glucosa a bioetanol. Esta levadura se considera un
GRAS (generalmente reconocido como segura) y un microorganismo efectivo debido a su alta
productividad, tolerancia al etanol, rango de trabajo de pH acido y de temperatura, entre 25 y
35 °C (Olsson and Hahn-Hagerdal 1996). Este proceso es muy utilizado por el hombre para la
produccion de bebidas alcohdlicas como la cerveza y el vino. Actualmente se estd empleando
para produccién de bioetanol, pero para ello se requieren procesos previos como la hidrélisis
enzimatica, para generar los azUcares que van a ser fermentados a bioetanol y CO,.

El rendimiento tedrico es 0,511 g etanol / g hexosa (Area et al. 2012b). El rendimiento
en la produccion de bioetanol estd influenciado por varios factores como la materia prima, la
eleccion del pretratamiento (Arora et al. 2013; Balat 2011; Chu et al. 2012), y la estrategia de
fermentaciéon (Matano et al. 2012; Palmqgvist and Hahn-Héagerdal 2000). Esta dltima puede
involucrar: hidrolisis y fermentacion separadas (SHF), que realiza las etapas por separado;
sacarifcacion y fermentacién simultdneas (SSF) en la que ambas etapas se realizan al mismo
tiempo en un solo reactor (San Martin et al. 1995); o conversidon microbiana directa (DMC),
donde la produccién de celulasas, la hidrélisis de celulosa y la fermentacion de la glucosa se
combinan en una sola etapa (Gray et al. 2006). Frecuentemente, los rendimientos de etanol se
comparan con los rendimientos teéricos, es decir 0,511 g de etanol / g de hexosas (Alshammari
et al. 2016; Hamelinck et al. 2005). Suele ser imprescindible utilizar un procedimiento de
detoxificacién para reducir los inhibidores durante el proceso de fermentacién, como el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), furfural o &cido acético, entre otros (Chen et al. 2007a; Galvita V. V.
et al. 2001; Ren et al. 2009).



La estrategia SHF permite realizar la hidrolisis y la fermentacion en condiciones
Optimas de temperatura y pH. Las enzimas sacarifican a temperaturas alrededor de 50 °C, y pH
entre 4-5 y la fermentacion se puede realizar en el rango de 30 °C a 37 °C (Arismendy Pabon,
Ana Maria Felissia et al. 2020; Mendieta et al. 2021). La desventaja que posee este proceso es
la acumulacion de glucosa y celobiosa en la hidrélisis enzimatica, inhibiendo a las celulasas
implicadas en el proceso, lo que puede afectar los rendimientos de hidrélisis (Palmqvist and
Hahn-H&agerdal 2000).

El SSF es un proceso que permite llevar a cabo la hidrélisis y fermentacién en un solo
paso (Xiros and Olsson 2014). El SSF se caracteriza por la pronta conversion de los azlUcares a
etanol por parte de los microorganismos, por lo que se previene la inhibiciéon originada por la
alta acumulacion de azucares (Mendes et al. 2019, 2020). EI SSF también posee ventajas
como reduccién de los costos de equipamiento, disminucion de riesgo de contaminacion y del
tiempo en que se desarrolla el proceso en comparacion la hidrélisis seguida de fermentacion
(SHF) (Wood et al. 2016).

El SSF puede realizarse también variando algunas partes de su procedimiento con la
finalidad de obtener mejores rendimientos. Una estrategia para el mejoramiento del proceso
simultaneo es el PSSF, en el que se realiza una hidrdlisis corta antes de llevar a cabo el SSF,
para que los microorganismos obtengan una fuente de carbono para su supervivencia en el
lapso en que se generan azUcares en el proceso (Manfredi et al. 2018). El SSF permite
emplear un solo reactor para realizar los procesos y se puede llevar a cabo en corto tiempo.

Las levaduras se suelen utilizar para la transformacion de la glucosa presente en los
hidrolizados a bioetanol (Zheng et al. 2011), entre ellas, las mas utilizados son Saccharomyces
cerevisiae (el microorganismo de uso comun a nivel industrial) (Srilekha Yadav et al. 2011) y
Zymomonas mobilis, que fermenta hexosas pero no xilosas (Fu et al. 2009). Las ventajas del
Saccharomyces cerevisiae es que desarrolla tolerancia a los inhibidores que estan presentes
en los hidrolizados lignocelulésicos en el rango de pH del proceso a través de la fermentacion
anaerobica de azlcares como glucosa y hexosas (Paysepar 2018; Wu and Wu 2017). Dado
gue los microorganismos mencionados anteriormente no fermentan los azlUcares de cinco
carbonos (Ju et al. 2013), se requiere el uso de microorganismos con esta capacidad, como la
bacteria Escherichia coli o Pichia stipites (Noller and Thomke 1979; Paysepar 2018; Wang et al.

2021). El rendimiento de etanol se puede calcular utilizando la ecuacion 4 (Kruyeniski 2017b).

Etanol producido %

RE (%) = *100 Ec. 4

0,51+glucosa en la muestra %

Para la produccion de bioetileno, la fermentacién de gravedad muy alta (VHG) surge

COmo una opcion interesante para explorar y optimizar cuando se usa SHF, ya que puede



mejorar el rendimiento de la fermentacion y purificar el etanol simultdaneamente (Kang et al.
2014).

1.2.5 Purificacion
El proceso de etileno requiere una pureza de etanol superior a 95 % en peso. El
proceso de purificacion consiste en la eliminacion de las diferentes sustancias presentes en el
caldo de fermentacion. En primer lugar, el caldo se concentra para separar los sélidos y
sustancias no volatiles de la solucion etanol-agua por sistemas de extraccion por vapor
(columna de cerveza). Estas sustancias se envian a un separador sélido-liquido. El liquido
separado es evaporado para obtener un jarabe de disuelto y no volatil sustancias que se
mezclan con la fraccion sélida del separador para su combustion. El etanol se extrae de la
solucién acuosa de decapado con una pureza de aprox. 95% en peso utilizando un sistema de
destilacién (columna de rectificacién) (Hamelinck et al. 2005). Este paso es uno de los que mas
energia consume y tiene el principal impacto en la demanda total de energia en etanol
produccion. Una alta concentracién de etanol (> 99% en peso) puede lograrse por destilacion
con desecantes, pervaporacion, o técnicas de membrana (Cardona Alzate and Sanchez Toro
2006).
Para ello, varios métodos combinan destilacion, adsorcion, extraccion, entre otros, como
la separacion por pervaporacion de membrana (Feng and Huang 1997), la destilacion extractiva

o la destilacién heteroazeotropica (Aditiya et al. 2016).

1.2.4 Deshidratacion

El proceso para obtener etileno de calidad polimérica comercializable a partir de etanol
consta de varias etapas de purificacion. En primer lugar, el agua presente en la salida de la
corriente de gas se condensa en una torre de enfriamiento rapido (0,1 MPa), por enfriamiento
del gas con agua de la parte superior. Una fraccion del liquido del fondo se enfria a 20 °C y se
recircula. El gas seco se comprime a continuaciéon a 2,7 MPa en un compresor de tres etapas
con el fin de permitir un nivel de presion suficiente y temperatura favorable para otros procesos.
Detras de cada etapa del compresor, el gas se enfria y se elimina el agua condensada.
Después, el CO, es absorbido en una torre caustica, lavando el gas con NaOH en una columna
rellena. Para eliminar el NaOH, el gas se lava con agua pulverizada en la parte superior de la
columna. El agua restante en el gas rico en etileno se retira entonces utilizando un tamiz
molecular. Para la separacion de impurezas mas pesadas, el gas rico en etileno se enfria a
saturaciéon y se envia a una columna de destilacién criogénica. Esta columna consta de 84
etapas y supone una caida de presion de 0,25 MPa. La eficiencia en la columna es del 75%.
En el flujo inferior, el mas pesado, se eliminan los hidrocarburos y el producto superior es una

corriente de gas etilénico (velocidad de recuperacion de etileno: 99,1%). En un Stripper en



sentido descendente con 20 etapas, con una caida de presion 0,25 MPa, el mondxido de
carbono (CO), Metano (CH,) e hidrégeno (H,) se separan del etileno con una eficiencia del
75%. El producto de fondo se ajusta al etileno polimérico. El producto de cabeza se presuriza 'y
se envia al condensador parcial donde los subproductos ligeros se ventilan y el etileno
condensado se devuelve al separador (Morschbacker 2009; Nitzsche et al. 2016).

La produccién de bioetileno a partir de biomasa lignocelulésica a nivel industrial requiere
procesos que alcancen el rendimiento tedrico de 2 moles de etileno / mol de glucosa o 0,31 g/g
por fermentacion de glucosa a etanol y posterior deshidratacion de etanol catalizada por acido
a etileno. Idealmente, 1 mol de glucosa se puede convertir en 2 mol de etileno producido a
partir de etanol, utilizando enzimas para la deshidratacién junto con microorganismos
productores de etanol. Sin embargo, se requieren mas estudios sobre el equilibrio de la
reaccion de deshidratacion y las condiciones de fermentacion para determinar la factibilidad
técnica de este proceso (Endres 2017; Fl6rez Pardo et al. 2018).

La deshidratacion de alcoholes, principalmente etanol, ha sido estudiada durante
mucho tiempo, utilizando diversas tecnologias con una amplia variedad de catalizadores como
alumina, silice, zeolitas, arcillas, acido fosforico, entre otros. Dependiendo de las caracteristicas
del catalizador y del proceso de deshidratacion utilizado, la conversion de etanol suele estar
entre 95,0 y 99,5% vy la selectividad de etileno entre 95,0 y 99,0% (Morschbacker 2009). La
reaccion de deshidratacion del bioetanol se lleva a cabo utilizando reactores que operan
isotérmica o adiabaticamente, favoreciendo la formacion de etileno a temperaturas superiores a
300 °C (Chen et al. 2007b). Para que la produccion de etileno a gran escala sea rentable,
muchos estudios estan explorando varios catalizadores sintetizados en laboratorio y nuevas
técnicas de reaccion para aumentar el rendimiento de etileno y evaluando su practicidad en
aplicaciones industriales en comparacién con plantas de craqueo a vapor (Fan et al. 2013a).
Los diferentes catalizadores que se han probado y desarrollado para producir bioetileno se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de Catalizadores para la deshidratacién de etanol a etileno

. Max. Selectividad Conversion Treaccion . )
Catalizadores ) Estabilidad Referencia
de etileno (%) de etanol (%) (°C)

Zeolita HZSM-5

odificada con 99.9 100 240-280  Alta  (Hu etal. 2010)
0.5%-La-2% P
SA 99.0 100 Ata (ossettietal
500
Y-ALO; 80.0 100 Estable 2017)
HZSM5 98.8 99.0 250 Alta

(Sheng et al.




HT400 98,9 99,0 260 2013)

HT500 98,5 98,6 275
HT550 98,2 94,9 290
La-modificada (Ouyang et al.
con zeolita HZSM- 985 99.5 260 Alta 2009)
5
Phosphorus (P) (Ramesh et al.
odificado con 98,0 99,0 450 Alta 2010)
H-ZSM-5
(Tripodi et al.
AlLO4 97,7 99,8 > 400 Alta 2019)
AlLO 97,0 99,0 450 Alta  (Kagyrmanova et
203 : : al. 2011)
Zeolita HZSM-5 90,0 90,0 245260 Estable  (Moonetal
2019)
ALO, 82,8 90,1
HZSM-5 93,1 97,3 (Zhang et al.
350 a 475 2008
SAPO-34 86,0 93,5 Estable )
NIAPSO-34 92,3 96,5
: . (Wu and Wu
Zeolite ZSM-5 80,0 99,0 400 Baja 2017)

Los estudios demostraron que la produccién de bioetileno a partir de la deshidratacion
del bioetanol tiene ciertas ventajas sobre la produccion de etileno petroquimico, como su mayor
pureza y el caracter renovable de su materia prima (Azevedo et al. 2015). Ademas, la eficiencia
econdémica de la produccién de bioetileno se basa en la alta disponibilidad de las materias
primas, la selectividad de etileno durante el proceso de deshidratacién, la facilidad del
procesamiento y la separacion de productos (Chen et al. 2016). EI mecanismo de reaccion de
deshidratacién de etanol a etileno ocurre a través de un proceso de absorcién de energia,
requiriendo altas temperaturas de reaccion para obtener el producto principal (etileno)
(Yakovleva et al. 2016a). Es muy importante tener en cuenta la temperatura. para obtener
selectivamente el producto objetivo porque el etileno es generado como producto principal a
temperaturas superiores a 300 °C, pero el éter se obtiene como subproducto principal por
debajo de 300 °C, con cantidades relativamente pequefias de acetaldehido (Zhang and Yu

2013), ciertos hidrocarburos como etano, butileno, metano, propileno y gases como CO,, CO y



H, (Galvita V. V. et al. 2001). No obstante, la mayor parte del mecanismo de la reaccién de
deshidratacion del etanol considera principalmente solo la formacion de etileno y éter, como se
ve en las Ecs. 5y 6 (Tanabe, K.; Misono, M.; Ono, Y.; Hattori 1990).

C2H5OHM CoH4 + H,O Ec. 5
Catalizador
2 C2H50|‘% C4H10H + H,0O Ec. 6

Para la produccion de etileno, el proceso de deshidratacion es el término técnico que
denota el rompimiento de una molécula en dos partes, una de las cuales es el agua. Es facil
observar que al retirar un atomo de hidrégeno y un i6n hidroxilo (OH™), se producira etileno. El
mecanismo se presenta en la siguiente figura 7.

H H
HD—&—%—H (@_
hH
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Figura 7. Mecanismo de deshidratacion de etanol a etileno

4
H,0

La mejor manera para obtener este resultado (figura 8) es por el uso de zeolita como
catalizador de forma similar al cragqueo de hidrocarbonos. El mecanismo de reaccion es acido-
base. La manera de romper la molécula de etanol es por medio de donar una base (i6n
hidroxilo, OH") y un acido, el ién etil carbeno CH3;CH,". Sitios altamente acidos en los poros de
la zeolita atacan el OH" del etanol, produciendo un enlace con una molécula de agua ligada a la
superficie del i6n etil carbeno.

H H H H H H
Y | / . .|.| J
0= 0 toGh
Ha+ H H H H H
O O
i gt Al

] o
Figura 8. Ataque de una zeolita altamente acida. Los (6+ y 6-) se refieren a los sitios
ligeramente cargados



A pesar que este i6n es altamente reactivo, no puede prevalecer en la presencia de
agua en el ambiente restringido por los poros de la zeolita. El idn etil carbeno encuentra mayor
facilidad en la pérdida de un i6n hidrogeno, produciéndose etileno.

L7 T
*C—C-H S+ o+ C=C

| b / i

H H H H

Figura 9. Pérdida de un proton para la formacion de etileno.

Existe controversia sobre la forma de formacién del etileno, considerando su
produccion a partir de etanol deshidratado o indirectamente del éter. Las rutas de las
reacciones reversibles son (Zhang and Yu 2013).

— Deshidratacion _intramolecular de etanol a etileno: La formacién de etileno se produce a

partir de la deshidratacion catalitica del etanol, a través de las reacciones de eliminacion E1 y
E2 (Smith and March 2007). La reaccién E1 es un mecanismo de reaccion de primer orden, con
la formacion de un carbocatién intermedio y la pérdida del protdn para generar el doble enlace
de la olefina. La reaccion E2 procede sin la formacion de intermediarios, consiste en eliminar
hidrogenos del carbono adyacente al que posee la salida del grupo, formando entre ellos el
doble enlace de la olefina Sin embargo, se ha observado que los carbocationes formados en la
reaccion E1 no generan etanol, que E2 no es una reaccién reversible y que los mecanismos de
reaccion del proceso de deshidratacién estan influenciados por factores como la pureza del
etanol y el tipo de catalizador (Noller and Thomke 1979).

— Deshidratacion intermolecular de etanol a éter y deshidratacion de éter a etileno: La

reaccion de deshidratacion intermolecular de etanol a éter es una reaccion de sustitucion. La
generaciébn de éter sigue esencialmente el mecanismo de reaccibn SN1 (reaccién de
sustitucion nucledfila de un solo molécula) o SN2 (sustitucién nucledfila bimolecular reaccion)
(Smith and March 2007). La reaccién SN1, a su vez, se divide en dos pasos: el primer paso es
gue los reactivos se disocian a carbocationes (siendo el mismo paso para la reaccién E1
mecanismo), y el segundo paso es la asociacién de los carbocationes con nucleéfilos con una
extremadamente velocidad de reaccién rapida. Sin embargo, en la reaccién SN2 (una reaccion
de segundo orden) no hay formacion de carbocationes en la reaccion, por lo que el par de
electrones del nucleéfilo ataca al atomo central electrofilico, formando el intermediario. El
oxigeno en la molécula de éter tiene un par de electrones no compartidos, que pueden ser
considerados como &lcali débil. En este momento, cuando la temperatura aumenta, el enlace
éter se rompe para generar un carbocation y puede formar etileno, siguiendo el mecanismo de

reaccion E1 (Zhang and Yu 2013). La conversion de etanol (Xewno), Selectividad de etileno



(Setieno), €l rendimiento de éter (Rewer) Y €l rendimiento de etileno (Retieno) S€ definen de la

siguiente manera:

Xetanol =~ + 100 Ec. 7

Setileno= ﬁ*loo Ec.8
Retieno= yr *100 Ec. 9
Reter= vre *100 Ec. 10

Donde, Me, MeO, Mel y Me2 corresponde a las cantidades molares de etanol después de la
reaccion (Me), etanol antes de la reaccion (MeO), etanol convertido en etileno (Mel) y éter
después de la reaccion (Me2), respectivamente.

En el proceso de obtencion de etileno a partir de la deshidratacion de bioetanol a
partir de cafia de azUcar en la empresa Braskem, el etanol se calienta y vaporiza en un horno
para la temperatura deseada para la reaccion de deshidratacion. La deshidratacién del etanol a
etileno se lleva a cabo en el reactor, que es el equipo critico del proceso. La corriente del
reactor se enfria en la torre de enfriamiento por pulverizacién de agua. El etileno se purifica por
absorcion de CO, en la torre de soda caustica (NaOH) y el agua restante se elimina en un
secador (tamiz molecular). Los subproductos méas pesados del fondo de la columna de etileno
se pueden utilizar como combustible en el horno para reducir los requisitos de combustible.

Para la deshidratacion se suelen utilizar reactores adiabaticos o isotérmicos. Los
reactores isotérmicos requieren un calentamiento fluido para suministrar calor y mantener la
temperatura (Zhang and Yu 2013). Este tipo de reactor esta limitado porque estos fluidos sufren
degradacién térmica por encima de los 370 °C pero la conversion de etanol y la selectividad de
etileno disminuyen por debajo de esta temperatura. El reactor adiabatico permite operar a
temperaturas mas altas (450-500 °C), y consiste principalmente en uno 0 mas reactores
tubulares adiabaticos en serie. Alta conversion de etanol y selectividades de etileno se pueden
lograr con menor contenido de subproductos. Ademas, este reactor es menos costoso que el

reactor isotérmico (Morschbacker 2009).



CAPITULO 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Introduccion

Este trabajo se enmarca en el aprovechamiento de residuos lignocelulésicos generados
en la actividad primaria industrial del sector maderero en la region Noreste de Argentina, en
este caso en particular el aserrin de pino para la producciéon de bioetileno de segunda
generacion.

En este contexto, la originalidad de esta investigacién, mérito cientifico e importancia
ambiental, consisten en que en la actualidad el bioetileno de base biologica se produce
exclusivamente a partir de etanol de primera generacion basado en cultivos (cafia de azlcar,
maiz y remolacha) como materia prima, utilizando sus azlcares comestibles. Incluso si son
fuentes renovables, se utilizan especialmente para fines alimentarios. Sin embargo, el
bioetileno de segunda generacibn no compite con la produccién de alimentos e intenta
maximizar el uso de residuos lignoceluldsicos, que no se explotan ni se utilizan con fines
industriales.

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que es posible la obtencion de
bioetileno a partir de aserrin de pino mediante la deshidratacion catalitica del bioetanol
producido empleando una estrategia de fermentacién en simultaneo, en comparacion con el
proceso de hidrolisis seguida de fermentacion. Los ensayos realizados fueron a escala de
laboratorio, pero indican que es posible continuar el estudio de la produccion de bioetileno a

partir de aserrin de pino, con el fin de optimizar el proceso para la produccion de bioplasticos.

2.2 Hipotesis
La Hipétesis de trabajo es que es técnicamente factible producir etileno a partir de

bioetanol de segunda generacién producido a partir de aserrin de pino, en forma econémica y

ambientalmente sostenible.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

e EIl objetivo general de este trabajo es optimizar el proceso de producciéon de
etileno mediante la deshidratacion del bioetanol generado a partir de aserrin de

pino.



2.3.2 Objetivos especificos involucran:

e Obtener un material celulésico apto para su conversion a bioetanol.

e Optimizar la sacarificacion enzimatica de la fraccion de hexosas del material celuldsico
obtenido a partir de aserrin de pino pretratado.

e Obtener bioetanol bajo condiciones Optimas de fermentacion y recuperacion a partir de la
fraccion de azlcares de aserrin de pino.

e Optimizar la deshidratacion del etanol en etileno.



CAPITULO 3. PRODUCCION DE BIOETANOL 2G

3.1. Objetivos

Para la produccion de bioetanol de segunda generacion, se realizaron experiencias de
fermentacion de los azucares hidrolizados, empleando estrategias de fermentacion: hidrélisis y
fermentacion por separado (SHF) e hidrdlisis y fermentacién en simultaneo (SSF), con el
objetivo de comparar los rendimientos de bioetanol producidos incluyendo un estudio cinético
de la hidrolisis enzimatica en SHF como herramienta de disefio. Estas experiencias se

desarrollaron en el Instituto de Materiales de Misiones (IMAM-PROCYP).

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Materia prima, microorganismos y enzimas

La mezcla industrial de aserrin de Pinus elliottii y Pinus taeda fue proporcionada por un
aserradero en Misiones, Argentina. El pretratamiento de soda-etanol fue seleccionado
considerando las caracteristicas fisico-quimicas de la materia prima para extraer la lignina y las
hemicelulosas. Las condiciones se eligieron en base a resultados preliminares para obtener
pulpas con diferentes contenidos de lignina. Se utilizaron tres pulpas de soda-etanol con
diferentes composiciones quimicas para evaluar la idoneidad de los tratamientos aplicados y el
modelo cinético.

Las condiciones de operacion del pretratamiento de soda-etanol fueron las siguientes:
una relacion licor-madera (L: M) de 5,44:1, una temperatura maxima de 170 °C, t= 60 min y la
relacion EtOH:H,O (35:65 % v/ v) fueron constantes en todos los casos. Las condiciones
variables (NaOH (% p/p) y el tiempo) fueron las siguientes: 19,0% p/p y 60 min para el
experimento 1 (pulpa 1); 19% p/p y 100 min para el experimento 2 (pulpa 2) y 23,3% p/p y 140
min para el experimento 3 (pulpa 3).

Para la hidrolisis enzimética se utilizaron enzimas comerciales Cellic® CTec2
proporcionadas por Novozymes. Las cepas de Saccharomyces cerevisiae IMR 1181 (SC 1181)
aplicadas durante el proceso de fermentacién fueron donadas por el Instituto de Modelamiento

e Innovacién Tecnolégica IMIT (UTN-CONICET), Resistencia, Argentina.



3.2.1.1 Conservacion de la cepa de hongos levaduriformes Saccharomyces cerevisiae
IMR 1181 (SC 1181)

Las levaduras se conservaron para ser recuperadas y utilizadas en toda esta serie de
estudios (Medvedeff et al. 2005). Se reactivaron en cajas y tubos Petri mediante el método en
estrias (rayas) y se incubaron a 28 °C durante 48-72 h, como se observa en la figura 10 y 11.

Figura 10. Técnica de siembra en estria para la cepa (SC 1181) en tubos y placa de Petri



Figura 11. Estufa de cultivo empleada para el crecimiento de la cepa (SC 1181).

El medio de cultivo, 19,6 gL™" de agar glucosa Sabouraud suspendida en 300 mL de
agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se calentd en agua bafio hasta que
alcanz6 una consistencia gelatinosa. Una vez que el medio de cultivo estaba listo, se procedi6é
a fraccionarlo en los tubos (5 a 7 mL) y placas de Petri (15 a 20 mL). Es importante tener en
cuenta que los tubos tienen que tener una pequefia inclinacion cuando se lo deja reposar para
que se forme el llamado "pico de flauta”, para permitir mayor superficie de contacto una vez

gue se siembra la levadura como se observa en la figura 12 y 13.

Figura 12. Preparacion del medio de cultivo y de conservacion para la cepa (SC 1181)



Figura 13. Fraccionamiento del medio de cultivo en tubos y placas de Petri.

Las cepas de levadura recuperadas se conservaron por duplicado en agar agua y
medio Castellani y refrigerado a 4-8 °C (Capriles et al. 1989). Las colonias se incubaron a
temperatura ambiente durante 24 h para su adaptacion al medio y se almacenaron en tubos

Eppendorf de 1,5 mL (figura 14), con agar agua a 4 °C.



Figura 14. Conservacién de cepa (SC 1181) en tubos Eppendorf de 1,5 mL

La técnica del microcultivo (método microbiolégico convencional), consistente en los
estudios sistematicos de caracteristicas macro y micromorfolégicas, se utiliz6 para la
reconocimiento de fenotipo de cepas puras aisladas (Medvedeff et al. 2005). En una placa de
Petri estéril se colocé un portaobjetos de soporte y en posicion perpendicular a éste se agrego
otro portaobjetos sobre el cual se depositaron 3 ml de medio Agar leche al 2% con Tween 80.
Se sembrdé con un ansa, realizando cortes transversales al portaobjetos, y se colocaron
cubreobjetos previamente flameados sobre las lineas de siembra. Con el propésito de formar
una camara humeda, se humedecié un papel de filtro dispuesto en la base de la placa, y
finalmente se incub6 el sistema a 28-30 °C durante 48 h, como se observa en la siguiente

figura 15.

Cubreobjetos

Medio de cultvo

/ \ Portaobjetos

Linea de siembra

\ J

Figura 15. Esquema de microcultivo en laminas (Medvedeff et al. 2005)



3.2.2. Caracterizacion del sustrato e hidrolizados

La composiciéon quimica del aserrin se determind en un trabajo anterior (Imlauer et al.
2021). El aserrin y las pulpas de pino (sustrato) se caracterizaron de acuerdo con los
estandares del NREL (National Renewable Energy Laboratory), incluidos los sélidos totales y la
humedad (NREL/TP-510-42621) (Sluiter et al. 2008), los carbohidratos estructurales y la lignina
(NREL/TP-510-42621) (Sluiter et al. 2004). Se usé HPLC con una columna SHODEX SP810
para determinar el contenido de carbohidratos (glucano, xilano, manano, galactano y arabino)
en el material pretratado. Las condiciones operativas utilizadas fueron agua como eluyente, 0,6
mL/min, 85 °C y detector de indice de refraccion.

La cuantificacion de los homopolimeros, es decir, glucanos, xilanos, galactanos,
mananos y arabinanos en la parte solida, se realizé6 multiplicando los azucares por los factores
estequiométricos de hidrélisis, es decir, 0,88 (132/150) para azucares con cinco carbonos
(xilosa y arabinosa) y 0,90 (162/180) para azlcares con seis carbonos (glucosa, manosa y
galactosa). La cuantificacion de glucosa, total azlcares y bioetanol se realiz6 mediante
cromatografia liquida HPLC (Waters Corp., Milford, MA), utilizando una columna AMINEX-
HPX97H (BIO-RAD) con las siguientes condiciones cromatograficas: un eluyente de 4 mM de
H,SO,, un flujo de 0.6 mL/min, una temperatura de 35 °C y un detector de indice de refraccién

y una matriz de diodos

3.2.3. Estrategia de hidrélisis y fermentacién separada (SHF)

3.2.3.1 Hidrdlisis enzimatica
Para llevar a cabo la produccion de bioetanol mediante la estrategia de fermentacion

SHF, se empled la siguiente metodologia como se muestra en la figura 16.



Pre-indéculo + Inéculo

Enzima
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Figura 16. Esquema del proceso SHF para la produccion de bioetanol 2G

3.2.3.2 Determinacion de la actividad enzimatica

Las enzimas (celulasas y celobiasas) fueron caracterizadas mediante la
determinacion de su actividad enzimatica (Unidades de Papel de Filtro) siguiendo el
procedimiento detallado por IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) (Ghose
1987). La actividad enzimatica se define como FPU/mL que es la capacidad de la enzima para
sacarificar 2,0 mg de glucosa en papel de filtro, durante 1 h a 50 °C.

La ecuacion utilizada para la determinacion de FPU es la siguiente (Ec.11):

FPU = 037 Ec. 11

Conc. enzima para producir 2,0 mg glucosa

FPU: Unidades de papel de filtro FPU/MI

La actividad celulasa se determin6 en términos de "unidades de papel de filtro" (FPU)
segun el estdndar NREL/TP-510-42628 (Adney and Baker 2008) y por B-glucosidasa (EC
3.2.1.21), segun su capacidad para hidrolizar 4-nitrofenil B-D-glucopirandsido (p-NPG) a 4-
nitrofenol (p-NP). Las unidades se expresan en IU, unidades internacionales que se definen

como la cantidad de enzima requerida para liberar un umol de azucar reductor por minuto en



condiciones estandares. La determinacién de la actividad de la B -glucosidasa se realizd

mediante la siguiente ecuacion:

U= [p-NP]*FD*Vr/t*Ve Ec. 12
IU: Unidades internacionales pmol/ min mL
p-NP: Absorbancia de produccién de p-NP
FD: Factor de dilucion
Vr: mL
t: Tiempo (min)
Ve: mL

Este método consiste en agregar 0,5 mL de diferentes concentraciones de enzimas a
2 mL de una solucién de p-NPG de 1 mmol/L, incubar por 30 min a una temperatura de 50 °C y
luego detener la reaccion con 2,5 mL de Na,COs;. Finalmente, la absorbancia se midi6 a 400
nmy se expresé en Ul (unidad internacional) (Taylor et al. 1995.).

El material sélido se someti6 a sacarificacibn con enzimas Cellic® CTec2
(proporcionadas por Novozymes) de acuerdo con los estandares NREL-LAP (NREL/TP-510 -
42629) (Resch et al. 2015). Se modificé el método cambiando la carga enzimética a 30 FPUg™
de glucanos y agregando 0,3 gL del surfactante Tween 80 para mejorar la eficiencia del
proceso (Arismendy Pabon, Ana Maria et al. 2020). Las condiciones de hidrélisis enzimatica
tomadas de Arismendy et al. (2020) involucré celulosa hidrolizable al 1% (materia seca)
suspendida en 50 mL de citrato de sodio 0,05 M (pH 5) y 40 mL de agua destilada, a 130 rpmy
temperatura de 37 °C, en un matraz Erlenmeyer de 200 mL en un bafio térmico. Las muestras
se tomaron entre las 3 y las 9 h durante 48 h. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Los rendimientos de hidrdlisis enzimatica (digestibilidad) se calcularon acorde a la

siguiente ecuacion:

glucosa (g)+0,9 *100 Ec. 13

0
RHE ( /0) glucanos en el material (g)
3.2.3.3 Estudio cinético

Para el estudio cinético del mecanismo de reaccion en la hidrélisis enzimatica se
empled un modelo cinético simplificado propuesto por Li et al. (2004) (Li et al. 2014),
considerando un modelo pseudohomogéneo de Michaelis-Menten. Un esquema simplificado

del mecanismo de reaccion se muestra en la Ecuaciéon 14.

EG/CBH : . BG
Celulosa (S) ——— > Oligosacaridos (O) ——> Glucosa (G) Ec. 14



El mecanismo de reacciébn comprende primero una reaccion heterogénea que
involucra al sustrato insoluble (S) y la solucion enzimética para producir oligosacéridos solubles
(O) enlaces glucosidicos 3-(1,4), que dan como resultado la generacion de extremos de cadena
no reductores, y las celobiohidrolasas (CBH) hidrolizan celobiosa, que actian sobre extremos
no reductores. El segundo paso, mucho mas rapido que el primero, es una reaccion
homogénea de los oligosacaridos para obtener glucosa (G). En este proceso de hidrélisis,
catalizado principalmente por la B-glucosidasa (BG), los oligosacaridos formados producen
celobiosa. La suma de las reacciones de oligosacaridos y glucosa genera productos que
inhiben las enzimas celulasas. Si se aplica la suposicién simplificadora de que este es el Unico
efecto inhibitorio, entonces el esquema de reaccion simplificado se reduce a lo siguiente
(Ecuacion 15).

EG/CBH/BG
Ec. 15

El modelo pseudo-homogéneo para determinar la tasa de produccion total de azucar
(T) en el tiempo corresponde a la diferencia entre la cantidad maxima producida durante la
reaccion (T.) y la cantidad presente en el tiempo t. Mediante este modelo se evalla la tasa de
produccion de glucosa en el tiempo, reemplazando el término T por G en la ecuacién propuesta

por Li et al. (2004) (Li et al. 2014), como se muestra en la ecuacion. 16,

G KEo(Goo—G)
dt KM*[1+<K11>T]+0,9(GOO—G)

Ec. 16

donde G es el valor maximo de glucosa alcanzado durante la reaccion (gL™), 0,9 es el factor
estequiométrico (relacion entre el peso molecular de una unidad de glucosa en celulosa vy el
peso molecular de la glucosa), k es una constante aparente que representa la frecuencia de
enlace entre celulosa y celulasas (h™), Ky es una constante aparente de Michaelis-Menten que
representa la afinidad entre celulosa y celulasas (gL™), K, es la constante aparente de inhibicion
entre celulosa-glucosa y celulasas (gL™), y Eo es la concentracion inicial de enzima (gL™).
También podria ser una funcién de las diversas condiciones operativas, por ejemplo, el tipo y
tamafo del reactor, la mezcla y la concentracién de sustrato. También se sugirié6 que los
valores de G.. podrian depender de las mismas variables y que Ky y K, son independientes de
las variables operativas. Por lo tanto, estos valores difieren al cambiar la enzima o el sustrato, y

se debe repetir todo el procedimiento (Albernas-carvajal et al. 2015).



3.2.4 Fermentacién

3.2.4.1 Preparacion del preinéculo e in6culo

Para el preindculo y el in6culo, se prepararon 100 mL de medio liquido YPD (Extracto
de levadura-Peptona-Dextrosa). El medio YPD se prepar6 en un matraz Erlenmeyer de 200
mL, con 10 gL de extracto de levadura y 20 gL™* de peptona asi como 20 gL™ de dextrosa y se
complementé con micronutrientes como 0,605 gL™ de fosfato de potasio, 0,16 gL™ de cloruro
de amonio, 0,10 gL™ de sulfato de magnesio y agua destilada para un volumen total de 100 mL.
Se esterilizd en autoclave a 121 °C por 30 min. Se realizé un preindculo para incrementar el
crecimiento celular, agregando en un matraz de 70 mL, 10 mL del medio YPD, un eppendorf de
2 mL que contiene la cepa Saccharomyces Cerevisiae 1181, y se incubd en un bafio térmico a
35 °C a 180 rpm hasta obtener una cantidad constante de células, medida por densidad 6ptica
(0,8). Seguidamente se agregaron los 10 mL del prein6culo a 90 mL de medio YPD y se incubd
bajo las mismas condiciones que el preinéculo, hasta obtener una densidad 6ptica de 0,73. La
lectura de la densidad Optica se realiz6 por espectrofotometria a 640 nm segun lo propuesto
por la norma para SSF (NREL / TP-510-42630) (Dowe and McMillan 2008). El proceso de
formacion del preinéculo e inéculo tuvo una duracion de aproximadamente 24 h como se

muestra en la siguiente figura 17.
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Figura 17. Proceso de formacion de preindculo e inéculo.



3.2.4.2 Fermentacion en la estrategia SHF

Para los experimentos de fermentacion, se adicionaron a matraces erlenmeyer de 200
ml en bafio térmico agitado a 130 rpm, 90 mL de los azlcares hidrolizados, 10 mL de inGculo,
0,5 gL de extracto de levadura 'y 1 gL™ de peptona. Se utilizaron trampas de aire para evitar la
entrada de oxigeno al sistema asi como permitir la liberacién del CO, producido por la levadura
como se observa en la figura 18. Los experimentos se realizaron por duplicado.

El rendimiento de fermentacion se calcul6 acorde a la siguiente ecuacion:

etanol producigo (%)

*100 Ec. 17

Rendimiento de bioetanol (%) =

0,511 Glucosa en lapulpa ('gT)

Figura 18. Microrreactores para fermentar bioetanol, empleando trampa de aire.

3.2.5 Estrategia de sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF)
Para llevar a cabo la produccion de bioetanol mediante la estrategia de fermentaciéon

SSF, se empled la metodologia que se muestra en la figura 19.
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Figura 19. Esquema del proceso SSF para la produccién de bioetanol 2G

El material s6lido se someti6 a fermentacion con levadura Saccharomyces cerevisiae
IMR 1181 (SC 1181) segun NREL-LAP 510-42630 (Dowe and McMillan 2008). El proceso SSF
se realizd en matraces Erlenmeyer de 200 mL utilizando celulosa hidrolizable al 1% (porcentaje
de materia seca) suspendida en 50 mL de citrato de sodio 0,05 M (pH 5), 40 mL de agua
destilada, 10 mL de in6culo, 0,028 mL de surfactante, 30 FPUg'1 de enzima-sustrato Cellic®
Ctec2, 0,5 gL™ de extracto de levaduray 1 gL de peptona (un total de 100 mL), y utilizando las
mismas condiciones de operacion que el proceso SHF. Para ambas estrategias, el rendimiento
de fermentacion (Rpr) se calculd como la eficiencia de fermentacion (etanol practico obtenido
frente al etanol teérico) como se muestra en la ecuacion 18, y la productividad del bioetanol
(Por) (L *h™) se calcul6 como la relacion entre la concentracion de etanol obtenido dividida por

el tiempo empleado para la hidrélisis y la fermentacion, como se muestra en la ecuacion 19.

Produccion de bioetanol (%)

* 100 Ec. 18

Rerr (%) =
e (%) produccién de bioetanol tedrico (%)

Produccion de bioetanol (%)

Per (0/0) = Ec. 19

tiempo (t)



3.3 Resultados y discusion
3.3.1. Materia prima, microorganismos y enzimas

3.3.1.1 Caracterizacion del sustrato

La composicion quimica del aserrin (% sobre material seco) fue de 40,90% de
glucanos, 7,45% xilanos, 2,58% galactanos, 14,80% mananos, 0,77% arabinanos y 29,20%
lignina. La composicion de las pulpas de soda-etanol se muestra en la Tabla 3. Dependiendo
de la condiciones, este tratamiento permiti6 la extraccion de una gran cantidad de lignina
(especialmente en el experimento 3), aumentando el acceso de las enzimas al material. Los
resultados fueron similares a los de Schenck et al (Schenck et al. 2013), quienes utilizaron pino
nérdico (Pinus sylvestris) pretratado bajo condiciones similares obteniendo un bajo contenido

de lignina en las pulpas después del pretratamiento alcalino (1,6% a 4,1%).

Tabla 3. Composicion Quimica de la Fraccion Sélida Obtenida por el Pretratamiento con Soda-
Etanol

Pulpa G X G M L %D
(%sms) (%sms) (%osms)  (%sms) (%sms)

1 67,35 9,71 1,23 7,38 10,18 82,6

2 73,51 8,64 0,73 7,58 7,04 88,8

3 80.18 7,20 0,29 8,40 3,67 94,9

%sms: % sobre madera seca; G: Glucanos; X: Xilanos; G: Galactanos; M: Magnanos;
L:Lignina; %D: % Deslignificacion

3.3.1.2 Caracterizacion de la cepa de hongos levaduriformes Saccharomyces cerevisiae
IMR 1181 (SC 1181)

La observacion macromorfolégica es relevante para identificar el fenotipo de la colonia
de cepas para predecir los rendimientos de bioetanol. Reyes et al. (2013) estudiaron la
produccion de etanol a través de dos fenotipos de colonias de Saccharomyces cerevisiae y
observaron que las colonias lisas producian un mayor contenido de etanol que las rugosas
(Reis et al. 2013). La observacién de colonias reactivadas de Saccharomyces cerevisiae IMR
1181 (SC 1181) desarrolladas en agar glucosa Sabouraud a una temperatura de 28 °C mostr6
colonias blancas, lisas, cremosas y brillantes, de elementos de levadura ovaladas, algunas
monogemadas, sin pseudomicelio o verdadera formacion de micelio y blastoconidios
monogemados. Se supone que estas cepas suaves son eficientes para la produccion de

bioetanol.



3.3.2 Estrategia de hidrdlisis y fermentacién separada (SHF)

3.3.2.1 Hidrdlisis enzimatica

La Figura 20 muestra los rendimientos de hidroélisis enzimatica y la concentracion de
glucosa equivalente en el liquido (en el eje secundario) frente al tiempo. Contrastando estos
datos con la composicion quimica de cada pulpa, la influencia del contenido de lignina y
glucanos fue notable sobre el rendimiento de la hidrdlisis enzimética. Comparado con la pulpa
1, la pulpa 3 present6 el mayor porcentaje de HE en menor tiempo, obteniendo el 100% de HE
en 48 h, lo que confirma que el contenido de lignina perjudica el acceso del complejo
enzimatico al material y, por lo tanto, la digestibilidad de la celulosa.
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Figura 20. Rendimientos de hidrélisis enzimética para las pulpas de soda-etanol con tres
composiciones quimicas diferentes (siendo la pulpa 1 la que tiene mayor contenido de lignina y
menor contenido de glucano)

Estos resultados son comparables con los obtenidos por Kruyeniski (2017) (Kruyeniski
2017), quien logré un rendimiento de hidrélisis enzimética del 91,1% usando una mezcla de
aserrin de Pinus elliottii y Pinus taeda pretratado con soda-etanol (50 gL™ de NaOH, 35/65
etanol/agua durante 60 min a una temperatura de 170 °C). Kruyeniski (2017) utilizé un
complejo de celulasas de Trichoderma reesei y celobiosa de Aspergillus niger (ambos
proporcionada por Sigma Aldrich). En otro trabajo, los autores reportaron modelos de regresion

comparando los tratamientos alcalinos y los tratamientos acidos, concluyendo que los



pretratamientos que promueven una alta remocion de lignina aumentan el rendimiento de

hidrolisis enzimética (Kruyeniski et al. 2019).

3.3.2.2 Parametros del modelo pseudo-homogéneo de Michaelis-Menten

Aplicando la metodologia propuesta por Li et al. (2004) (Li et al. 2004), se graficaron
los valores de glucosa (gL™) obtenidos en la hidrélisis enzimatica frente al tiempo (h) al 1% de
consistencia como base de célculo (Fig. 20). En la etapa inicial de la reaccién (t — 0, G — 0),
los azucares totales formados pueden despreciarse, de modo que la ecuacion 16 puede ser

simplificada, como se muestra en la ecuacion 20,

ac kEpG
dt Kpn+0,9Goo

Ec. 20

La tasa inicial (dG / dt)t—0 se determiné como la tasa de produccién media de
glucosa durante el periodo de reaccion inicial hasta 1,5 h. Siguiendo la metodologia propuesta
por Li et al. (2004), se determiné G« para los experimentos 1, 2 y 3, que fueron 6.73 gL™, 7.75
gL™, y 9,51 gL™, respectivamente, en 21 h. La determinacion gréfica de k y Ky es presentado

en la Figura. 21 para una concentracion inicial de enzima (E,) de 0.476 gL™.
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Figura 21. Determinaciéon de Ky y k



Finalmente, se graficé 1 / (dG / dt)t—0 vs. 1 / Goo para obtener la pendiente y el
intercepto para determinar los valores de Ky y k, que fueron de 235 gL* y 11,4 h™,
respectivamente.

El valor de Ky da una idea de la afinidad de la enzima por la celulosa. A menor Ky
(mayor afinidad), el complejo enzima-celulosa es estable. Por el contrario, si el Ky es grande, el
complejo enzima-sustrato es inestable, lo que indica una baja afinidad por el sustrato. La Ky
reportada por Albernas-Carvajal et al. (2015) (Albernas-carvajal et al. 2015), aproximadamente
217,49 gL, usando las enzimas celuloliticas Novozymes Cellic® Ctec2 y B-glucosidasa con
c6digo NS50010 fue muy superior a la Ky, obtenida en el presente trabajo (una Ky de 23,5 gL ™),
lo que significd que el complejo enzimatico tuvo una mejor afinidad con el sustrato empleado.

Para las reacciones enzimaticas en general, Lehninger (1981) establece que cuando
[S] es mucho menor que Ky (el valor de [S] es 10 gL™ de glucanos en este trabajo), la tasa de
reaccion es de primer orden en relacion con el sustrato, que se asumio en el desarrollo de este
modelo y da una medida de su adecuacion.

Para determinar la constante de inhibicion de K, la ecuacién. 21 se integra bajo la
condiciones iniciales y finales (G=Goent=0y G = G; en t = t, respectivamente), obteniendo
las Ecs. 22 y 23,

t _ pIn[(Geo—Gy)/(Go—G) _
0.9(G-Go) p 0.9(G—Gyg) Ec2l
_ Km 1 Km
B =100t Ec. 22
_ 1 Ky1 1 Ec. 23

¥ =% KEyK;  KE,

Para las tres pulpas, K, se calculé a través del algoritmo de minimos cuadrados no
lineales (solver) utilizando los parametros k y Ky determinados graficamente, hasta que se
logro el error absoluto promedio mas bajo. Los valores de K, obtenidos para las pulpas 1,2y 3
fueron de 2,9 gL 3.1 gL™?, y 6,6 gL, respectivamente. La concordancia del modelo con los
datos experimentales es presentada en la figura 22.

El K, resultante es comparable con el valor obtenido por Albernas-Carvajal et al.
(2015) (Albernas-carvajal et al. 2015), quienes obtuvieron un K, de 32.64 gL™ al emplear un
modelo pseudo-homogéneo de Michaelis-Menten para la hidrélisis enzimatica de bagazo
pretratado. Li et al. (2004) estudiaron la cinética de hidrolisis enzimatica de varias pulpas

tratadas con irradiacién ultrasénica continua y Celulasa (Meicelase) de Trichoderma viride,



obteniendo un K, valor de 0,704 gL™. Este comportamiento demostrd que el valor de K, era
independiente de las variables operativas pero cambiaba cuando se cambiaba la enzima o el
sustrato, por lo que se debe repetir todo el procedimiento.

En comparacién con las constantes encontradas por Li et al. (2004) (Li et al. 2004)
utilizando NUKP (pulpa kraft sin blanquear de un arbol de coniferas), la reaccion en este trabajo
fue lenta. La razén de esto es que la constante k es mas alta, y tanto K, como Ky son mas

bajos, lo que produce un dG/dt mas bajo.
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Figura 22. Concentracion de glucosa de la hidrélisis enzimatica de las pulpas 1, 2, 3 (los datos

experimentales estan representados por puntos y las predicciones tedricas por lineas).

La constante de equilibrio K se defini6 para predecir la concentracién total de
azlcares reductores T a partir de los datos de glucosa modelados obtenidos para cada pulpa a
partir de los datos de concentraciones totales de azUcares reductores y glucosa, como se

muestra en la ecuacion 24.

K= Ec. 24

G
-G
donde K es la constante de equilibrio, G es la concentracion de glucosa (gL ™), y T es el total de
azUcares reductores (gL™).

Reorganizando la ecuacién, K se puede obtener de la pendiente de la linea de datos
experimentales de las concentraciones de glucosa y azucares reductores totales (figura 23),

como se muestra en la ecuaciéon 25,
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Figura 23. Determinacion de la constante de equilibrio K

En la tabla 4 se muestra un resumen de los parametros cinéticos obtenidos para las tres pulpas

Tabla 4. Parametros cinéticos para la sacarificacion y contenido de lignina de las pulpas

Pulpas K (h™) Ku(gL™) K (gL™) K Lignina (%sms)
1 11,4 23,5 2,9 6,8 10,18
2 11,4 23,5 3,1 7,8 7,04
2 11,4 23,5 6,6 9,8 3,67

Nota: % sms es el % sobre madera seca

El contenido de lignina insoluble en la pulpa muestra una correlacién negativa
significativa con la constante de inhibicién K; (R? = 0,801) y la constante de equilibrio K (R* =

0,972). El aumento de la constante de equilibrio y la disminucion del contenido de lignina



implica un aumento de la glucosa con respecto a los azucares reductores totales para cada

tiempo de hidrdlisis. Ademas, esto concuerda con el aumento de la constante de inhibicién.

3.3.3 Fermentacion

La pulpa 3 fue elegida para los experimentos de fermentacion SHF debido a su
rendimiento 6ptimo de sacarificacién. Se obtuvo una concentracion maxima de bioetanol (3,40
gL™ £0,21 gL ™) alas 13 h, muy cercana a la concentracion teérica de bioetanol (Tabla 5). Los
rendimientos de bioetanol alcanzados son comparables con los resultados obtenidos por
Kruyeniski (2017) (Kruyeniski 2017) utilizando aserrin de Pinus elliottii pretratado con soda-AQ
(a una temperatura de 170 °C durante 140 minutos con 55,2 g/L de NaOH, 0,1% de AQ y RLM
5/1 ) con Saccharomyces cerevisiae (rendimiento de etanol del 84,1%). Cotana et al. (2014)
(Cotana et al. 2014) también alcanzaron rendimientos entre 80,8% y 96,1% via SHF utilizando
pino con explosién con vapor, empleando Cellic® Ctec2 y Saccharomyces cerevisiae.

Bahmani et al. (2016) (Bahmani et al. 2016) informaron rendimientos de etanol de
aproximadamente 22,1% a partir de la hidrolisis enzimética de aserrin de pino pretratado con
un proceso de digestion anaerdbica. Tian et al. (2016) (Tian et al. 2016) obtuvieron un
rendimiento del 46,6% utilizando Pinus strobus L., pretratado con una solucion de electrolito

organico, via SHF, utilizando Cellic®Ctec2 y Saccharomyces cerevisiae.

Tabla 5. Rendimiento de bioetanol a través de la estrategia de hidroélisis y fermentacién por

separado (SHF) aplicada a la pulpa 3

Tiempo (h)
Estrategia SHF 13 20 24
Concentracion de bioetanol (gl™) 3,40+0,21 3,23+0,17 3,23+0,21
CV (%) 6,3 5,3 6,4
Y b (%) 89,3 84,8 84,8
Productividad de bioetanol (gL™*h™) 0,26 0,16 0,13

Nota: Concentracion de glucosa inicial es 7,46 (gl'l); bioetanol tedrico es 3,81 (gl'l); Y ot
(%) es el rendimiento de fermentacion; y CV (%) es el coeficiente de variacion



3.3.4 Rendimiento de bioetanol mediante la estrategia de sacarificacion y
fermentacién simultaneas (SSF)

Durante el proceso SSF, la glucosa liberada por el complejo enzimatico durante la
hidrélisis es metabolizada directamente a etanol por las levaduras, consumiendo glucosa del
medio, produciendo una disminucion en la inhibicion del producto final, una reduccién del
tiempo total del proceso y mayores productividades de etanol (Mendes et al. 2020).

Los resultados que se muestran en la Tabla 6 son comparables con los de Valenzuela
et al. (2016) (Valenzuela et al. 2016), quienes alcanzaron un rendimiento de bioetanol del
80,2% utilizando pino radiata con un pretratamiento organosolv (utilizando una relacion de
50:50% v/v de etanol a agua, 1,1% p/p de H,SO,4, a una temperatura de 189 °C para 8 min),
utilizando un proceso SSF en condiciones similares y los mismos microorganismos. Del mismo
modo, Araque et al. (2008) (Araque et al. 2008) alcanzaron un rendimiento de bioetanol del
99,5% utilizando la estrategia SSF con chips de pino radiata con un pretratamiento organosolv
de acetona-agua (a una temperatura de 195 °C durante 5 min a un pH de 2,0 en una relacién

acetona:agua de 1:1).

Tabla 6. Rendimientos de bioetanol de las pulpas 1, 2 y 3 a través de la estrategia de

sacarificacién y fermentacion simultaneas (SSF)

Tiempo (h)
(SSF)
4 15 21 26 49 72
Bioetanol tedrico (gL™) 5,68 568 5,68 5,68 5,68 5,68
Etanol producido 1,78 + 284+ 3,60+ 5,08 + 525+
1 4,27 £0,01
enlapulpal (gL™) 0,12 0,30 0,40 0,30 0,24
Yerr (%) 31,30 49,90 63,40 75,20 89,40 92,50
Per (gL h 0,44 0,19 0,18 0,16 0,10 0,07
Glucosa equivalente (gL™) 3,48 5,56 7,05 8,36 9,94 10,27
Etanol producido 1,78 + 3,26+ 354+ 4,99 + 5,65+
a1 4,46 +£0,11
enla pulpa 2 (gL™) 0,07 0,35 0,19 0,13 0,17
Yerr (%) 31,40 57,40 62,40 78,50 87,90 99,50
Per (gL h 0,44 0,22 0,17 0,17 0,10 0,08
Glucosa equivalente (gL™) 3,48 6,38 6,93 8,73 9,77 11,06
Etanol producido 1,79 + 450+ 4,70+ 5,62 + 5,68 +
L 4,82 +0,08
en la pulpa 3 (gL™) 0,18 0,49 0,24 0,09 0,04
Yerr (%) 31,50 79,20 82,80 84,80 98,90 100
Per (gL hh 0,45 0,30 0,23 0,19 0,12 0,08

Glucosa equivalente (gL'l) 3,50 8,81 9,20 9,43 11,00 11,12




Note: Ypr (%) is el Rendimiento de fermentacion

El rendimiento de etanol de la Pulpa 3 fue del 100% =+ 0,7%, que fue
aproximadamente un 10% mayor que el rendimiento de etanol obtenido mediante la estrategia
SHF (89,3% + 0,8%), a pesar de que estos Ultimos experimentos se realizaron en condiciones
Optimas de temperatura y pH tanto para las enzimas como para el microorganismo. Las
concentraciones a las 72 h oscilaron entre 5,25 y 5,68 gL, cercanas a las concentraciones
tedricas, con rendimientos del 92,5%, 99,5% y 100% para las pulpas 1, 2 y 3, respectivamente.

Para evaluar el desempefio del complejo enzimatico utilizado en el proceso SSF,
debido a que trabaja a una temperatura inferior (37 °C) a la temperatura 6ptima del proceso de
sacarificacion (SAC), se aplicé el modelo obtenido para el proceso SAC, utilizando el parametro
de la glucosa equivalente.

Las concentraciones equivalentes de glucosa se calcularon a partir de los datos de
concentracion de etanol (Tabla 7). La figura 24 presenta los datos experimentales y del modelo.
La Tabla 7 muestra los resultados experimentales y los predichos por el modelo después de 48

h'y 72 h de tratamiento.
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Figura 24. Concentracién de glucosa en la sacarificacion (los datos experimentales estan
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Tabla 7. Glucosa equivalente experimental para SSF y los datos del modelo de la
concentracion de glucosa de la sacarificacion alas 48 hy 72 h

Glucosa Experiencia  Modelo Error (%) Experiencia Modelo Error
SSF (gL™) 48 (h) 48 (h) e 72 (h) 72 (h) (%)
1 9,94 9,01 -9,40 10,27 9,25 10,00
2 9,77 10,28 5,30 11,06 10,60 -4,10
3 11,00 11,02 0,20 11,12 11,12 0,00

La Figura 24 muestra que el modelo obtenido para el proceso SAC puede ser utilizado
para el proceso SSF, ya que predice los datos experimentales con un buen ajuste. También
indicdé que en las condiciones estudiadas, el complejo enzimatico no presenta un menor
rendimiento. Los errores obtenidos al aplicar este modelo, medidos a las 48 y 72 h, fueron

inferiores al 10% (tabla 8).

3.3.5 Hidrdlisis y fermentacidon en separado (SHF) vs. Sacarificacion y
fermentacion en simultaneo (SSF)

La estrategia SHF tiene varias ventajas. En primer lugar, los procesos de hidrélisis y
fermentacion se pueden realizar en condiciones Optimas de pH y temperatura, entre otros
(Robak and Balcerek 2018). Ademas, la sacarificacion a la temperatura Gptima requiere una
carga enzimatica mas baja que el proceso SSF (Ishizaki and Hasumi 2014). Ademas, para la
estrategia SHF, la fermentacion se logra en un caldo liquido que facilita la transferencia de
masa Yy el reciclaje de la levadura después de la fermentacion (mediante filtracion o
centrifugacion) (Galbe et al. 2011).

Sus desventajas son el aumento de contaminantes y el efecto de productos de
inhibicion (Robak and Balcerek 2018). ElI complejo utilizado (Cellic® Ctec 2) tiene una alta
proporcion de enzima B-glucosidasa, asegurando la hidrélisis de celobiosa y pequefos
oligosacéridos (Verdecia and Serrat 2008). El uso de complejos celuloliticos con mayor
actividad de B-glucosidasa aumenta el rendimiento de la hidrolisis debido a que la celobiosa
inhibe el complejo celulolitico mas que la glucosa (Arismendy Pabén, Ana Maria et al. 2020).

La fermentacién de alta gravedad (VHG) es una alternativa para optimizar la
produccion de bioetanol cuando se utiliza la estrategia SHF. La fermentacion de alta gravedad
es un proceso altamente concentrado en el que las células de levadura estan expuestas a una
alta presion osmotica al comienzo del proceso de fermentacion, provocada por las altas
concentraciones de azlcar y la acumulaciéon de etanol. La acumulaciéon de etanol, junto con

altos niveles de otros subproductos toxicos de la fermentacion, se vuelve letal para las células



de levadura en fermentacion, por lo que las cepas de levadura utilizadas deben seleccionarse
cuidadosamente para superar las diferentes tensiones impuestas durante este proceso (4 and
Xu 2007).

Como sustratos se pueden utilizar melaza de cafia de azucar, almidén y materiales
lignocelulésicos (Balat and Balat 2009; Mussatto et al. 2010). La principal ventaja de la
tecnologia VHG es la produccién de una concentracion de etanol muy alta (generalmente
superior al 15% v/v). Este enfoque reduce el costo de la etapa de destilacion, que se considera
una de las principales limitaciones en la industria del bioetanol. Se ha informado que VHG (al
19%) reduce el consumo de vapor a menos de 1 kg de vapor por kg de bioetanol. Sin embargo,
cuando se combina con la separacion por membrana (pervaporacion del 25% del caldo del
fermentador), se logra un ahorro de aproximadamente el 20% y se reduce considerablemente
el riesgo de inhibicion en el fermentador (Kang et al. 2014).

Sin embargo, el proceso simultaneo parece la alternativa mas factible y rentable para
producir bioetanol debido a las ventajas en la reduccion de productos inhibitorios y el uso de un
solo reactor para todo el proceso, disminuyendo los costos de inversién (Olofsson et al. 2008a).
Los mondémeros de azucar liberados durante la sacarificacion son inmediatamente fermentados
por los microorganismos, lo que reduce el riesgo de contaminacién microbiana (Robak and
Balcerek 2018). En otras palabras, la glucosa se fermenta instantaneamente en bioetanol,
independientemente de los parametros Optimos de temperatura y pH tanto para el proceso de

hidrolisis como para el de fermentacién (Wyman et al. 1992).

3.4 Conclusion

El tipo y condiciones del pretratamiento aplicado al aserrin de pino influyeron en el
desempefio de la hidrdlisis enzimatica debido a la reduccién del contenido de lignina, lo que
mejoré considerablemente la accesibilidad de las enzimas al material, mejorando la
digestibilidad de la celulosa.

La pulpa mas deslignificada (contenido de lignina del 3%) presentd la mayor hidrélisis
enzimatica con una produccion de glucosa de 11,1 (gL™) en 48 h.

El modelo cinético aplicado demostr6 una buena concordancia con los datos
experimentales. El valor de la constante de Michaelis-Menten para este complejo sustrato-
enzima resulté ser Ky = 23.5 gL™, lo que indic6 que el complejo enzimatico tenia una buena
afinidad con el sustrato empleado. La constante de inhibicién (K)) para la pulpa 1, 2 y 3 fue de
2.9 gL-1, 3.1gL™ y 6.6 gL*, respectivamente, denotando el desempefio satisfactorio del
complejo enzimatico utilizado para llevar a cabo el proceso de sacarificacion.

Para la experiencia llevada a cabo en esta seccion (produccion de bioetanol de 2G),

se obtuvieron altos rendimientos de bioetanol utilizando esta especie de pino altamente



recalcitrante pretratado mediante un tratamiento de deslignificacion alcalina, empleando la
estrategia SSF. Ademas, el complejo enzimético utilizado mostr6 un buen desempefio en el
proceso SSF, a pesar de utilizar una temperatura inferior (37 °C) a la 6ptima para el proceso de
sacarificacion.

Usando 30.0 FPUg™ de sustrato y 1% de celulosa hidrolizable a una temperatura de
37 °C, un pH de 5.0, las concentraciones promedio de bioetanol obtenidas via SSF fueron

92,5%, 99,5% y 100% para las pulpas 1, 2 y 3, respectivamente.



CAPITULO 4. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE BIOETANOL 2G

4.1 Objetivos

Se realizaron experiencias empleando la estrategia SSF con el fin de evaluar la
produccion de bioetanol de 2G variando carga enzimatica y temperatura como se observa en la
figura 25. Con los datos obtenidos, se analizaron mediante disefios experimentales factoriales
con puntos centrales para evaluar la influencia combinada de la carga enzimatica, la
temperatura y el tiempo en los rendimientos de bioetanol con el fin de lograr optimizar estos
parametros en el proceso SSF.

Pre-indculo + Indculo Condiciones de operacion:
pH=5,0 130 rpm tiempo=72h

Microorganismo Cepa SC (1181)

Cellic Ctec 2

\Dosificacién Enzima

30 FPU/g glucanos

Figura 25. Esquema SSF para la produccion de bioetanol 2G variando dosificacién de carga

enzimatica y temperatura.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1. Materia prima, microorganismos y enzimas

La materia prima fue una mezcla de aserrin industrial de Pinus elliottii y Pinus taeda
proporcionado por un aserradero local (Misiones, Argentina), sometido a un pretratamiento
soda-etanol (Mendes et al. 2019). Se eligieron las siguientes condiciones de operacion para
obtener una alta deslignificacion: relacion licor-madera (L:M) de 5,4:1, temperatura maxima de



170 °C, tiempo a temperatura maxima de 60 min, relacion EtOH:H,0 35:65% v/v, NaOH 23,3%
sobre masa de madera seca, a 140 min. Después del pretratamiento, la pulpa se lavo
minuciosamente (Mendieta et al. 2021).

Las enzimas comerciales Cellic® CTec2 (Novozymes) fueron proporcionadas por
Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina) para la hidrolisis enzimatica. La cepa Saccharomyces
cerevisiae IMR 1181 (SC 1181), aplicada para el proceso de fermentacion, fue donada por el
Instituto de Modelacién e Innovacion Tecnoldgica IMIT (UTN-CONICET), Resistencia,
Argentina.

4.2.2 Caracterizacion del Sustrato y Fraccion Liquida del Proceso de
Fermentacion

La composicion quimica de la materia prima se determiné en trabajos previos (Imlauer
et al. 2021). El aserrin de pino y las pulpas (sustrato) se caracterizaron segun los estandares
NREL (Laboratorio Nacional de Energia Renovable) Golden, Colorado, EE. UU., que incluyen
sOlidos totales y humedad (NREL/TP-510-42621) (Sluiter et al. 2008), y carbohidratos
estructurales y lignina (NREL/TP- 510-42618) (Sluiter et al. 2004). Se utiliz6 un HPLC (Waters
Corp., Milford, MA, EE. UU.), con una columna SHODEX SP810 y las condiciones de
operacién: agua destilada como eluyente, 0,6 mL/min, 85 °C, y detector de indice de refraccion.

La cuantificacion de glucanos, xilanos, mananos, galactanos y arabinanos en el sélido
fue calculado multiplicando las concentraciones de azucar por los factores estequiométricos de
hidrolisis. Es decir, 0,88 (132/150) para azUcares de cinco carbonos (xilosa y arabinosa) y 0,90
(162/180) para azlcares con seis carbonos (glucosa, manosa y galactosa).

La glucosa y el etanol se determinaron mediante cromatografia liquida HPLC (Waters
Corp., Milford, MA, EE. UU.), utllizando una columna AMINEX-HPX97H (BIO-RAD,
Laboratorios Bio-Rad, Inc. Argentina). Las condiciones cromatogréficas fueron: 4 mM de H,SO,
como eluyente, un flujo de 0,6 mL/min, 35 °C de temperatura, y detectores de indice de
refraccion y de arreglo de diodos.

Las concentraciones de levadura se determinaron en experimentos SSF mediante la
medicion directa de la absorbancia a 600 nm (espectrofotometro UV-1800, Shimadzu
Corporation, Kioto, Japén). Se siguié el protocolo NREL/TP-510-42630 del Laboratorio
Nacional de Energias Renovables, incluido el desarrollo de la curva de calibracion. La muestra
obtenida es el sobrenadante después de decantar la pulpa. La referencia fue la absorbancia

medida a 600 nm de una muestra de caldo de fermentacion sin levadura ni pulpa.



4.2.3 Preparacion del pre-in6culo e in6culo

Se utilizaron 100 mL de medio liquido YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa)
para el pre-indculo e indculo bajo las siguientes concentraciones: 10 gL™' de extracto de
levadura, 20 gL™" de peptona y 20 gL™' de dextrosa proporcionados por el estandar para la
estrategia SSF (NREL/TP-510-42630) (Dowe and McMillan 2008). Se complement6 con
micronutrientes: 5 gL™' de fosfato de potasio, 1,5 gL™" de cloruro de amonio y 0,65 gL™" de
sulfato de magnesio heptahidratado, segun el protocolo empleado para la estrategia SSF
(Mendieta et al. 2021). Primero, 2 ml de La levadura Saccharomyces cerevisiae IMR 1181 (SC
1181) en 10 mL del medio liquido YPD se incubaron hasta una densidad Optica de 0,8
(condiciones pre-indculo). Luego, el pre-inoculo se incorporé a 90 mL del medio liquido YPD y
se incubd a una densidad 6ptica de aproximadamente 0,7 (condicion de in6culo). La densidad
Optica se determiné espectrofotométricamente a 600 nm, siguiendo el estandar para la
estrategia SSF (NREL/TP-510-42630) (Dowe and McMillan 2008). Los procesos de pre-indculo
e indculo duraron 24 h en un bafo térmico a 180 rpm y 37 °C (Mendieta et al. 2021). El control

de precisién de la temperatura del bafio térmico fue +/-0,1 °C.

4.2.4 Estrategia de sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF)

El material solido fue hidrolizado enzimaticamente y posteriormente fermentado con
Saccharomyces cerevisiae IMR 1181 (SC 1181) segun NREL-LAP 510-42630 (Dowe and
McMillan 2008).

El proceso SSF, se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 200 mL utilizando celulosa
hidrolizable al 2% (porcentaje de materia seca) suspendida en 50 mL de citrato de sodio 0,1 M
(pH 5), 40 mL de agua destilada, 10 mL de inéculo, 0,028 mL de surfactante Tween 80, 0,5
gL™" de extracto de levadura, 1 gL' de peptona (un total de 100 mL) y se colocaron en un bafio
térmico agitado a 130 rpm. Se utilizaron trampas de aire para evitar la entrada de oxigeno al
sistema asi como permitir la liberacion del CO, producido por la levadura. Se tomaron muestras

cada 4 h durante las 16 h iniciales y a los 24, 48 y 72 h.

4.2.5 Disefios experimentales

Los datos obtenidos fueron analizados mediante disefios experimentales factoriales
con puntos centrales para evaluar la influencia combinada de la carga enzimatica, la
temperatura y el tiempo en el rendimiento de bioetanol. Los disefios factoriales permiten
comprender los efectos de las variables independientes sobre una variable dependiente. En un
disefio factorial 3%, hay tres variables independientes, cada una con dos niveles de variacion.
Un punto central afiadido incorpora un nivel mas que permite definir modelos de ecuaciones de

superficie como disefios de superficie de respuesta. Estos modelos matematicos basados en



datos experimentales representan como los cambios en las variables afectan la respuesta de
interés. La combinacion de estas ecuaciones permite encontrar los niveles de las variables que
optimizan la respuesta deseada. Para la construccién de modelos, es fundamental trabajar con
variables transformadas. La transformacién de variables ayuda a cumplir con los requisitos
estadisticos y evita problemas de correlacion, si existen.

Las variables seleccionadas fueron: carga enzimatica (FPU g ' glucanos),
Temperatura (°C) y Tiempo (h) . La consistencia se mantuvo baja para eliminar su influencia en
el sistema. El tiempo en el modelo completo vari6 de 0 h a 72 h. Dados los resultados
(diferencias en las formas de las curvas), se decidio dividir el disefio en dos, abarcando tiempos
de O h a 24 h (Modelo 1) y de 24 a 72 h (Modelo Il). La Tabla 8 muestra el esquema de
variables. Se us6 un software Statgraphics centurién (The Plains, VA, EE. UU.) para evaluar los

resultados del disefio experimental en un 95% nivel de confianza.

Tabla 8. Las condiciones de las variables operacionales en la estrategia SSF.

Factor +1 0 -1

A= Carga enzimética (FPU g glucanos) 30 20 10
B= Temperatura (°C) 39 37 35

Modelo completo = tiempo (h) 72 4
Modelo | C = Tiempo (h) 24 16 8

Modelo Il C = Tiempo (h) 72 48 24

La variable de respuesta fue el rendimiento SSF (Ypq), calculado mediante la
ecuacion 26 (Mendieta et al. 2021)

Etanol producido %

7100 Ec.26
L

Yerr= ,
0,51 glucosa en el material

4. 3 Resultados y discusion

4.3.1 Caracterizacion del sustrato

En la tabla 9 se muestra la compaosicién quimica del aserrin y de la pulpa soda-etanol
(% sobre madera seca). El rendimiento de pulpa fue del 40,5% y la deslignificacion del 94,9%,
por lo que el pretratamiento resultdé en la extraccion de una alta cantidad de lignina, lo que

aumenta el acceso de las enzimas al material. Ademas, las enzimas pueden unirse a



sustancias reactivas y no reactivas como la lignina, que pueden absorber enzimas de manera
irreversible, disminuyendo su actividad (Xue et al. 2012). Los resultados fueron similares a los
obtenidos por otros autores, quienes alcanzaron bajos contenidos de lignina en una pulpa
alcalina utilizando condiciones similares para pino nérdico (Pinus sylvestris) (1,6% a 4,1%)
(Schenck et al. 2013).

Tabla 9. Composicion quimica del aserrin de pino y de la pulpa soda-etanol
Composicién  Glucanos Xilanos Galactanos Mananos Arabinanos Lignina

guimica (% sms*) (% sms) (% sms) (% sms) (% sms) (% sms)
Aserrin de pino 40,9 7,5 2,6 14,8 0,8 29,2
Pulpa soda-etanol 80,2 7,2 0,3 8,4 - 3,7

* sms: % sobre madera seca.

4.3.2 Caracterizacion de la cepa de hongos levaduriformes Saccharomyces
cerevisiae IMR 1181 (SC 1181) y enzimas Cellic Ctec 2
Para la optimizacién de la produccion de bioetanol 2G, se realizaron experiencias

empleando la misma conservacion de cepa de hongos levaduriformes y complejo enzimatico

utilizado en trabajos anteriores para la produccion de bioetanol.
4.3.3 Estrategia de sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF)

4.3.3.1 Produccion de bioetanol 2G

En la produccién de bioetanol 2G a través de la estrategia SSF, la glucosa liberada
por el complejo enzimatico durante la hidrolisis se metaboliza directamente a etanol por las
levaduras Saccharomyces cerevisiae. La glucosa se consume continuamente del medio,
disminuyendo la inhibicién del producto final. Por lo tanto, se obtiene una reduccién del tiempo
total de proceso y mayores rendimientos de etanol (Cheng et al. 2017). La Tabla 10
proporciona los rendimientos promedio de bioetanol 2G obtenidos experimentalmente al variar
la carga enzimatica y la temperatura. En SSF, la hidrélisis enzimética de la fraccion sélida
controla el rendimiento de produccion total de etanol (Olofsson et al. 2008b).

Tabla 10. Resultados de los rendimientos de bioetanol obtenidos mediante la sacarificacion y
fermentacion simultaneas (SSF) de una pulpa soda-etanol de aserrin de pino (bioetanol teérico
11,36 gL ™).

T Tiempo 4 8 12 16 24 48 72

(°C) Carga enzimética = 30 FPU g~' Glucanos




Yorr (%) 11,11 29,51 3536 47,28 50,06 n.d. 81,00

Per (gL' h7") 0,32 0,42 0,34 0,34 0,24 nd. 0,13

Concentracién de levadura (gL™") n-d- 18 193 294 373 366 3,80

Etanol producido (gL™") 1,34 1,74 1,85 570 492 8,28 9,07

370G Yerr (%) 11,82 15,35 16,32 43,27 50,20 72,87 79,82

Per (gL' h™) 0,34 0,22 0,15 036 0,21 0,17 0,13

Concentracion de levadura (gL™") 1,54 1,78 1,88 2,75 3,24 3,63 3,73

Etanol producido (gL™") 2,62 4,13 5,15 6,81 7,22 7,93 8,08

390G Yerr (%) 23,07 36,36 4538 59,92 6351 69,83 71,1

Per (L' h™) 0,66 0,52 0,43 043 0,30 0,17 0,11

Concentracién de levadura (gL™") 1,21 2,16 2,32 293 3,34 3,48 3,48
Carga enzimética = 20 FPU g™ glucanos

Etanol producido (gL™") 1,75 2,37 3,05 366 4,12 nd. 587

a5 oc Yerr (%) 12,7 20,86 26,82 32,20 3626 n.d. 51,63

Per (L™ D7) 0,44 0,30 0,25 0,23 0,17 n.d. 0,08

Concentracion de levadura (gL™") n.d. 1,77 2,03 209 326 39 3,99

Etanol producido (gL™") 0,61 1,72 3,20 3,98 456 4,83 5,98

37 0C Yerr (%) 537 15,13 28,19 35,06 40,13 4253 52,61

Perr (gL' h7™) 015 022 027 025 019 010 0,08

Concentracion de levadura (gL™") 1,45 1,63 1,88 2,07 3,10 3,69 3,95

Etanol producido (gL'1) 1,75 3,01 3,91 515 496 5,57 5,55

39 oC Yerr (%) 15,41 26,46 34,38 4534 43,63 48.99 48,84

Perr (gL' h7™) 044 038 033 032 021 0712 0,08

Concentracion de levadura (gL'1) 1,15 2,11 2,13 2,78 3,03 3,67 3,81
Carga enzimatica = 10 FPU g~ glucanos

Etanol producido (gL'1) 0,57 1,19 1,25 1,87 2,41 n.d. 2,62

35 oC. Yprr (%) 5,04 9,50 11,89 16,41 21,18 n.d. 23,07

Perr (gL' h7™) 0,14 015 010 0,12 010 nd. 0,04

Concentracion de levadura (gL'1) n.d. 0,88 1,06 1,40 2,89 3,43 3,77

Etanol producido (gL'1) 0,00 0,46 1,48 1,74 2,09 3,03 3,82

37 0C Yerr (%) 0,00 4,06 13,03 15,31 18,41 26,69 33,59

Perr (gL' h7™) 0,00 006 012 0,11 009 0,06 0,05

Concentracion de levadura (gL'1) 0,65 1,61 0,99 1,39 245 3,21 3,85

39°C Etanol producido(gL™) 1,02 1,61 1,91 245 236 2,22 2,00

Yerr (%) 9,02 14,11 16,77 21,56 20,79 19,52 17,62



Per (L' h7") 0,26 0,20 0,16 0,15 0,10 0,05 0,03
Concentracién de levadura (gL™") 0,62 1,88 1,37 1,14 2,71 3,31 3,74

N.d: no determinado

Los resultados demuestran que la variacion de la carga enzimatica juega un papel
fundamental en la produccion de bioetanol ya que altas cargas enziméticas generan mayores
concentraciones de levadura. Por ejemplo, con 30 FPU g* de glucanos a las 16 h, las
concentraciones de levadura oscilaron entre 2,75y 2,94 gL™. Sin embargo, utilizando 10 FPU
g~ de glucanos, es posible obtener concentraciones de levadura entre 1,14y 1,40 gL ™" a las 16
h. Esta diferencia influye notoriamente en el rendimiento de bioetanol.

Comparando rendimientos a las 72 h para las tres temperaturas y cargas enzimaticas,
es notorio el incremento con el cambio de carga. Sin embargo, el incremento no es uniforme.
Con cargas enzimaticas bajas (10 a 20 FPU g~ glucanos), los porcentajes son del 124% (35
°C), 57% (37 °C) y 177% (39 °C), mientras que con cargas superiores (20 a 30 FPU g~' de
glucanos), son 57% (35 °C), 52% (37 °C) y 46% (39 °C). Otros estudios encontraron resultados
similares al variar la carga de enzimas, con una fuerte correlacion positiva entre la carga de
enzimas y el rendimiento de etanol (Linde et al. 2007; Xue et al. 2012).

El andlisis de productividad también muestra que 37 °C produce los mejores
resultados. La productividad aumenta en un 25% al cambiar de 35 °C a 37 °C para 10 FPU g™’
de glucanos, pero no hay cambios para 20 y 30 FPU g~' de glucanos. Sin embargo, al subir la
temperatura de 37 °C a 39 °C, hay una disminucién de la productividad para 10 y 30 FPU g™’
(valores extremos) y no hay cambios para 20 FPU g™ de glucanos.

El principal interés de esta serie de trabajos es el aprovechamiento del aserrin de pino
para la obtencion de bioproductos, entre ellos el etanol. La evaluacion involucré el efecto de la
temperatura, la carga enzimatica y el tiempo en este sustrato en particular a una baja
concentracion de celulosa hidrolizable (CH). En el trabajo anterior con el mismo sustrato, a 37
°C con 30 FPU g~" de glucanos y 1% de CH, se logré una concentracién de etanol de 5,68 g/L
(100% de rendimiento) (Mendieta et al. 2021). En este trabajo, la concentracion tedrica maxima
(2% CH) fue de 11,36 g/L. A las 72 h, 81% fue el rendimiento maximo obtenido en condiciones
Optimas (es decir, 9,21 g/L de etanol). La diferencia de rendimiento se debe a la mayor
concentracion que, aunque todavia baja, ya muestra dificultades de agitacién con el sistema de
laboratorio utilizado.

La temperatura produce incrementos mucho mas pequefios, pero a 37 °C parece la
mejor opcion. Cuando se usa Saccharomyces cerevisiae, el rango habitual del proceso SSF es
de 35 a 37 °C, mientras que la temperatura de operacion de la levadura aproximadamente es
de (30 a 32 °C) y la temperatura Optima de trabajo para el proceso de hidrélisis enzimatica es
50 °C (Barboza- Devos and Colla 2022).



Dada la recalcitrancia de las maderas blandas, la obtencién de altos rendimientos de
etanol implica un alto requerimiento de carga enzimatica (Stephen et al. 2012). El inconveniente
es que las enzimas componen el mayor costo de hidrdlisis, por lo que es necesario reducirlo
para que la hidrolisis enzimatica sea econdomicamente factible (Xue et al. 2012).

Algunas alternativas son el reciclaje de la enzima (Xue et al. 2012) y el uso de
levaduras de fermentacion de celobiosa (por ejemplo, Brettanomyces clausulanii) (Olofsson et
al. 2008b), entre otras.

4.3.4 Diseiio experimental

4.3.4.1 Modelo completo
El andlisis del disefio completo dio como resultado el modelo representado por la

Ecuacion 25 (en variables transformadas, R* = 93.5).

2 don
- 18.34*t

de
T: temperatura; t: tiempo; Ez: carga enzimatica.
El ajuste de la ecuacion para los rendimientos de fermentacion (observados vs.

predichos por el modelo) se muestra en la Figura 26.
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Figura 26. Rendimiento de bioetanol observado versus predicho por la Ecuacién 25

El modelo indica que la temperatura tiene una influencia menor. Ademas, la
interaccion primaria implica tiempo. Esta interaccion muestra que el efecto de la temperatura en
el sistema es mucho mas fuerte en tiempos altos, lo que evidencia que el proceso requeriria un
ajuste de temperatura en algun punto intermedio.

El tiempo muestra una tendencia cuadratica, lo que significa que la produccion se
detiene antes de las 72 h Sin embargo, los datos experimentales muestran rendimientos
maximos al final de la reaccion, lo que indica que el modelo falla en tiempos altos. Para
comprender mejor el proceso, se decidid dividir el disefio completo en dos modelos separados
(tiempos cortos y largos).

4.3.4.2 Modelo |
Para tiempos bajos, la ecuacion del modelo ajustado para la variable respuesta Ypr
(%) en variables transformadas (R? = 96.3) involucra los tres factores (carga enzimatica,

temperatura y tiempo) y sus interacciones, mostrando una forma cuadratica (Ecuacioén (27)).

Yerr Modelo 1 (%0) = 32.3 + 14.8x*Ez + 3.80xT + 8.90xt + 1.87XEzxT + 2.93xEzxt + Ec. 27
4.65xT? =97 xt?

La Figura 27 representa el modelo de rendimiento obtenido con la estrategia SSF, con
variaciones de la carga enzimatica entre 10-30 FPU g~' glucanos, en un tiempo 8—-24 h a una

temperatura de 39 °C.
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Figura 27. Contorno de superficie de respuesta estimada del Modelo | (39 °C).

Para realizar su funcion de manera eficiente en un tiempo relativamente corto, tanto la
enzima como la levadura requieren que los parametros del proceso estén en sus condiciones
Optimas. Como la enzima trabaja a T = 50 °C, y la levadura soporta un maximo de T = 39 °C, el
rendimiento maximo encontrado por el disefio experimental corresponde al limite superior (+1)
para los tres factores, es decir con una carga enzimatica de 30 FPU g~' glucanos, 39 °C de
temperatura durante 24 h.

En las primeras horas del proceso (antes de las 24 h), la enzima requiere sus
condiciones 6ptimas para despolimerizar la celulosa en mondmeros de glucosa lo més rapido
posible para que la levadura pueda convertirla en moléculas de etanol.

Los valores de rendimiento de fermentacion calculados por el modelo se ajustan a los
valores experimentales (Figura 28). Es decir, los rendimientos de fermentacion obtenidos por el
modelo y experimentalmente en 24 h son de (63,2 y 63,5) %, respectivamente, con una carga
enzimética de 30 FPU g™" de glucanos y a 39 °C.
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Figura 28. Rendimientos de fermentacion experimentales y teéricos (calculados con el Modelo
)a39-°C

4.3.4.3 Modelo I

Este modelo se obtuvo utilizando la estrategia SSF por periodos prolongados (24 h,

48 h y 72 h). Todos los factores e interacciones estudiados influyen significativamente en la



variable respuesta Ypr (%). El modelo ajustado con variables transformadas (R* = 95.8) se
presenta en la Ecuacion (28).

Yt Modelo i (%) =452 +22.7x Ez + 5.56xt + 5.15xEzxt =3.41xTxt Ec. 28

La Figura 29 muestra la representacion del modelo de rendimiento de fermentacion en
la estrategia SSF con variaciones de la carga enzimatica entre 10-30 FPU g™’ de glucanos y
temperaturas entre 35—-39 °C a las 72 h.
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Figura 29. Contorno de la superficie de respuesta estimada del Modelo Il (72h)

Como se ve en la Ecuacion (28), luego de las 24 h iniciales, la temperatura no tiene
un efecto significativo en el rendimiento del proceso de fermentacién (solo actla a través de
una leve interaccién con el tiempo), por lo que tanto la enzima como la levadura no requieren
de temperaturas Optimas de trabajo para llevar a cabo su funcién. Sin embargo, los resultados
son ligeramente mejores en el limite inferior de temperatura (-1 = 35 °C).

La carga enziméatica maxima es necesaria para maximizar la despolimerizacion de la
celulosa en monémeros de glucosa, con el mejor rendimiento a las 72 h de reaccion (+1 = 30
FPUg™ glucanos).

Durante 72 h, el rendimiento de fermentacion tedrico obtenido por el Modelo Il es de
81,9%, mientras que el valor experimental es de 81,0%, con una carga enzimatica de 30 FPU
g™ de glucanos a 35 °C.



Los valores de rendimiento de fermentacion calculados por el modelo se ajustan a los
valores experimentales (Figura 30). Es decir, los rendimientos de fermentacion obtenidos por el
modelo y experimentalmente en 72 h son de 81,9 y 81,0%, respectivamente, con una carga
enzimatica de 30 FPU g~' de glucanos y a 35 °C.
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Figura 30. Rendimientos de fermentacion experimentales y tedricos (calculados con el Modelo
II) a 35°C

4.4 Conclusion

La pulpa de pino soda-etanol es un sustrato adecuado para la produccién de bioetanol
2G. Dada la baja consistencia de la pulpa, se obtuvieron buenos rendimientos de bioetanol
para esta especie de pino altamente recalcitrante utilizando la estrategia SSF.

La carga de enzimas y la temperatura definen el nivel de fermentacion al final de la
reaccion. El complejo enzimatico mostré un buen desempefio en el proceso SSF a pesar de
usar temperaturas mas bajas que las 6ptimas (35—-39 °C) para el proceso de sacarificacién.

Los valores de rendimiento de fermentacion calculados se ajustan a los valores
experimentales, estableciendo la validez de los modelos obtenidos. Los valores éptimos de
rendimiento de fermentacion fueron 63,2% y 81,9% para los Modelos | (tiempos cortos) y Il
(tiempos largos), respectivamente. Las mejores condiciones encontradas por los disefios
experimentales fueron 30 FPU g™ glucanos, 39 °C y 24 h para el Modelo I, y 30 FPU g™’
glucanos, 35°Cy 72 h para el Modelo II.



El aserrin de pino es un recurso abundante. Es voluminoso, humedo y en general
disperso geograficamente, lo cual complica su uso como recurso energético. Se demostré que
el procesamiento de soda-etanol es un pretratamiento adecuado para esta biomasa
recalcitrante. El principal interés de esta serie de trabajos realizados en el capitulo 3y 4, es el
uso de aserrin de pino pretratado con soda-etanol para la obtencion de bioetanol. Este estudio
permite definir condiciones adecuadas para cada lapso del procesamiento de SSF, que se
pueden ajustar para lograr la maxima produccion de bioetanol.

Los resultados obtenidos permiten definir las mejores condiciones de trabajo para el
estudio de cambio de escala, el cual se realizara a una consistencia de pulpa del orden de
12,5% (10% de CH). Por otro lado, es necesario evaluar varias perspectivas en futuras
investigaciones para reducir los costos de produccién de bioetanol 2G, como es el reciclaje de

las enzimas.



CAPITULO 5. PRODUCCION DE BIOETILENO 2G

5.1 Objetivo

Para el proceso de deshidratacion (figura 31), el objetivo fue evaluar la temperatura
en la cual se logra la mayor conversion de etanol y selectividad de etileno, empleando bioetanol
2G y etanol comercial (como referencia) con catalizadores comerciales. Estas experiencias se
desarrollaron en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias Aplicadas (CINDECA),
ubicado en la ciudad de La Plata, bajo el permanente acompafamiento del Dr. Gerardo Santori.
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Figura 31. Esquema de la produccion del bioetileno de 2G



5.2 Materiales y métodos

El bioetanol producido en la estrategia SSF se recuper6 por destilacion fraccionada
como se muestra en la figura 32.

Proceso de destilacion fraccionada

‘ ;: P g
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Figura 32. Proceso de recuperacion del bioetanol de 2G por destilacion fraccionada

Para el proceso de deshidratacién, se empleé el bioetanol de 2G y etanol comercial
(como referencia) con catalizadores comerciales Y-Al,O; zeolitas ZSM-5 (SiO, /Al,O3) = 23
molar, YCBV-500 (SiO»/Al,03) = 5,2 molar como se observa en la figura 33. También se usaron
zeolitas protonadas (HZSM-5 y HYCBV-500) con un tratamiento de calcinacion y las siguientes
condiciones de operacion: T=550 °C, t=2h, 2 °C/min. La dosificacién del catalizador fueron: 400
mg, 200 mg y 100 mg. El objetivo del tratamiento de calcinacién en las zeolitas es transformar
la zeolita comercial que presenta amonio (NH4-ZSM-5) en forma de protdbn mediante una
calcinacion a 550 °C durante 2 horas, alcanzando una rampa de calentamiento de 2 °C/min, de
la misma manera se realiz6 con la zeolita YCBV-500 (Vie and Spangsberg 2011).



Zeolitas protonadas (HYCBV-500 y HZSM-5)

L e ==
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Figura 33. Catalizadores empleados en el proceso de deshidratacion

5.2.1 Caracterizacion de los catalizadores

5.2.1.1 Técnica de desorcién de piridina por FTIR para determinacién de sitios acidos

Para la caracterizacion de los catalizadores, zeolitas (YCBV-500, y ZSM-5) y las
zeolitas protonadas (HZSM-5 y HYCBV-500), se empled la técnica de desorcién de piridina por
FTIR en un espectrofotémetro Thermo Scientific Nicolet 1S10, con el fin de evaluar la
determinacion de sitios activos. Para ello, se prepararon pastillas autoconsistentes del material
puro entre 14 y 59 mg. Luego, se colocaron dentro de una celda con ventanas de CaF,
conectada a una linea de vacio y se mantiene a 400 °C y 10 Torr por 6 h. Se procede a
realizar lecturas de fondos (desorcidon de agua). Posteriormente, las pastillas se ponen en
contacto con piridina (3 Torr) a temperatura ambiente durante 12 horas. Finalizado ese periodo,
se desorbe la molécula sonda durante 1 h a 10™ Torr a 250, 350 y 400 °C, realizandose las
lecturas en cada caso. Los sitios 4cidos fueron identificados teniendo en cuenta los picos
(alrededor de 1545 para Bronsted y 1455 para Lewis). Para la cuantificacion se utilizo el area
una vez restados los fondos.

Cuando la molécula de piridina (Py) adsorbida interacciona con un centro acido
Brensted (B) se produce la protonacion de la base, dando lugar al catién piridinio (PyH" ), esta
especie presenta una banda caracteristica a 1550 cm™ en el espectro FTIR. Mientras que,

cuando la interaccion tiene lugar en un centro acido Lewis (L), la piridina queda coordinada al



centro acido por donar un par electronico al atomo metélico (PyL), observandose en este caso
una banda caracteristica a 1450 cm™ .

5.2.1.1 Sortometria de nitrogeno (método BET) para determinacién de area superficial y
geometria de poros

Para la caracterizacion de los catalizadores zeolitas (YCBV-500, y ZSM-5) y las zeolitas
protonadas (HZSM-5 y HYCBV-500), se empled Sortometria de nitrgeno mediante isotermas
de (adsorcion/desorcién) por el método de BET para la determinacion de propiedades
texturales (area superficial y geometria de poro).

La sortometria de nitrégeno se realizé con un equipo Micromeritics ASAP 2020, en el
Centro Cientifico Tecnolégico (CCT) de Santa Fe. Previo a la adsorcién, las muestras se
evacuaron a 423 K y 107 Pa de vacio durante 8 h. Luego, se registraron las isotermas de
adsorcion-desorcion a 77 K en una presion relativa oscila entre 107 y 0,975. El volumen total
de poros se midié segun la regla de Gurvich en el P/P° = 0,975, y el area superficial se estimé

con el modelo BET.

5.2.2 Caracterizacién de bioetanol y productos de reaccion

La cuantificacion del etanol y de los productos de reaccién (etileno y dimetileter) se

realiz6 por cromatografia de gases empleando un Shimadzu GCMS QP5050A (figura 34),

equipado con una columna capilar PE-Elite-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,5 micrones) y un detector
FID.




Figura 34. Cromatégrafo de gases (Shimadzu GCMS QP5050A) para cuantificar etanol y

productos de reaccion (etileno y dimetileter)

5.2.3 Proceso de deshidratacion de bioetanol de 2G

Para la reaccién de deshidratacion de etanol (figura 35), se utiliz6 un reactor
convencional de lecho fijo que consiste en un tubo de cuarzo de 6 mm de diametro externo,
provisto de un horno calefactor (marca Estigia), un controlador de temperatura (marca Ferca) y
un sistema de toma de muestra gaseosa mediante un septum a la salida del mismo. El equipo
consta de una alimentacion de nitrdgeno mediante una valvula on-off y una valvula reguladora
de caudal (ambas marca Swagelock). El nitrégeno se hace burbujear en un reactor de vidrio
(marca Buchiglass) conteniendo el etanol a una temperatura de 25 °C. La salida del mismo se
acopla al reactor de lecho fijo mediante una conexién con un tubo de poliamida de 6 mm de
diametro externo. La reaccién fue estudiada desde 150 °C y hasta 400 °C, con una masa de

catalizador entre 100 mg y 400 mg y un caudal total entre 20 y 60 cm*/min.




Figura 35. Esquema del proceso de deshidratacion de bioetanol para la produccién de
bioetileno

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Caracterizacion de los catalizadores

Para la caracterizacion de las zeolitas se empled la técnica desorcion de piridina por
FTIR para determinar la cuantificacion de sitios activos (Bronsted y Lewis) y la sortometria de
nitrégeno (método BET) para determinacion de area superficial y geometria de poros.

5.3.1.1 Técnica de desorcién de piridina por FTIR para determinacién de sitios acidos

Las zeolitas son aluminosilicatos en los que la sustitucion isomorfica de silicio (Si*")
por aluminio (A*") genera una carga negativa en la red cristalina. La carga negativa generada
puede compensarse por un protén o por cationes metalicos u organicos. En el caso de que los
cationes de compensacion sean protones, se generan centros de tipo acido Bronsted (Wright
and Lozinska 2011). Los centros acidos proténicos (H') se generan directamente por la
calcinacién de las zeolitas sintetizadas empleando agentes directores de estructura organicos.
En este trabajo se emplearon zeolitas ZSM-5 (SiO, /Al,03) = 23 molar, YCBV-500 (SiO,/Al,03) =
5,2 molar y también se usaron zeolitas protonadas (HZSM-5 y HYCBV-500) con un tratamiento
de calcinacion con el fin de generar centros acidos protonicos (H*), cationes de tipo acido
Bronsted, empleando las siguientes condiciones de operacién: T=550 °C, t=2h, 2 °C/min.

Para la técnica desorcion de piridina por FTIR, se realizaron las mediciones sobre 4
muestras (ZSM-5, YCBV-500, HZSM-5 y HYCBV-500). En la tabla 11 se detalla la
cuantificacién de los sitios 4cidos de Bronsted y Lewis expresados en unidades de mmol /g (mili
mol de piridina por gramo de catalizador) a 250, 350 y 400 °C. Las mediciones de cada ensayo

se realizaron por duplicado.

Tabla 11. Propiedades acidas de las muestras de zeolitas comerciales, antes y después del
tratamiento de calcinacion

Muestras Acidez Brénsted (mmol Py g) Acidez Lewis (mmol Py g™%)

250 °C 350 °C 400 °C 250°C 350°C 400 -°C




YCBV-500 0,301 0,220 0,160 0,100 0,097 0,092

HYCBV-500 0,258 0,016 0,108 0,101 0,080 0,068

ZSM-5 0,545 0,386 0,323 0,013 0,008 0,008

0,321 0,272 0,231 0,049 0,050 0,044
HZSM-5

Los sitios acidos fuertes de Bronsted y Lewis son los sitios que quedan a 400 °C, en
particular, zeolitas originales tienen mayor cantidad de sitios acidos Bronsted que Lewis. Los
sitios acidos de Bronsted juegan un papel vital para la activacion del bioetanol a hidrocarburos
(en particular bioetileno), ya que son considerados como los principales sitios activos
requeridos para la reaccion de deshidratacion (Madeira et al. 2009). En la tabla 11 se observa
gue en las dos zeolitas originales (ZSM-5 y YCBV-500), hay mayores sitios acidos de Brénsted
que Lewis a 400 °C, favoreciendo la reaccion. Denise Fan et al (Fan et al. 2013b) comentan
gue a 300 °C, la HZSM-5 puede alcanzar un nivel de conversion de etanol del 98 % y una
selectividad de etileno del 95%. La principal desventaja de la HZSM-5 es su acidez, que reduce
su estabilidad y resistencia a la coquizacion (Fan et al. 2013b). Si observamos la tabla 11, tanto
para la zeolita YCBV-500 como la ZSM-5, el tratamiento de calcinacion aplicado en ambas
(HYCBV-500 y HZSM-5) permitié disminuir sus propiedades acidas, favoreciendo su estabilidad
para lograr mayor conversién de etanol y rendimiento de etileno, obteniendo 96,6% rendimiento
de etileno y 96,6% de conversion de etanol a 290 °C empleando HZSM-5, en comparacion de
la zeolita ZSM-5 sin calcinar, que obtuvo un 95,62% de rendimiento de etileno y un 95,6% de
conversion de etanol pero a una temperatura de 420 °C. Lo mismo ocurrié con zeolita HYCBV-
500 tratada, que arrojé un 97,70% rendimiento de etileno y un 96,66% de conversion de etanol
a 440 °C, en comparacion con la zeolita YCBV-500 sin calcinar, que presenté un 95,7% de
rendimiento de etileno y un 95,7% de conversion de etanol a 470 °C, quedando demostrado
gue el tratamiento de calcinacién favorecio la deshidratacion de etanol empleando menores
temperaturas de reaccion. Otros autores como Zhang et al (Zhang et al. 2008) y Ramesh et al
(Ramesh et al. 2010) encontraron como solucién que la modificacion con fésforo en la zeolita
HZSM-5 permite reducir la acidez, obteniendo una alta selectividad de etileno (99,8%), al
mismo tiempo que aumentaba la capacidad anticoquizante. Estos resultados fueron
compensados con la temperatura de reaccién, ya que eran necesarias temperaturas de 300 °C
o superiores. La modificacidon del lantano fue reportada por Mao et al. (Le Van Mao et al. 1989)

y Ouyang et al. (Ouyang et al. 2009) (2009) para mejorar la capacidad catalitica a bajas



temperaturas. Asi, Zhan et al. (Hu et al. 2010) investigaron las propiedades de la HZSM-5
modificada con lantano-fésforo. La zeolita HZSM-5 comercial se impregn6é con HzPO, y La
(NO3)s, se agité y evapord, luego se seco y calcind para producir La-P-HZSM-5 de diferentes
composiciones. La mas favorable de las composiciones fue 0,5% La-2 % P-HZSM-5, que
alcanzo una selectividad de etileno del 99,9% con una conversion de etanol del 100% a 240 °C.

Otro factor importante a tener en cuenta en las zeolitas es la relacion SiO, /Al,Os,
cuanto mayor sea la relacion SiO, /Al,O3;, menor numero de centros acidos Bronsted tendra la

red, pero su fortaleza acida serd mayor por el efecto de aislamiento de los grupos AlO4

(Franco 2015). Esto se ve reflejado en ambas zeolitas. Si observamos la zeolita original (YCBV-
500), frente a la zeolita protonada (HYCBV-500), hay menor nimero de centros acidos
Bronsted en la muestra protonada frente a la muestra original (0,108 y 0,160, respectivamente),
favoreciendo la conversion de bioetanol a bioetileno. De la misma manera ocurre con la zeolita
original ZSM-5 y la muestra protonada (HZSM-5), (0,323 y 0,232), respectivamente.

Otro factor importante en las zeolitas es la adsorcién selectiva molecular que puede
realizarse dependiendo de la hidrofobicidad/hidrofilicidad. Generalmente, las zeolitas con baja
relacion SiO, /Al,O3; son mas hidréfilas por la interaccion dipolar con los campos electrostaticos
localizados entre los cationes de compensacion de carga y las cargas negativas en la red
(Rodriguez 2014). En el caso contrario, las zeolitas con mayor relaciéon SiO, /Al,Os, incluso
puramente siliceas, presentan mayor hidrofobicidad. Por esta razén, la zeolita ZSM-5 (SiO,
/Al,O3; = 23 molar) presenta mejores conversiones de bioetanol y selectividad de bioetileno, ya
gue presenta mayor capacidad de repeler las moléculas de agua, permitiendo una
deshidratacién mas rapida del bioetanol frente a la zeolita YCBV-500 (SiO,/Al,O3 = 5,2 molar).

El mecanismo de deshidratacion de etanol para formar etileno mediante un
catalizador &cido se representa como la figura 36. La zeolita acida primero protona el grupo
hidroxilo, que sale como una molécula de agua. La base conjugada de la misma luego
desprotona al grupo metilo y el hidrocarburo se reorganiza en etileno. La reaccién es
endotérmica y, debido a esto, la temperatura de reaccion éptima es bastante alta, entre 300 y
500 °C. ElI mantenimiento de la temperatura de reaccién constituye gran parte del costo de
energia en la aplicacion industrial de la reaccién, ya que las reacciones competitivas en éter
dietilico o acetaldehido se favorecen fuera del rango de temperatura y, por lo tanto, disminuyen
el rendimiento de etileno, esta disminucion se puede observar en las figuras 42, 43, 44 y 45, a
temperatura menores a 300 °C. El etanol se deshidrata en el intermediario dimetil éter (DME) y

luego este se deshidrata hasta formar el producto obijetivo (etileno).
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Figura 36. Mecanismo de deshidratacion de etanol a etileno mediante una zeolita acida

5.3.1.2 Sortometria de nitrégeno (método BET) para determinacion de area superficial y
geometria de poros

Con esta herramienta de caracterizacibn podemos determinar las isotermas de
adsorcioén, que se definen como la relacién general entre la cantidad de gas adsorbido por un
solido a temperatura constante, como funcion de la presion del gas. También pueden definirse
como la relacion en equilibrio entre la cantidad de gas adsorbido y la presién del gas a
temperatura constante. Mediante el estudio de isotermas de adsorcion y desorcion de N, de la
zeolita original (YCBV-500 y ZSM-5) y las muestras protonadas (HYCBV-500 y HZSM-5), se
pudo observar que corresponden a isotermas del tipo |, caracteristicas de estructuras
microporosos (figuras 37 y 38, respectivamente). Este tipo de isotermas se obtiene cuando p/po
<1 and c > 1 en la ecuacién BET, donde p/po es el valor de presion parcial y ¢ es la constante
BET, la cual esta relacionada con la energia de adsorcién de la primera monocapa y varia de
sélido a solido (van Koningsveld et al. 1990). Los materiales microporosos, con diametros de
poro menores a 2 nm, presentan este tipo de isoterma.

Es importante tener en cuenta la importancia de la estructura de poros y el area
superficial, ya que los poros suficientemente anchos permiten el pasaje de reactivos y
productos, y a su vez, la velocidad de conversion de reactivos es directamente proporcional al
area superficial especifica. Se puede observar en la tabla 12 que tanto el area superficial BET,
la superficie externa, el area de microporo, como su volumen, son valores muy similares para la
muestra de zeolita antes y luego de ser calcinada (YCBV-500 y HYCBV-500). Sin embargo,
para la zeolita ZSM-5 original y la muestra protonada HZSM-5, hay un aumento en la superficie
BET como en la superficie externa, la zeolita original (ZSM-5) presenta 225,8512 m?g y con el
tratamiento de calcinacion (HZSM-5), aument6 la superficie de BET a 245,2207 m?/g. Lo mismo
ocurre con la superficie externa, la muestra original (ZSM-5) presenta 37,8429 m%g y la
muestra con el tratamiento de calcinacién (HZSM-5) presenta un aumento a 74,1937 m?/g, esto
nos da un indicio que el tratamiento empleado para protonar a la zeolita contribuyé a un
aumento del area superficial del catalizador y del area de la superficie externa, lo que se ve
reflejado en los resultados del rendimiento de bioetileno: con la zeolita HZSM-5, la conversiéon
de etanol alcanz6 un 96,6%, selectividad de etileno 100% a una temperatura 290 °C), mientras
gue con la zeolita original ZSM-5, la conversion de etanol es de 95,6%, selectividad de etileno
100% a una temperatura de 420 °C, quedando demostrado que el tratamiento de calcinacién
favorecid la reaccién de deshidratacion permitiendo una conversion mas rapida de reactivo
(etanol) a etileno empleando menor temperatura, con lo que implica a mayor escala de

produccion, una disminucion en el costo del proceso.



Tabla 12. Propiedades fisicas de las muestras de zeolitas comerciales antes y después del

tratamiento de calcinacion.

Muestra S ger (M° /g) S exr (M? /g) Vie (cm® /g) A we (M? /g)
YCBV-500 381,2908 50,9945 0.2088 330,2963
HYCBV-500 374,1556 51,7829 0,2041 322,3728
ZSM-5 225,8512 37,8429 0,1202 171,0270
HZSM-5 245,2207 74,1937 0,1126 188,0082
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Figura 37. Isotermas de desorcion de las muestras de zeolitas comerciales, antes y después
del tratamiento de calcinacion.
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Figura 38. Isotermas de adsorcion de las muestras de zeolitas comerciales, antes y después

del tratamiento de calcinacion.

5.3.2 Proceso de deshidratacion. Caracterizacion de etanol (como referencia),
bioetanol y productos de reaccion

En la produccién de etileno comercial y bioetileno de 2G, ocurre un proceso de
deshidratacion del etanol y el bioetanol de 2G mediante una absorcién de energia, en donde
se requieren altas temperaturas de reaccién para obtener el producto objetivo (etileno y
bioetileno) (Yakovleva et al. 2016a). Es muy importante tener en cuenta la temperatura para
obtener selectivamente el producto porque el etileno es generado como producto principal a
temperaturas cercanas a 300 °C, pero el éter se obtiene como subproducto principal por
debajo de 300 °C, con cantidades relativamente pequefas de acetaldehido (Zhang and Yu
2013), ademas de ciertos hidrocarburos como etano, butileno, metano, propileno y gases como
CO;, CO y H, (Galvita V. V. et al. 2001). No obstante, la mayor parte del mecanismo de la
reaccion de deshidratacion del etanol considera principalmente sélo la formacion de etileno y
éter.

La tabla 13 proporciona las conversiones de etanol comercial (usado como
referencia) y selectividades de etileno con una dosificacion de 400 mg para cada catalizador

empleado.

Tabla 13. Resultados conversion de etanol y selectividad de etileno

RETILENO (%) X (%) TREACCION (OC)




Catalizadores

Y-ALO3 98,5 98,5 395
YCBV-500 95,7 95,7 470
ZSM-5 95,6 95,6 420
HZSM-5 96,6 96,6 290
HYCBV-500 97,7 96,7 440

X(%): % Conversion de etanol

Segun Madeira y colaboradores (Madeira et al. 2009), la transformacion del etanol en
compuestos de hidrocarburos requiere sitios acidos de Brgnsted como los principales sitios
activos en los catalizadores de zeolita y que la transformacién ocurra por etapas. El etanol
primero se deshidrata para formar etileno directamente o DEE dependiendo de la fuerza de los
sitios acidos de Brgnsted. La formacién de etileno requiere sitios acidos mas fuertes que la
formacién de DEE. Sin embargo, Nguyen y Le Van Mao (Nguyen and Le Van Mao 1990)
demostraron que la temperatura de reaccién también juega un papel importante. Seguin estos
autores, a temperaturas de 250 a 270 °C, el etanol sufre una transformacioén inicial en DEE
seguida de una deshidratacion posterior en etileno. Si observamos las graficas 39, 40, 41, para
la produccion de etileno empleando Y-Al,O3;, ZSM-5, HZSM-5, YCBV-500, HYCBV-500, a
temperatura menores a 300 °C, el etanol se deshidrata en el intermediario DEE y luego este se
deshidrata hasta formar el producto objetivo (etileno).

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten confirmar las conclusiones
bibliogréficas, denotando que la temperatura juega un papel importante en la reaccién, como
asi también la relacion SiO,/Al,0;. Cuanto mayor es la relacién zeolita HZSM-5 (SiO,/Al,0; = 23
molar) frente a HYCBV-500 (SiO,/Al,0; =5,2 molar), mayor es la fortaleza acida por efecto del

aislamiento de los grupos AlO4, y por lo tanto, se favorece la conversion de etanol a menor

temperatura de reaccion, dando 96,6% de conversién de etanol y 96,6% de rendimiento de
etileno a una temperatura de reaccion de 290 °C con la zeolita HZSM-5. Para la zeolita
HYCBV-500, la conversién de etanol es de 96,7% con 97,7 % de rendimiento de etileno, pero a
una temperatura cercana a los 400 °C. Otro factor importante que favorece la reaccion de
deshidratacién es la relacion de hidrofobicidad en las zeolitas. La zeolita original ZSM-5 y la
muestra tratada, que presentan mayor relaciéon SiO,/Al,0s;, son mas hidrofdbicas, permitiendo
una deshidratacion mas rapida del bioetanol, con lo que se puede observar en la tabla de

resultados. El tratamiento de calcinacién mejoré notablemente el area superficial y el tamafio

del microporo. El &rea superficial de la zeolita original (ZSM-5 es de 225,8512 m2/g y el tamafio
de microporo es de 171,0270 m2/g, mientras que para la zeolita protonada (HZSM-5) aumento

a 245,2207 m2/g y 188,0082 m2/g, respectivamente.
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. Mecanismo de deshidratacion de etanol empleando ZSM-5 como catalizador
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Figura 41. Mecanismo de deshidratacion de etanol empleando HYCBV-5 como catalizador

Es importante destacar que la zeolita protonada HZSM-5 obtuvo una conversién de
bioetanol del 96,6% y 96,6% de rendimiento de etileno a la temperatura mas baja (290 °C), que
los otros catalizadores empleados para la reaccién y esto permite comprobar que el factor de
hidrofobicidad, a relacion SiO,/Al,0;, la fortaleza acida en Bronsted y la temperatura de
reaccion juegan un papel importante para favorecer la reaccion de deshidratacion.

El resultado obtenido con la menor temperatura de reaccion empleando zeolita
protonada HZSM-5, es comparable con los resultados obtenidos por Inaba et al. (Inaba et al.
2006), las zeolitas con alta acidez son mas selectivas a la formacion de hidrocarburos
superiores, mientras que las zeolitas de baja acidez son muy selectivo al etileno. Los autores
emplearon dos zeolitas H-ZSM-5 con relaciones SiO,/Al,0; de 29 y 40 para la conversién de
etanol a 400 °C utilizando 0,4 g de carga de catalizador. El catalizador H-ZSM-5, menos acido
(SiO2/Al,03 =40), produjo la mayor conversion de etanol frente a la del catalizador H-ZSM-5
mas &cido (SiO,/Al,0; = 29), (96,4% y 92,2%, respectivamente). Sin embargo, el primer
catalizador fue principalmente selectivo para etileno (97,6%), produciendo solo 1,7% de

olefinas C3".

5.3.2.1 Efecto de la masa de catalizador en la reaccion de deshidratacion de etanol

Para evaluar cémo influye la dosificacion del catalizador en la conversién de etanol a
etileno, se utilizd el catalizador que mejor resultado obtuvo a menor temperatura de reaccion,
variando en 100 mg, 200 mg y 400 mg de HZSM-5.

En la figura 42 se observan los resultados de la influencia en la conversién de etanol
variando la dosificacion de HZSM-5 y en la figura 43 los resultados de la influencia del
rendimiento de etileno variando la dosificacion de HZSM-5. Para una temperatura de 312 °C,

utilizando 400 mg y 200 mg se obtiene la misma conversion de etanol (100%) y un rendimiento



de etileno de 100%, mientras que empleando 100 mg la conversidon de etanol disminuyd
rapidamente a 62,6% y también el rendimiento de etileno a 44,6%, quedando demostrado que

la masa del catalizador influye el rendimiento de etileno cuando se emplean menos de 200 mg
del mismo.
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Figura 42. Influencia de la conversion de etanol variando la dosificacién de HZSM-5
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Figura 43. Influencia del rendimiento de etileno variando la dosificacion de HZSM-5



5.3.2.2 Efecto de la concentracion del reactivo en la obtencion del producto objetivo

Para evaluar el rol de la concentracion del reactivo en el mecanismo de deshidratacion
para la obtencién de etileno se utilizé el catalizador (HZSM-5), con el que mejor resultado se
obtuvo a menor temperatura de reaccion,, empleando etanol al 96% y al 53 % con una
dosificacion de catalizador de 400 mg y 200 mg.

En la figura 44 se observan los resultados de la influencia en la conversion de etanol
variando la concentracion del mismo en 96% y 53%, empleando una dosificacion de HZSM-5
de 400 mg y 200 mg y en la figura 45, los resultados de la influencia del rendimiento de etileno
variando la concentracion de etanol en 96% y 53%, empleando dosificacion de HZSM-5 de 400
mg y 200 mg.

Para una concentracién del 96% de etanol en el proceso de deshidratacion, se
obtiene aproximadamente la misma conversion de etanol empleando 400 mg y 200 mg de
HZSM-5, es decir 100%, de conversion de etanol y un rendimiento de etileno del 100% a 312
°C empleando 400 mg y 200 mg de HZSM-5. Sin embargo, si comparamos el etanol al 53% en
el proceso de deshidratacion, se obtiene una conversion del 82,2% y un 81,7% de rendimiento
de etileno a 295 °C empleando 400 mg de HZSM-5, mientras que para una dosificacion de 200
mg de HZSM-5, se logra 58,9% de conversion de etanol y 51,9 % de rendimiento de etileno a
298 °C. Con 200 mg de HZSM-5 y 53% de concentracion de etanol inicial, se logra un 91,7 %
de conversién de etanol y 91,9% de rendimiento de etileno recién a una temperatura cercana a
los 320 °C. Es decir, a menor dosificacién del catalizador y menor concentracion de reactivo, la
conversion de etanol disminuye puesto que requiere mayor temperatura para que se pueda

eliminar por completo las moléculas de agua iniciales en el etanal,
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Figura 44. Conversion de etanol a diferentes concentraciones
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Figura 45. Rendimiento de etileno variando la concentracion de etanol

En la figura 46 se observa el rendimiento de bioetileno y en la figura 47 la conversion del
bioetanol empleando las zeolitas protonadas (HYCBV-500 y HZSM-5). concluirse observa
claramente gue con la zeolita HZSM-5 obtiene un 94,6% de rendimiento de bioetileno a una
temperatura de 372 °C, mientras que al emplear la zeolita HYCBV-500 se obtiene un 85,5% de
rendimiento de bioetileno a una temperatura de 473 °C, quedando demostrado que la zeolita
HZSM-5 es el mejor catalizador empleado en estas experiencias para el proceso de
deshidratacion de bioetanol, porque a menor temperatura de reaccion, logra obtener alta
conversion de bioetanol y selectividad de bioetileno.

Si comparamos la deshidratacién de etanol comercial empleando HZSM-5 con una
dosificacién de 400 mg a 290 °C, se obtiene un 76,8% de rendimiento de etileno, mientras que
para la deshidratacion de bioetanol empleando las mismas condiciones de dosificacion de
catalizador y temperatura de reaccion, se logra un 75,8% de rendimiento de bioetileno,
guedando demostrado que la concentracién a la que se encuentra el reactivo influye en el
rendimiento del producto objetivo, porque se requiere una mayor temperatura de reaccion para
eliminar las moléculas de agua, lo que implica esta cuestion a mayor escala de produccion, un

aumento en el costo del proceso.
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5.4 Conclusién

En el proceso para la produccion de bioetileno a partir de aserrin de pino, se
realizaron experiencias con etanol comercial como referencia.

En el proceso de deshidratacion con etanol comercial, el catalizador que obtuvo

mayor selectividad de etileno y conversion de etanol a menor temperatura es el catalizador



protonado HZSM-5, a T= 295 °C, se obtuvo un 96,6% de conversion de etanol y 100% de
selectividad de etileno.

Para las experiencias de produccion de etileno, (empleando etanol comercial al 96%)
evaluando la dosificacion de catalizador, se utilizé el catalizador protonado (HZSM-5) a 400mg,
200mg y 100 mg. Como resultado, se obtuvo que a una temperatura de 312 °C, utilizando 400
mg y 200 mg, se obtiene la misma conversion de etanol (100%) y un rendimiento de etileno de
100%, mientras que empleando una dosificacion de 100 mg de catalizador, la conversion de
etanol disminuy6é rapidamente a 62,6% y el rendimiento de etileno a 44,6%, quedando
demostrado que la masa del catalizador influye en el rendimiento de etileno cuando se emplea
menos de 200 mg del mismo.

De los resultados obtenidos para la produccion de etileno empleando etanol comercial
y bioetanol de 2G, es evidente que la cantidad de agua que contiene el etanol de entrada
afecta notoriamente el mecanismo de deshidratacion, requiriendo mayor temperatura para
lograr mayores conversiones de etanol y selectividad de etileno. Con etanol comercial a una
concentracion del 96%, se obtiene aproximadamente la misma conversiébn de etanol
empleando 400 mg y 200 mg de HZSM-5, es decir 100% de conversién de etanol y un
rendimiento de etileno del 100% a 312 °C. Sin embargo, para una concentracion del 53% de
etanol en el proceso de deshidratacién, empleando 400 mg de HZSM-5, se obtiene una
conversion del 82,2% de etanol y un 81,7% de rendimiento de etileno a 295 °C y para una
dosificacién de 200 mg de HZSM-5 (etanol 53%), se logra 58,9% de conversién de etanol y
51,9 % de rendimiento de etileno a 298 °C, quedando demostrado que a menor dosificacién del
catalizador y teniendo menor concentracion de reactivo, la conversién de etanol disminuye,
puesto que requiere mayor temperatura para que se puedan eliminar por completo las
moléculas de agua iniciales presentes en el etanol. Es decir, con 200 mg de HZSM-5 y 53% de
concentracion de etanol inicial, se logra un 91,7% de conversion de etanol y 91,9% de
rendimiento de etileno recién a una temperatura cercana a los 320 °C.

Usando el catalizador protonado HZSM-5 se logré 94,6 % de conversion de etanol y
100% de selectividad de etileno a 372 °C y con el catalizador HYCBV-500, 85,5% de

conversién y 100% de selectividad de etileno a 473 °C.



CAPITULO 6. CONCLUSION GENERAL

La sacarificacion y fermentacion simultanea (Ypr (%) = 100) es més eficiente que el
proceso separado Ypr (%) = 84,8, y que la pulpa con el menor contenido de lignina produce la
maxima conversion de glucosa en etanol.

En la estrategia SSF, en las primeras horas del proceso (30 FPU g™ glucanos, 39 °C,
24 h, modelo 1), la enzima requiere de sus condiciones 6ptimas para despolimerizar la celulosa
en mondmeros de glucosa lo mas rapido posible para que la levadura pueda convertirla en
moléculas de etanol. Por el contrario, a tiempos largos (30 FPU g™ glucanos, 35 °C, 72 h,
modelo 1), tanto la enzima como la levadura no requieren condiciones de temperatura 6ptimas
para llevar a cabo su funcién. Sin embargo, la carga enzimatica maxima es necesaria para
maximizar la despolimerizacion de la celulosa en monémeros de glucosa, con el mejor
rendimiento a las 72 h de reaccion.

En la deshidratacion de etanol con catalizadores comerciales Y-Al,O3; zeolitas ZSM-5
(Si O2 /Al 03) = 23 molar, YCBV-500 (SiO,/Al,03) = 5,2 molar y zeolitas protonadas (HZSM-5 y
HYCBV-500), la zeolita protonada HZSM-5 obtuvo mayor conversion de etanol (96,6%) y
selectividad de etileno (100%) a menor temperatura 286 °C. Ademas, con una alta
concentracion de etanol (96%), y una dosificacion de catalizador menor a 200 mg, el
rendimiento de etileno disminuye notoriamente. Sin embargo, a menor concentracion de etanol
(53%), se requiere una dosificacion de catalizador alta (400 mg), y mayor temperatura de
reaccion para eliminar las moléculas de agua.

Para la produccion de bioetileno 2G, utilizando un proceso SSF, con 2% de celulosa
hidrolizable se obtuvo un rendimiento de bioetanol del 81% y por mecanismo de deshidratacion
empleando catalizador protonado (HZSM-5) se logré 95% de conversion de bioetanol y 100 %

selectividad de bioetileno a 372 °C.



CAPITULO 7. RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

e Ampliar la escala de bioetanol de 2G, evaluando los parametros del proceso en una
estrategia SSF.

e Emplear el complejo enzimatico Cellic Ctec 3, en la estrategia SSF, con el fin de
comparar con el complejo Cellic Ctec 2, la mayor produccion de bioetanol.

e Analizar e investigar el reciclado del complejo enzimatico, con el fin de reducir los costos

del proceso.

¢ Analizar e investigar otros hongos levaduriformes que me permitan producir bioetanol a
temperaturas cercanas a la temperatura 6ptima del proceso de hidrélisis enzimatica para

emplear la estrategia SSF.

e Analizar e investigar el proceso de purificaciéon del bioetanol de 2G, con el fin de obtener

una concentracion mayor del mismo, cercana a la pureza del etanol comercial (96%).

¢ Analizar e investigar la impregnacion de metales en catalizadores con el fin de aumentar

la conversion de etanol a etileno empleando temperaturas menores a 300 °C.
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