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RESUMEN EJECUTIVO

La presente tesis busca proponer una tecnologia de pretratamiento innovadora
(libre de quimicos) que permita generar hidrolizados hemiceluldsicos mas limpios
durante la etapa inicial de produccién de bioetanol a partir de aserrin de
capirona. Para ello, se cuantificaron y compararon los valores de la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y la concentracion de fenoles al aplicar 3 diferentes
pretratamientos: el quimico referencial RBPEO1, el mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO2 y el mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEO3. Adicionalmente, se evalud la influencia y efecto de los pretratamientos

aplicados sobre los rendimientos de sacarificacion y fermentacion.

El pretratamiento propuesto RBPEO3 logré reducir los valores de la DQO vy la
concentracién de fenoles en el hidrolizado hemicelulésico en un 85 y 56 %,
respectivamente, respecto al pretratamiento referencial RBPEO1, resultando un
rendimiento de sacarificacién 6,6 veces menor y un consecuente rendimiento de
fermentacion tan soélo 1,5 veces menor debido a la disminucién de los
contaminantes que inhiben el crecimiento y la accién fermentativa de las
levaduras. Asimismo, el pretratamiento propuesto RBPEOQ3 logré también reducir
los valores de la DQO y concentracion de fenoles en el hidrolizado
hemicelulésico en un 90 y 72 %, respectivamente, respecto al pretratamiento
opcional RBPEO2, resultando un rendimiento de sacarificacion 6,8 veces menor
y un consecuente rendimiento de fermentacién 3,4 veces menor, incremento
resultante debido a la aplicacibn mecanica de la molienda de bolas en el
pretratamiento opcional a pesar de la presencia de subproductos no deseados

en su hidrolizado hemiceluldsico correspondiente.

Por lo expuesto, se resalta el efecto positivo de la aplicacion de la molienda de
bolas (pretratamiento mecanico) y de la disminucién de los subproductos no
deseados en el hidrolizado hemiceluldsico por la utilizacion de la explosion en
vapor (pretratamiento fisicoquimico no catalizado) como técnicas de
pretratamiento claves para mejorar los indicadores productivos y el desempefio

ambiental favorable de todo el proceso.
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EXECUTIVE ABSTRACT

This thesis seeks to propose an innovative pretreatment technology (free of
chemicals) that allows generating cleaner hemicellulosic hydrolyzates during the
initial stage of producing bioethanol from capirona sawdust. For this, they were
quantified and compared the values of the chemical oxygen demand (DQO, for
its acronym in Spanish) and phenols concentration by applying three different
pretreatments: the referential chemical RBPEO1, the optional -catalyzed
mechanical-physicochemical RBPE02 and the proposed not -catalyzed
mechanical-physicochemical RBPEQ03. Additionally, the influence and effect of
pretreatments applied over the saccharification and fermentation yields was

evaluated.

The proposed pretreatment RBPEO3 achieved to reduce the values of DQO and
phenols concentration in the hemicellulosic hydrolyzate by 85 and 56 %,
respectively, relative to the referential pretreatment RBPEO1, resulting in a
saccharification yield 6,6 times lower and a consequent fermentation yield only
1,5 times lower due to the diminution of contaminants that inhibit the growth and
fermentative action of yeast. Likewise, the proposed pretreatment RBPEO3 also
achieved to reduce the values of DQO and phenols concentration in the
hemicellulosic hydrolyzate by 90 and 72 %, respectively, relative to the optional
pretreatment RBPEQ02, resulting in a saccharification yield 6,8 times lower and a
consequent fermentation yield 3,4 times lower, resultant increase due to the
mechanical application of ball milling operation in the optional pretreatment
despite the presence of undesired byproducts in its corresponding hemicellulosic

hydrolyzate.

For the above reasons, the positive effect of applying the ball milling operation
(mechanical pretreatment) and the diminution of undesired byproducts in the
hemicellulosic hydrolyzate by the use of the steam explosion (not catalyzed
physicochemical pretreatment) are highlighted as key pretreatment's techniques
to improve the productive indicators and favorable environmental performance of

the whole process.
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RESUMEN

El aserrin de capirona es un residuo lignoceluldsico, proveniente de la tala de
arboles en las explotaciones forestales, el cual supone una de las principales
reservas energéticas para la civilizacion actual, pero su aprovechamiento -hoy en
dia- se restringe a la elaboracién de carbén vegetal como fuente de energia
calorifica. Esta falta de interés aparente por esta materia prima se debe en su
mayor parte a que los procesos de transformacién convencional de la biomasa
lignocelulésica por procedimientos quimicos resultan muy costosos,
obteniéndose ademas un alto nivel de efluentes contaminantes por las

condiciones de los tratamientos.

Este trabajo evalua la posibilidad de utilizar un pretratamiento mecanico-
fisicoquimico no catalizado (libre de quimicos) del aserrin de capirona con la
finalidad de reducir la generacién de subproductos no deseados en el hidrolizado
hemicelulésico, tales como derivados de furanos, acidos débiles y compuestos
fendlicos, previo a la obtencion enzimatica de azucares reductores fermentables
para la elaboracion de uno de los biocombustibles liquidos de segunda
generacidon mas aceptados en la actualidad a nivel mundial, el bioetanol. El
alcance e importancia de esta evaluacion engloba no sélo la gestion ambiental
del efluente final del proceso, sino también involucra el propio rendimiento de
produccién del bioetanol, ya que estos contaminantes inhiben el crecimiento y la

accion fermentativa de las levaduras.

Las pruebas experimentales constaron de dos etapas. La primera de ellas tuvo
como objetivo principal la definicion y estandarizacion del proceso general para
la obtencion de bioetanol hidratado a partir del aserrin de capirona, lo cual
implica tener una vision global de las operaciones de pretratamiento, hidrélisis
enzimatica, fermentacién alcohdlica y destilacion. Una vez dominado el proceso,
la segunda etapa se focaliz6 en el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado propuesto RBPEO3 de la materia prima lignocelulésica, el cual redujo
los valores de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y la concentracion de
fenoles en el hidrolizado hemicelulésico mas que las técnicas de pretratamiento

convencional aplicadas (pretratamiento quimico referencial RBPEO1 vy
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pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPE02), sin
embargo, éstos no lograron ser inferiores a los estandares nacionales de calidad
ambiental para agua respectivos, segun el Decreto Supremo (D. S.)
N° 002-2008-MINAM que sefiala un valor de 10 mg O, L™ para el caso de la
DQO correspondiente a la categoria 1, subcategoria A1, y un valor de
0,001 mg L™ para el caso de la concentracién de fenoles correspondiente a la
categoria 3. Para dicho pretratamiento se utilizé una molienda de bolas (MB)
seguida de una explosion en vapor (EVP), lograndose de esta manera la
degradacion de la hemicelulosa y transformacion de la lignina (contenidas en la
biomasa) por las altas temperaturas, asi como la accesibilidad de la celulosa a la
hidrélisis enzimatica. El lote de aserrin de capirona acondicionado paso por el
molino de bolas y permanecié en éste por 5 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, el material lignoceluldsico pulverizado fue descompuesto con

vapor saturado a 152 °C (5 bar) por 2 minutos.

Durante la evaluacién y seleccion del pretratamiento menos contaminante, cada
material pretratado se someti® a hidrdlisis enzimatica (previo ciclo de
esterilizacion) utilizando para ello un preparado comercial mixto, compuesto por
la mezcla sinergistica de las enzimas Cellic® CTec2 y Cellic® HTec2, ambas
proporcionadas por la empresa Novozymes Latin America L. T. D. A. y
caracterizadas por tener un alto nivel de endoglucanasas, celobiohidrolasas y
B-glucosidasas, obteniéndose un contenido de azucares reductores fermentables
que se determinaron mediante el método de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) con
glucosa como estandar. Posteriormente, cada hidrolizado enzimatico se sometio
a una fermentacion, utilizando para ello un caldo rico en base a una cepa de
levadura alcoholera de alto rendimiento de la especie Saccharomyces
cerevisiae, proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas (FCB) de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). Finalmente, con el fin de determinar
el contenido de etanol y grado alcohdlico en cada mosto fermentado, se realizé

una destilacion por lote y se calcularon sus valores experimentales.

El pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto RBPEO3 logré

reducir los valores de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y la concentracion
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de fenoles en el hidrolizado hemiceluldsico en un 85 y 56 %, respectivamente,
respecto al pretratamiento quimico referencial RBPEO1, resultando un
rendimiento de sacarificacion (5,1 % de obtencion de azucares) 6,6 veces menor
y un consecuente rendimiento de fermentacién (7,1 % de transformacion de
azucares) tan solo 1,5 veces menor debido a la disminuciéon de los
contaminantes que inhiben el crecimiento y la accién fermentativa de las
levaduras. En este contexto, el grado alcohdlico del mosto fermentado obtenido
como consecuencia de la aplicacion del pretratamiento propuesto (0,9 %) resulto
ser unicamente 1,1 veces menor que el resultante de la aplicacion del

pretratamiento referencial (1,1 %).

Asimismo, el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEO3 logro también reducir los valores de la DQO y concentracion de fenoles
en el hidrolizado hemicelulésico en un 90 y 72 %, respectivamente, respecto al
pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPEO02, resultando
un rendimiento de sacarificacion 6,8 veces menor y un consecuente rendimiento
de fermentacién 3,4 veces menor, lo cual significa una mayor diferencia de
rendimiento de fermentacion en el mosto fermentado que la calculada para el
caso del pretratamiento quimico referencial RBPEO1, incremento resultante
debido a la aplicacion mecanica de la molienda de bolas en el pretratamiento
opcional (mejora de la solubilidad y eficiencia fermentativa) a pesar de la
presencia de subproductos no deseados en su hidrolizado hemiceluldsico
correspondiente. En ese contexto, el grado alcohdlico en el mosto fermentado
obtenido como consecuencia de la aplicacion del pretratamiento propuesto
(0,9 %) resultd ser 1,6 veces menor que el resultante de la aplicacion del

pretratamiento opcional (1,5 %).

Por lo expuesto, se resalta el efecto positivo de la aplicacion de la molienda de
bolas (pretratamiento mecanico) y de la disminucién de los subproductos no
deseados en el hidrolizado hemiceluldsico por la utilizacion de la explosion en
vapor (pretratamiento fisicoquimico no catalizado) como técnicas de
pretratamiento claves para mejorar los indicadores productivos y el desempefio

ambiental favorable de todo el proceso.
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Cabe resaltar que el andlisis y evaluacién de los subproductos no deseados en
el hidrolizado hemicelulésico, se realizé a través del seguimiento de la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y la concentracion de fenoles en esta corriente, los
cuales se determinaron mediante el empleo de los métodos estandares
americanos SMEWW-APHA-AWWA-WEF-5220-D-2012 y SMEWW-APHA-
AWWA-WEF-5530-C-2012, respectivamente.
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ABSTRACT

Capirona sawdust is a lignocellulosic residue from tree cutting in forestry, which
assumes one of the principal energy reserves for the current civilization, but its
use -nowadays- is restricted to the elaboration of charcoal as a source of heat
energy. This apparent lack of interest in this raw material is due largely to
conventional transformation processes of lignocellulosic biomass by chemical
procedures which result expensive, besides obtaining a high level of

contaminated effluents for those treatment conditions.

This study assesses the possibility of using a not catalyzed mechanical-
physicochemical pretreatment (free of chemicals) for the capirona sawdust in
order to reduce the generation of undesirable byproducts in the hemicellulosic
hydrolyzate, such as derivatives of furan, weak acids and phenolic compounds
prior to the enzymatic production of fermentable reducing sugars for the
elaboration of one of the second-generation liquid biofuels most currently
accepted worldwide, the bioethanol. The scope and importance of this evaluation
includes both the environmental management of the final effluent of the process,
but also involves the performance of bioethanol production itself, since these

contaminants inhibit the growth and fermentative action of yeast.

Experimental tests consisted of two stages. The first one had, as a main
objective, the definition and standardization of the general process for obtaining
hydrated bioethanol from capirona sawdust, implying a global view of the
operations of pretreatment, enzymatic hydrolysis, alcoholic fermentation and
distillation. After dominating the process, the second stage was focused on the
proposed not catalyzed mechanical-physicochemical pretreatment RBPEO3 of
the lignocellulosic feedstock, which reduced the values of the chemical oxygen
demand (DQO, for its acronym in Spanish) and phenols concentration in the
hemicellulosic hydrolyzate more than conventional pretreatment techniques
applied (referential chemical pretreatment RBPEO1 and optional catalyzed
mechanical-physicochemical pretreatment RBPEO02), however, these two
parameters failed to be below the respective national environmental quality

standards for water, according to the Supreme Decree (D. S., for its acronym in
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Spanish) N° 002-2008-MINAM which indicates a value of 10 mg O, L™ for the
case of the DQO corresponding to category 1, subcategory A1, and a value of
0,001 mg L for the case of the phenols concentration corresponding to category
3. For such pretreatment, a ball milling operation (MB, for its acronym in Spanish)
was utilized followed by a steam explosion (EVP, for its acronym in Spanish),
achieving in this way the degradation of hemicellulose and transformation of
lignin (both contained in the biomass) by the high temperatures reached, as well
as the accessibility of cellulose to enzymatic hydrolysis. The batch of capirona
sawdust conditioned went through the ball mill and remained in it for 5 minutes at
room temperature. Subsequently, the lignocellulosic material pulverized was

decomposed with saturated steam at 152 °C (5 bar) for 2 minutes.

During the evaluation and selection of the less contaminating pretreatment, each
pretreated material was subjected to enzymatic hydrolysis (with previous
sterilization cycle) using a mixed commercial preparation for this purpose,
comprised of the synergistic blend of enzymes Cellic® CTec2 and Cellic® HTec2,
both provided by the enterprise Novozymes Latin America L. T. D. A. and
characterized by having a high level of endoglucanases, cellobiohydrolases and
B-glucosidases, which made possible to obtain a content of fermentable reducing
sugars that were determined by the method of 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) with
glucose as standard. Later, each enzymatic hydrolyzate was subjected to
fermentation using a rich broth based on a strain of high performance alcoholic
yeast from Saccharomyces cerevisiae species, provided by the Laboratory of
Environmental Microbiology and Biotechnology from Faculty of Biological
Sciences (FCB, for its acronym in Spanish) of the Major National University of
San Marcos (UNMSM, for its acronym in Spanish). Finally, in order to determine
the content of ethanol and alcoholic strength in each fermented must, batch

distillation was conducted and their experimental values were calculated.

The proposed not catalyzed mechanical-physicochemical pretreatment RBPE03
achieved to reduce the values of the chemical oxygen demand (DQO, for its
acronym in Spanish) and phenols concentration in the hemicellulosic hydrolyzate
by 85 and 56 %, respectively, relative to the referential chemical pretreatment

RBPEO1, resulting in a saccharification yield (5,1 % of obtained sugars) 6,6 times
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lower and a consequent fermentation yield (7,1 % of converted sugars) only 1,5
times lower due to the diminution of contaminants that inhibit the growth and
fermentative action of yeast. In this context, the alcoholic strength in the
fermented must obtained as a result of the implementation of the proposed
pretreatment (0,9 %) proved to be just 1,1 times lower than that resulting from the

application of the referential pretreatment (1,1 %).

Likewise, the proposed not catalyzed mechanical-physicochemical pretreatment
RBPEO3 also achieved to reduce the values of DQO and phenols concentration
in the hemicellulosic hydrolyzate by 90 and 72 %, respectively, relative to the
optional catalyzed mechanical-physicochemical pretreatment RBPEOQ2, resulting
in a saccharification yield 6,8 times lower and a consequent fermentation yield
3,4 times lower, which means a greater difference of fermentation yield in the
fermented must with respect to that calculated for the case of the referential
chemical pretreatment RBPEO1, resultant increase due to the mechanical
application of ball milling operation in the optional pretreatment (improved
solubility and fermentative efficiency) despite the presence of undesired
byproducts in its corresponding hemicellulosic hydrolyzate. In this context, the
alcoholic strength in the fermented must obtained as a result of the
implementation of the proposed pretreatment (0,9 %) proved to be 1,6 times

lower than that resulting from the application of the optional pretreatment (1,5 %).

For the above reasons, the positive effect of applying the ball milling operation
(mechanical pretreatment) and the diminution of undesired byproducts in the
hemicellulosic hydrolyzate by the use of the steam explosion (not catalyzed
physicochemical pretreatment) are highlighted as key pretreatment's techniques
to improve the productive indicators and favorable environmental performance of

the whole process.

It should be noted that the analysis and evaluation of undesired byproducts in the
hemicellulosic hydrolyzate was realized by monitoring the chemical oxygen
demand (DQO, for its acronym in Spanish) and phenols concentration in this

stream, which were determined by using the american standards methods
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SMEWW-APHA-AWWA-WEF-5220-D-2012 and SMEWW-APHA-AWWA-WEF-
5530-C-2012, respectively.



INTRODUCCION

1.

Antecedentes

El mundo asiste a un déficit de materias primas derivado de una
cultura de consumo asentada en la explotacién de los recursos
naturales. El camino hacia un desarrollo sostenible ha de basarse en
la busqueda y utilizacion de nuevas fuentes de recursos, entre las
que de manera relevante destaca la biomasa y, en especial, los

materiales lignocelulésicos.

Los residuos y subproductos de la tala de arboles en las
explotaciones forestales y de las actividades propiamente agricolas
representan una fuente poco aprovechada de materia prima organica
lignoceluldsica, ya que este material se nos ofrece como una fuente
renovable, permanentemente disponible y de caracter poco
contaminante, contrariamente a lo que sucede con los recursos

minerales y fosiles.

Hasta hace relativamente poco tiempo la utilizacién de residuos
celuldsicos se limitaba a la produccién de fibras y carbon vegetal. En
Europa, soélo se producia levadura y alcohol a partir de hidrolizados
de madera, evidencidndose una falta de coordinacion entre las
industrias maderera y quimica. Mientras los combustibles fésiles, el
gas vy la hulla tuvieron precios bajos, hubo muy poco interés por la
investigacion y desarrollo de los subproductos que pudiesen dar los
residuos celulésicos. Una vez que el petréleo, el gas y la hulla
aumentaron su precio, comenzé la comunidad cientifica a ocuparse

de esta biomasa disponible.

La biomasa es la Unica via de disponer de una fuente abundante de
materias primas en cantidad apreciable. Actualmente, el
aprovechamiento industrial de la biomasa esta centrado en procesos

cuyo objetivo es la obtencién de energia y productos utilizables en la



industria quimica, y en la obtencién de fibras celulésicas en el sector
de la pasta celuldsica y papel, pero cada vez mas y ante el declive de
las fuentes de combustibles fésiles, la biomasa esta reconocida como

la mayor fuente de energia renovable del mundo.

Adicionalmente, el uso de biomasa lignocelulésica proveniente de
cultivos agricolas o forestales para obtener energia y otros productos
quimicos, proporciona ventajas medioambientales afiadidas y evita la
problematica, tan en boga actualmente, sobre el uso de cereales,
azucares Yy almidones alimentarios para la obtencién de
biocombustibles que entra en conflicto con la disposicion de alimentos
(primera generacion). Dentro de este contexto, hoy en dia se estan
desarrollando procesos que permitan producir biocombustibles a
partir de residuos y subproductos de las actividades forestales o
agricolas, lo cual se investiga y estudia baja el nombre de

biocombustibles de segunda generacion.

Es posible notar un gran avance en las investigaciones
biotecnoldgicas dentro de este campo'". Particularmente, se ha
venido realizando un progreso significativo en las tecnologias para la
conversiébn de biomasa celulésica a través de mejores
pretratamientos®, enzimas y organismos fermentativos®, dando
como consecuencia una mejoria en la economia de los procesos de
conversion biolégica. El interés en estas investigaciones se debe a
variadas razones: (a) los propios avances significativos logrados en
algunas areas claves llevados a cabo por diversas agencias alrededor
del mundo; (b) la gran preocupacion sobre el cambio climatico global
y la necesidad de generar combustibles neutros en contenido de
carbono, haciendo necesaria la obtencion a gran escala y bajo costo
de combustibles organicos liquidos; (c) el incremento dramatico en
los precios del petrdleo, lo cual ha motivado la competencia de
combustibles alternativos y (d) la adaptacion de politicas
gubernamentales que animan la comercializacion de biocombustibles

debido a la subida en los precios del petrdleo.



Uno de los biocombustibles de segunda generacion de gran
importancia es el bioetanol. Una opcidon de proceso que resulta muy
interesante y se emplea tipicamente para su sintesis, consiste en una
Sacarificacién y Fermentacion Simultanea (SSF)™. Cabe resaltar que
el rendimiento de obtencidn en esta etapa del proceso esta
directamente ligado con el pretratamiento al que se somete la materia

prima.

El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrdlisis de
celulosa aumenten de menos del 20 % de los rendimientos tedricos a
valores mayores al 90 %®. Los métodos de pretratamiento de los
residuos lignoceluldsicos pueden ser divididos en mecanicos, fisicos y
quimicos, y una combinacién de los dos ultimos se usa comunmente
(fisicoquimicos catalizados). Asimismo, el pretratamiento bioldgico
también esta siendo investigado®. Sin embargo, ninguno de los
métodos de pretratamiento propuestos se puede aplicar en forma
genérica a las diferentes materias primas®. Esto justifica la
realizacién de andlisis detallados de estas tecnologias en cada caso

en particular.

Existen estudios que han combinado pretratamientos fisicos para
mejorar la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica, por ejemplo, del
eucalipto”). Especificamente, en el pretratamiento quimico o en el
fisicoquimico catalizado, se forman subproductos ambientalmente
nocivos, tales como furaldehidos, acidos débiles y derivados
fendlicos, los cuales también tienen impactos negativos en la salud
humana. Los dos furaldehidos mas comunes, el HMF (5-hidroximetil-
2-furaldehido) y el furfural (2-furaldehido), son generados en
condiciones severas a partir de las hexosas y pentosas,
respectivamente; los acidos débiles de los residuos lignocelulésicos,
tales como el acido acético, férmico y levulinico son principalmente
formados por la desacetilacién de la hemicelulosa o la ruptura del
HMF y los compuestos fendlicos se forman generalmente durante la

ruptura de la lignina y se pueden encontrar en numerosas variantes,



dependiendo del tipo de lignina que esté contenida en la materia

prima‘.

Tecnoldgicamente, cabe resaltar que muchos de estos subproductos
generados por el empleo de pretratamientos quimicos o
fisicoquimicos catalizados, inhiben también el crecimiento y la accion
fermentativa de las levaduras. En este sentido, se han desarrollado
trabajos que implican la identificacidon de los genes requeridos para la
tolerancia a algunos de los inhibidores de hidrolizados
lignocelulésicos mas efectivos, tales como la Vanillina®. Por otro
lado, en muchas industrias a nivel mundial, dependiendo del tipo de
pretratamiento e hidrolisis utilizados convencionalmente, es necesario
llevar a cabo la destoxificacion de las corrientes que van a ser
sometidas a fermentacion, lo cual implica un mayor gasto de energia
en el proceso por los métodos que mas se emplean para tales
propositos (evaporacion, extraccion, intercambio idnico, etc.), cuando
lo que realmente interesa y se debe buscar es la produccion de

energia (bioetanol) al menor costo energético.

Dentro de los pretratamientos fisicoquimicos no catalizados (libre de
quimicos), existe el denominado hidrotérmico, mediante el cual se
somete al lavado del material lignocelulésico con agua (agua
comprimida caliente) en contracorriente, a altas temperaturas y
presiones intermedias por un lapso de tiempo determinado. Este
proceso se enfrenta con el posible caracter de los materiales
lignoceluldsicos frente a la degradacion de su estructura quimica.
Particularmente, una publicacién reciente demuestra la efectividad del
pretratamiento hidrotérmico de la paja de trigo, explicado
principalmente por un incremento de la digestibilidad al aumentar la
accesibilidad de la celulosa a través de la relocalizacién de la lignina y
un retiro parcial de la hemicelulosa, mas que por la alteracién o

degradacion de las fibras de la pared celulosa®®.



Finalmente, cabe mencionar que los diferentes estudios revisados no
especifican la concentracién de los subproductos ambientalmente
nocivos generados en los hidrolizados hemiceluldsicos por el empleo
de pretratamientos quimicos o fisicoquimicos catalizados, pero si
mencionan y resaltan las caracteristicas negativas tanto para los
equipos, como para el mismo proceso y el medio ambiente; por
ejemplo, el uso de quimicos requiere de reactores resistentes a la
corrosion, y las corrientes deben ser tratadas para reducir sus
impactos negativos en procesos subsiguientes (fermentacién) y en el

ambiente.

Justificacion

Focalizando la realidad nacional, en el Peru existe una gran actividad
agricola y forestal, donde la produccion forestal va contribuyendo
potencialmente cada vez mas al Producto Bruto Interno (PBI)
Nacional. Consecuentemente, estas actividades generan una alta
cantidad de residuos y subproductos, los cuales deben ser tratados y
dispuestos de manera segura para minimizar sus impactos en el

ambiente.

En la tecnologia para la produccion de bioetanol de segunda
generaciéon se requiere la utilizacion de los residuos y subproductos

forestales o agricolas como materia prima lignocelulésica.

Aguas arriba del proceso, durante el pretratamiento quimico o
fisicoquimico catalizado de la materia prima lignocelulésica
(convencionalmente utilizado) que permite la posterior obtencion
enzimatica de azucares reductores fermentables, se forman
compuestos ambientalmente nocivos en el hidrolizado hemiceluldsico,

tales como los furaldehidos, acidos débiles y derivados fendlicos.

Los subproductos ambientalmente nocivos que componen los

hidrolizados hemicelulésicos generados a partir de residuos



lignocelulésicos no sélo inhibirdn el crecimiento y la accion
fermentativa de las levaduras, sino que seran parte de los efluentes
industriales aguas abajo del proceso de produccién de bioetanol, los
cuales no deberan exceder los limites maximos permisibles de
furaldehidos (HMF y furfural), acidos débiles (acido acético, férmico y
levulinico) y derivados fendlicos (numerosas variantes, dependiendo
del tipo de lignina que esté contenida en la materia prima) en los

puntos de descarga a un cuerpo receptor natural de agua.

La industria de produccién de bioetanol de segunda generacién en el
Perl es aun un terreno virgen por explorar en materia tecnolégica y
ambiental, razon por la cual no existen limites maximos permisibles
normados para estos subproductos contaminantes. Debido a ello, se
cuenta como referencia normativa legal a algunos de los parametros
establecidos en los estandares de calidad nacional para agua segun
el D. S. N° 002-2008-MINAM, tanto para uso poblacional y
recreacional (categoria 1) como para riego de vegetales y bebidas de

animales (categoria 3), fundamentalmente.

El principal pardmetro regulatorio que permite evaluar la
contaminacion de furaldehidos y acidos débiles es la demanda
quimica de oxigeno (en adelante DQO, en mg O, L™), ya que ellos
son susceptibles de ser oxidados por combustidn en presencia de
oxigeno; asimismo, se toma como referencia base a la concentracién
regulatoria de fenoles para el caso de la evaluacion total de los
contaminantes derivados fendlicos. Los valores de la DQO vy
concentracion de fenoles mas exigentes para el caso de la categoria
1 son de 10 mg O, L™ y 0,003 mg L™, respectivamente, perteneciente
a las aguas superficiales que pueden ser potabilizadas con
desinfeccién destinadas a la produccion de agua potable
(subcategoria A1). Por otro lado, los valores de la DQO vy
concentracién de fenoles para el caso de la categoria 3 son de
40 mg O, L' y 0,001 mg L™, respectivamente, perteneciente a las

aguas destinadas al riego de vegetales y bebidas de animales.



Por lo expuesto, el presente trabajo propone el empleo de un
pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado (libre de
quimicos) de la materia prima lignocelulésica que permitira reducir la
concentracién de dichos subproductos ambientalmente nocivos
generados en el hidrolizado hemicelulésico y que formaran parte de
los efluentes industriales de la planta a un valor de DQO inferior a
10 mg O, L y de concentracién de fenoles menor a 0,001 mg L™
Como ninguno de estos métodos se puede aplicar en forma genérica
a las diferentes materias primas, se realizara un analisis detallado de
las tecnologias existentes para el caso particular del aserrin de

capirona.

Dado que en la bibliografia consultada no se especifica
cuantitativamente la  concentracion de los subproductos
ambientalmente  nocivos generados en los  hidrolizados
hemicelulésicos por el empleo de pretratamientos quimicos o
fisicoquimicos catalizados y, menos aun, para el caso particular del
aserrin de capirona, se realizara un pretratamiento quimico de esta
materia prima, tomando los valores de DQO (mg O, L") vy
concentracién de fenoles (mg L") obtenidos en estos hidrolizados
hemicelulésicos como linea base referencial para poder comparar y
establecer, adicionalmente, el porcentaje de reduccién de la
contaminacion lograda con el pretratamiento propuesto en este

proyecto.

Planteamiento del problema

De acuerdo a los antecedentes vy justificacion mencionados, se puede

sintetizar la formulacién del problema con las siguientes preguntas:
- ¢La aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado propuesto reducira la demanda quimica de oxigeno
(DQO) y concentracion de fenoles generados en el hidrolizado

hemicelulésico del aserrin de capirona?



- A nivel de cuantificacion, ¢la posible reducciéon de dichos
parametros ambientales lograra ser inferior a los estandares
nacionales de calidad ambiental para agua respectivos, segun
el Decreto Supremo (D. S.) N° 002-2008-MINAM?

Importancia ambiental de reducir la demanda quimica de oxigeno

El efluente no tratado es perjudicial para el ambiente y las personas.
Los efectos de la salud pueden representar un cuadro clinico de una
enfermedad, asociada a los agentes contaminantes presentes en
dicho efluente. Las principales sustancias que causan los efectos de
la salud y del ambiente estan relacionadas con los parametros fisicos

y quimicos del agua.

Los parametros fisicos definen las caracteristicas del agua que
responden a los sentidos de la vista, del tacto, del gusto o del olor. En
este parametro se encuentran soélidos suspendidos, turbiedad, color,

gusto, olor y caida de la temperatura''®.

Los parametros quimicos son los que estan relacionados con la
capacidad solvente del agua y entre ellos se encuentran la materia
organica desintegrable o no desintegrable, la materia inorganica y los

gases disueltos.

Los constituyentes quimicos de los efluentes son con frecuencia
clasificados en inorganicos y organicos, componentes ambos sujetos
a la oxidacion. Al ser la DQO un parametro que nos permite
determinar indirectamente la carga quimica de un efluente, resulta
imprescindible conocer su valor para poder reducir sus constituyentes
a niveles que no afecten la salud y el ambiente. En la mayoria de los
casos el componente organico (DQO organica) predomina y es el de

mayor interés.



Miles de diferentes compuestos organicos naturales o sintéticos han
sido usados por la industria quimica para hacer pesticidas, plasticos,
farmacos, pigmentos y otros productos de uso diario. Muchos de
estos compuestos quimicos utilizados son altamente toxicos. La
exposicién a concentraciones bajas puede causar defectos
cerebrales, desérdenes genéticos y cancer. Algunos compuestos
pueden persistir en el medio ambiente debido a que resisten la

degradacion y ser toxicos para los organismos cuando los ingieren.

Los desechos de la contaminaciéon organica pueden provenir de
aguas residuales domésticas, desechos de granjas incluyendo las de
cultivo intenso de ganado y pollos, la piscicultura, entre otros.
También se incluyen los desechos de rastros, cervecerias, destilerias,
fabricacion de vehiculos"V. Las dos fuentes mas importantes de
compuestos quimicos organicos téxicos en el agua estan constituidas
por aquéllos que son eliminados incorrectamente de la industria y por

el uso de pesticidas'?.

Existen mas de 180 compuestos organicos individuales los cuales
pueden ser agrupados en diferentes clases para ser analizados. Por
ejemplo, los compuestos organicos volatiles (COV), en cuyos
compuestos representativos esta el benceno, clorobenceno, tolueno,

tetracloroetano, entre otros.

Las sustancias quimicas organicas sintéticas que son productos de
las industrias quimicas, del petrdleo y agricolas, incluyen:

- Pesticidas y productos agroquimicos: por ejemplo, los
hidrocarburos clorados, los organofosfatos y ciertos
herbicidas.

- Agentes tensoactivos: se emplean para lavado, como
emulsionante, humectante, espumante, etc., debido a que
disminuyen la tensién superficial del agua cuando estan
mezclados con ella. Los surfactantes son perjudiciales al

medio acuatico debido a que pueden causar espumas y
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reducir la difusion del oxigeno atmosférico hacia el agua.
También pueden provenir de la descarga de detergentes
domésticos, lavanderias industriales y otras operaciones de
limpieza.

- Hidrocarburos halogenados: son los productos finales de la

reaccion de los halégenos con los hidrocarburos!™.

Los constituyentes quimicos inorganicos de interés comprenden
nutrientes, constituyentes no metalicos, metales y gases. Entre los
contaminantes inorganicos estan amoniaco libre, nitritos, nitratos,
sulfatos, fosforo inorganico, elementos individuales (calcio, cloruro,
hierro, cromo y zinc), 6xidos de azufre, compuestos metalicos, entre
otros. El nitrégeno y el fésforo son de gran importancia, ya que han
sido identificados como nutrientes causantes principales del

crecimiento indeseable de plantas acuaticas.
Importancia ambiental de reducir los fenoles

El agua dulce de los rios y de los lagos representa sélo un 0,01 % del
total del agua del planeta. El 75 % de las aguas dulces de la Tierra se
encuentran retenidas en el hielo glaciar, que contiene suficiente agua
como para conseguir llenar la cuenca del Mediterraneo diez veces. El
resto se encuentra en los lagos de agua dulce, los arroyos, los
acuiferos y en los organismos vivos. Sin embargo, s6lo una pequefa
fraccion del agua dulce esta a disposicidon de las necesidades del ser

humano y en su mayor parte se usa en la agricultura™®.

Desgraciadamente, gran parte del agua sufre una elevada
contaminacion, lo que se traduce en la muerte de millones de
personas por enfermedades relacionadas con el agua. A pesar de las
presiones ambientales en los paises industrializados, los productos
quimicos téxicos siguen llegando a los rios y los arroyos, deliberada o
accidentalmente. En todo el mundo se vierten directamente a los

diversos cuerpos receptores aguas residuales sin depurar o sodlo
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parcialmente depuradas, debido a que las plantas tratadoras de

efluentes estan sobrecargadas en exceso.

Un grupo de sustancias quimicas de alta toxicidad y que son
ampliamente utilizados en la manufactura de productos tan diversos
como pesticidas, ropa, farmacos, plasticos, surfactantes y explosivos,

son los fenoles™.

La presencia de esta sustancia en aguas de
desecho llevan el riesgo de ocasionar intoxicaciones corrosivas por la
ingestion de compuestos tales como el acido carbdlico, el creosol, el
guayacol y el naftol; este tipo de intoxicacién se caracteriza por
quemaduras en las membranas mucosas, debilidad, palidez, edema
pulmonar, convulsiones e insuficiencia respiratoria, circulatoria y renal
Y, en raras ocasiones, estenosis esofagica como complicacién de las

lesiones tisulares!'®®).

La exposicion al fenol puede darse por algunas vias, las mismas que
representan afectaciones a la salud humana. El fenol es un

compuesto corrosivo y causa quemaduras en el sitio de contacto!!”"'®).

El fenol inhalado es absorbido rapida y significativamente por los
pulmones, llevando a una toxicidad sistematica. A causa de su baja
volatilidad, el peligro de inhalacion a temperatura ambiente es
limitado. Puede provocar sintomas no inmediatos como son:
quemazon, tos, vértigo, dolor de cabeza, nauseas, jadeo, vomitos y

pérdida del conocimiento!'®"").

Si el fenol es ingerido accidentalmente, causa dolor abdominal,
convulsiones, diarrea, dolor de garganta y coloracién oscura de la
orina. Se han descrito muertes en adultos después de ingerir 1 g"'".
Una ingestién continua de fenol en concentraciones entre 10 y 240
mg L™, por prolongados periodos de tiempo, causa irritacién bucal,
diarrea, orina oscura; su concentracién letal en sangre es de 0,047 a

0,130 mg mL™"??,
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El contacto con la piel es la principal via de exposicion toxica al fenol.
El vapor y liquido son absorbidos facil y rapidamente a través de la
piel causando quemaduras cutaneas graves, efecto anestésico local,
convulsiones, shock, colapso, coma o muerte. Incluso soluciones
diluidas (< 2 %) pueden causar quemaduras graves si el contacto es
prolongado. Si el fenol toma contacto con los ojos, puede existir

pérdida de visién y quemaduras graves'"”.

En todos los sitios de contacto oral, estomacal, dérmico u ocular, el
fenol puede causar serias quemaduras con una destruccion

21)

irreversible del tejido®". En la tabla 1 se resumen los efectos que

puede tener el fenol frente a los sistemas del ser humano.

Tabla 1. Efectos del fenol sobre la salud humana

Sistema del ser

Efecto del fenol
humano

Sistema nervioso |Este sistema se deprime, causa pérdida de la conciencia, atagues,
central (SMC)  |depresidn respiratoria v coma.

Exposiciones leves pueden causar irmtacidn del tracto respiratorio
Sistems superiar.

respirataria Exposiciones mas serias pueden causar inflamacidn de la garganta v

tragues, ulceracidn de la traquea y edema pulmonar.

Causa inicialmente elevacidn en la presidn sanguinea, después
progresivamente baja la presidn v causa un shock. Asritmia cardiaca v
bradicardia.

Sistema
cardiovascular

FPor cualguier via de exposicidn, el fenol causa comdnmente nausea,
Sistema womito y diarrea.

gastrointestinal |30 se ingiere, causa dafio a la boca, garganta, esdfago v estdmago.

La ingestidn puede conducir a la muerte por un fallo respiratorio.

Sisterna renal  |Fallo renal agudo v desequilibrio dcido - base.
Sisterna ocular (Inflamacidn del ojo y del parpado. Puede nublarse la superficie del ojo.

i es aplicada directamente, puede dejar manchas colar marrdn.

Al mantener fenol sobre la superficie de la piel, penetra rapidamente y
causa la muerte celular y gangrena.

Si es expuesto en mas de 100 cm® de piel, existe un riesgo de muere
inmediata.

Sistema
dérmico

Fuente: Consejeria de Sanidad de la Regién de Murcia (CSRM), “Riesgo
quimico: accidentes graves del fenol” - Direccién General de Salud Publica
del Servicio de Sanidad Ambiental (2007); Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR), “Toxicological profile for phenol” - Department of
Health and Human Services of the Public Health Service (2008)
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El fenol no ha sido clasificado por efectos carcinogénicos; sin
embargo, puede ser un promotor de tumores. De la misma manera,
no se han reportado efectos en el desarrollo o reproducciéon a causa
del fenol en humanos®?. En estudios con animales, el fenol ha sido

reportado como embriotéxico y fetotdxico, pero no teratogénico'®).

Naturalmente, el fenol se forma por la descomposicion de materia
organica. Su incremento ambiental se ve reflejado por la quema de

(23)

bosques'“”. Sin embargo, la mayor cantidad de fenol es liberado al

ambiente a causa de la actividad industrial y la comercializacion de

productos que lo contienen®?+'®,

La combustién que se produce por automoviles también libera fenol a
la atmoésfera. El fenol pasa al agua y suelos desde el aire por
deposicion humeda. Una vez en el suelo, se puede mover por
lixiviacion con ayuda de la lluvia, llegando a las aguas subterraneas.

La evaporacion de fenol en agua es lenta®.

El fenol no muestra bioacumulacion significativa®). Al ser descargado
en cuerpos de agua representa riesgo frente a organismos acuaticos.
La Agencia de Protecciéon Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés)
determiné un nivel de preocupacion de fenol de 0,02 ug L"), En
concentraciones de 5 a 25 mg L puede ser téxico o letal para los

peces?).

En concentraciones bajas, el fenol no permanece en el aire, ni en el
suelo o el agua superficial, esto se debe a que reacciona
fotoquimicamente en el aire y en el agua superficial y puede ser
biodegradado aerébica y anaerébicamente, tanto en el agua como en

el suelo®.
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Limites maximos permisibles internacionales

La industria de produccion de bioetanol de segunda generacion en el
Perl es aun un terreno virgen por explorar en materia tecnolégica y
ambiental, razon por la cual no existen limites maximos permisibles
normados para estos subproductos contaminantes. Sin embargo, en
otros paises como México, existe informacion detallada respecto a
dichos limites para empresas de diferentes rubros, algunas de las
cuales pueden servir como referencia en el analisis del presente

proyecto por tener semejanzas en la procedencia del efluente.

En la tabla 2 se presentan los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos
receptores provenientes de la industria de la destileria, segun la
norma oficial mexicana NOM-064-ECOL-1994 del Instituto Nacional
de Ecologia (Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y
Pesca, SEMARNAT).
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Tabla 2. Limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de
aguas residuales a cuerpos receptores provenientes de la

industria de la destileria

. Limites maximos permisibles
Parametros
Promedio diario Instantaneo
pH ) )
{unidades de pH) 5-9 5-9
Demanda hlnqmmlca_?{e oxigena, DBO 500 240
(g L)
Demanda guimica u:I_e1 oxigeno, DOO 50 260
(g L)
Fenoles,
(mg L)
Gragas y aceites
' 10 20
(mg L
Sdlidos sedimentables
' 1.0 20
mb LMy ' '
Sdlidos suspend_;dns totales, 500 240
(g L)
Fésforo total
' A G
(mg L)
Nltrngenn_;[ntal, 10 12
(g L)

Fuente: Adaptado de: “Norma oficial mexicana NOM-064-ECOL-1994" -
Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAT)

del Instituto Nacional de Ecologia

Asimismo, en la tabla 3 se presentan los limites maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos
receptores provenientes de la industria de impregnacion de productos
de aserradero, segun la norma oficial mexicana NOM-CCA-019-
ECOL-1993 del Instituto Nacional de Ecologia (Secretaria de Medio
Ambiente, Recursos Naturales y Pesca, SEMARNAT).
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Tabla 3. Limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de
aguas residuales a cuerpos receptores provenientes de la

industria de impregnacién de productos de aserradero

- Limites maximos permisibles
Parametros

Promedio diario Instantaneo

pH
{unidades de pH)
Demanda bioguimica de oxigeno, DBO
(mg L
Demanda guimica de oxigeno, DAO
(mg L
Fenoles,
(my L)
Gragas y aceites,
(mg L)
Sdlidos sedimentables,
mb LMy
Sdlidos suspendidos totales,
(mg L
Fasforo total,
(my L)
Nitrdgeno total,
(mg L
Fuente: Adaptado de: “Norma oficial mexicana NOM-CCA-019-ECOL-1993"

6-9 B-49

180 240

0,1 nz

40 50

10 1.2

120 150

- Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAT)
del Instituto Nacional de Ecologia

Temas relacionados y alcance de la investigacion

Con el fin de desarrollar un proceso para la producciéon de bioetanol a
partir del aserrin de capirona, es necesario realizar una serie de
estudios desde la escala de laboratorio hasta la escala industrial. Los
temas relacionados que deben abordarse son:

- Si la composicion del material lignocelulésico, es decir, del
aserrin de capirona, es suficientemente alta en azucares
reductores fermentables.

- La accesibiidad de los azucares reductores para la
fermentacion.

- La maximizacion de la conversion de celulosa en azucares

reductores y de estos azucares fermentables en etanol, por



-17 -

medio de la optimizacién de los parametros de la hidrélisis

enzimatica y la fermentacion.

Un reto importante en la produccién de bioetanol a partir de aserrin
de capirona se encuentra en la disminuciéon de los subproductos
ambientalmente nocivos generados en los efluentes de la planta,
cuyo foco principal de contaminaciéon se encuentra después de la
etapa de pretratamiento del material lignoceluldsico (en el hidrolizado
hemicelulésico), especificamente causada por aquellos
pretratamientos que involucran el uso de quimicos. En el proceso
propuesto se utiliza un método de pretratamiento innovador de baja
contaminacion que considera un pretratamiento mecanico-
fisicoquimico no catalizado, tratando primero el aserrin de capirona
con una molienda controlada a través de un molino de bolas, seguido
por una explosiéon en vapor saturado, utilizando altas temperaturas
que permitan incrementar la accesibilidad de la celulosa para la
hidrdlisis enzimatica. En la figura 1 se muestra un esquema general

de la transformacion enzimatica de residuos lignoceluldsicos.

PRODUCCION

ENZIMATICA >

Enzimas
celulazaz

|

Materiales HIDROLISIS Azlcares
lighoceluldsicos PRETRATAMIENTO Hidrolizada | ENZIMATICA Hidrolizada  reductores

hemiceluldsico enzimatico

Figura 1. Esquema general de la transformacion enzimatica de residuos
lignocelulésicos. El proceso de hidrélisis enzimatica de los materiales
lignocelulésicos involucra un pretratamiento adecuado y una produccion
paralela de enzimas especificas. Los hidrolizados hemiceluldsicos y
enziméticos son las corrientes o flujos resultantes del pretratamiento e
hidrdlisis enzimatica, respectivamente.

Fuente: Elaboracion propia
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En ese sentido, el alcance de esta investigacion se limita a los
estudios a una escala banco, focalizando la disminuciéon de los
subproductos ambientalmente nocivos generados en los hidrolizados
hemicelulésicos por medio de la evaluacién y seleccidbn de un
pretratamiento menos contaminante. Este analisis implica no solo la
gestion ambiental del efluente final del proceso, sino también
involucra el propio rendimiento de produccién del bioetanol, ya que
estos mismos contaminantes inhiben el crecimiento y la accion

fermentativa de las levaduras.

En resumen, la industria de produccién de bioetanol a partir de
aserrin de capirona genera gran cantidad de efluentes liquidos que
van a parar a las fuentes naturales de aguas o a los sitios destinados
para su disposicion final. Dichos efluentes comprometen gravemente
los ecosistemas por su alta concentracion de materia organica
medida en DQO y concentracién de fenoles. Entonces, se presenta la
necesidad que los encargados de los procesos industriales también
tengan la responsabilidad de la implementacion y desarrollo de los
sistemas de tratamiento de sus efluentes liquidos generados, con el

objetivo de minimizar el impacto causante por ellos.
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MARCO TEORICO

El mundo encara el agotamiento progresivo de sus recursos energéticos
basados mayoritariamente en combustibles no renovables. Al mismo
tiempo, el consumo de energia aumenta a ritmos cada vez mas crecientes.
De otro lado, el consumo global de combustibles genera enormes
cantidades de gases contaminantes que son liberados a la atmésfera,
causando cambios en el clima del planeta, por lo que se ha convertido en
una de las problematicas que mas preocupan a los gobiernos, las ONG's,

las comunidades y la opinion publica en general®”).

La unica forma de encarar esta problematica es mediante recursos
energéticos renovables. Para ello, la biotecnologia ofrece multiples
alternativas tecnologicas. Una solucion renovable es el uso de energia
solar en forma de biomasa, la cual esta representada en los materiales
lignoceluldsicos y los cultivos de plantas ricas en energia. Las emisiones
de CO, generadas por la produccién y uso de biocombustibles son
compensadas por la absorcion de CO, durante el crecimiento de las
plantas y de otros materiales vegetales, a partir de los cuales dichos

combustibles se producen.

Los biocombustibles son los combustibles de origen bioldgico obtenidos de
manera renovable a partir de restos organicos y constituyen la primera
fuente de energia que conocié la humanidad. Entre las fuentes de los
biocombustibles, estan la biomasa proveniente de cultivos como cafa de
azUcar, maiz, sorgo, yuca y otros, usada para producir bioetanol, y los
aceites provenientes de palma africana, soya, higuerilla, Jatropha curcas o
pifidn (manso, blanco, de leche o botija), colza y otras plantas, utilizados
para producir biodiesel (biocombustibles de primera generacion), asi como
-ahora ultimo- se esta empleando la biomasa lignoceluldsica procedente de
residuos y subproductos forestales o agricolas para la produccion de

bioetanol (biocombustibles de segunda generacion).
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El biocombustible mas importante es el bioetanol o etanol combustible, el
cual puede ser utilizado como combustible (bioetanol hidratado) o como
oxigenante de la gasolina (bioetanol anhidro). El uso del bioetanol anhidro
como oxigenante representa varias ventajas: mayor contenido de O,
(menor cantidad de aditivo requerido), mayor octanaje, no es téxico, reduce
mas las emisiones de CO y no contamina las fuentes de agua®®. De otro
lado, el bioetanol puede ser utilizado como materia prima en la produccién
de ETBE®).

El bioetanol producido por fermentacion de la biomasa lignoceluldsica
(bioetanol de segunda generacion) a partir de residuos y subproductos
agricolas o forestales, muestra mayores ventajas potenciales en
comparacion con el bioetanol derivado del azucar o almidon (bioetanol de

primera generacion) desde un punto de vista energético y ambiental.

Brasil es el principal productor mundial de bioetanol de primera generacion.
A través del programa Proalcool®, en Brasil se ha utilizado el bioetanol
hidratado como combustible y el bioetanol anhidro como oxigenante (24 %
en volumen). En los EE. UU. hay también un programa de adicién de
bioetanol anhidro a la gasolina que se vio impulsado especialmente por el
Clean Air Act Amendments de 1990. En efecto, los gobiernos de varios
paises ya han puesto en marcha programas de oxigenacion de la gasolina

con bioetanol anhidro, como es el caso del Peru.

1. Aserrin de capirona en el Peru

La actividad maderera peruana puede contribuir a la mejora de las
condiciones econdomicas y sociales en el pais, mas aun si se
promueve la industrializacion del sector, que permitiria ofrecer
productos con mayor valor agregado a mejores precios en el

mercado.

Un crecimiento del sector forestal esta relacionado con la generacion

de mas aserrin, subproducto de la actividad maderera, lo cual
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garantizara un abastecimiento seguro de dicho material
lignocelulésico para el proceso de produccién de bioetanol hidratado
y permitira la seleccién de la mejor alternativa ambiental dentro de los

diferentes pretratamientos en estudio.

Hoy en dia, el contexto normativo es favorable y promisorio con la
nueva Ley Forestal y de Fauna Silvestre (Ley N° 29763), publicada el
22 de julio del 2011 en el diario El Peruano, la cual asume el reto de
colocar al Peru en el mapa forestal mundial como pais cuyos bosques
y zonas forestales son gestionados bajo un enfoque de sostenibilidad
ecolégica, econémica y social, que genera riqueza y promueve
servicios ambientales seguros, coadyuvando asi a la mitigacion del
cambio climatico en nuestro planeta, y a la construcciéon de una nueva

institucionalidad.

Entre las especies que tienen valor comercial a escala industrial, asi
como una mayor demanda, destacan la caoba y el cedro, cuya
extraccién y comercializacion se ha visto limitada los ultimos afios por
su ingreso al apéndice del acuerdo que regula el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(CITES), lo que ha llevado al empresario al aprovechamiento de otras
especies -en su mayoria duras- para compensar el vacio en
rentabilidad generado: cumala, tornillo, catahua, copaiba, ishpingo y
moena como maderas de multiples usos, y la lupuna en la industria

triplayera.

La heterogeneidad de los bosques tropicales obliga, pues, al
desarrollo de una estrategia integral que permita elevar el valor
agregado generado por la industria maderera y llevar el actual
aprovechamiento forestal de 2 a 4 metros cubicos por hectarea a su

aprovechamiento potencial de 15 a 18 metros cubicos por hectarea.

Como parte de esta estrategia se esta intensificando el uso del

bosque al incorporar 70 especies maderables menos conocidas al
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mercado de maderas con excelentes resultados, destacando entre
aquellas las siguientes: shihuahuaco, capirona, pumaquiro, congona
(machinga), aguano masha, andiroba y cachimbo. Algunas de estas
maderas son incluso excelentes substitutos de maderas finas como la

caoba y el cedro (ver figura 2).

O Eucalipto

| Tormillo

O Shihuahuaco
OLupuna

B Cumala

O Capirons

B Cachimbo
OCopaiba

B Capinur]

B Bokkina
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OMoens { amarilla £ blance fnegrs [ rosada
B Catahua

B Pashaco

B Manchings

W Congona

D Estorague
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O Aguzano masha

O Guinilla

O Pumacuiro
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O &ndirokba

| Otros

Figura 2. Distribucion de la produccion de madera rolliza por especie (2011).

La produccion de madera rolliza de la especie capirona represento el 4,75 %
del total en el afio 2011, siendo intensificado su aprovechamiento en lugar
de especies amenazadas de mayor valor comercial como la caoba (0,08 %)
y el cedro (0,69 %); asimismo, dicha produccion esté relacionada con la
generacion de aserrin de la misma especie y, por consiguiente, se garantiza
la utilizacién sostenible de este residuo en una planta de bioetanol de
segunda generacion con produccion mas limpia.

Fuente: Elaboracién propia basada en informacién del anuario estadistico
Pert Forestal en Numeros 2011 - Direccion General Forestal y de Fauna
Silvestre (DGFFS) del Ministerio de Agricultura (MINAG)

Segun la informacién nacional reportada al afo 2011 (ver figura 3),
Ucayali es el primer departamento productor de madera rolliza y
aserrada, representando el 24,5 % y 259 % de la produccién
nacional, respectivamente, lo cual es producto de la intensificacion
del uso de su bosque al incorporar una gran cantidad de nuevas

especies maderables dentro de las cuales destacan las especies
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shihuahuaco y capirona. En este contexto, los productos elaborados
en el afno 2011 se hicieron con madera de especies que antes no
eran utilizadas, remplazando a las especies de mayor valor comercial
(caoba, cedro, catahua, copaiba, ishpingo, moena, etc.) que han sido
disminuidas en los bosques de la region y del pais, principalmente a

causa del aprovechamiento intensivo y desordenado.
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Figura 3. Produccion de madera rolliza y aserrada por departamento (2011).
Debido a la incorporacion de la especie capirona y otras nuevas especies, el
departamento de Ucayali liderd la produccion de madera rolliza y aserrada
en el afio 2011, lo cual nos da una pauta para la localizacién de una planta
de bioetanol de segunda generacién en el Pera.

Fuente: Per( Forestal en NUmeros 2011 - Direccidon General Forestal y de
Fauna Silvestre (DGFFS) del Ministerio de Agricultura (MINAG)

Quimica del aserrin de capirona

La biomasa lignoceluldsica esta constituida por materias primas que
no son fuentes alimenticias (residuos y subproductos forestales o
agricolas), por lo cual la produccién de bioetanol a partir de éstas no
compite con las hectareas destinadas a los cultivos alimenticios,
problematica tan mencionada en estos dias para el caso de los

biocombustibles de primera generacion.
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El aserrin de capirona es biomasa lefiosa y esta considerado dentro
del grupo de los materiales que constituyen Ila biomasa
lignocelulésica. Por esa razén, es un producto natural complejo y no

uniforme con respecto a sus propiedades anatomicas y quimicas.

En general, la madera consiste en dos tercios de polisacaridos
(celulosa y hemicelulosa), aproximadamente, con diferencias
significativas en la proporcion de celulosa a hemicelulosa.
Adicionalmente, dependiendo de su edad y tipo de tejido, la madera
podria contener otros polisacaridos como la pectina y el xiloglucano.
El contenido del tercer componente principal de la madera, la lignina,
varia ampliamente (18 - 33 %) entre especies, con una mayor
cantidad de la misma para maderas blandas que para maderas duras.
Los extraibles representan el menor componente dentro de la
madera, constituido por diversos compuestos individuales que van
desde terpenoides y esteroides, grasas y ceras, hasta compuestos
fendlicos que incluyen a los estilbenos, taninos y flavonoides. Los
constituyentes inorganicos de la madera estan casi totalmente
contenidos en la ceniza, aquél residuo que queda después de quemar
la materia organica. A pesar que la ceniza es un componente menor
de la madera (0,1 - 1,0 % en madera de zonas temperadas), estos
compuestos inorganicos juegan un rol esencial en el crecimiento de

los arboles®.

Los polisacaridos o carbohidratos incluyen a la celulosa vy
hemicelulosa, y constituyen los principales componentes en la
biomasa lefiosa. Debido a que estos carbohidratos estan formados a
partir de monosacaridos, son revertibles a estos ultimos por hidrélisis
acida o enzimatica. La celulosa es un polimero lineal de unidades de
B-D-glucopiranosa, todas éstas unidas mediante enlaces glucosidicos
B (1->4). Las cadenas de celulosa lineal tienen una fuerte tendencia a
formar enlaces intra- e inter-moleculares de hidrégeno, lo cual
provoca la adicion de cadenas paralelas en microfibrillas elementales.

En contraste a la celulosa, las hemicelulosas son polisacaridos
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heterogéneos de bajo grado de polimerizaciéon (numero de unidades
de glucopiranosa en la cadena de hemicelulosa), tipicamente de 50 a
300 unidades, y de caracteristicas, esencialmente, amorfas. Las
hemicelulosas se encuentran frecuentemente ramificadas, razén por
la cual son relativamente solubles en agua. Las hemicelulosas son
facilmente hidrolizadas en presencia de acidos a sus constituyentes
monomeéricos, los cuales consisten principalmente de D-glucosa, D-
manosa, D-xilosa, L-arabinosa y D-galactosa, y pequefias cantidades
de otros polisacaridos y derivados, incluyendo el acido 4-O-metil-D-
glucurodnico, L-ramnosa y el acido D-galacturdnico. Dentro de las
principales cadenas de hemicelulosas de las maderas blandas estan
los galactoglucomananos (alrededor de 20 %) y
arabinoglucuronoxilanos (5 - 10 %), mientras que en las maderas
duras encontramos a los glucuronoxilanos o simplemente xilanos
(15 - 30 %) y glucomananos (2 - 5 %)®". El conocer los detalles de la
composicion quimica de las hemicelulosas en las maderas blandas
((galacto)glucomananos y arabinoglucuronoxilanos) 'y  duras
(glucomananos y glucuronoxilanos) es importante porque los
monosacaridos y grupos funcionales constituidos, asi como su forma
de enlazarse a la cadena principal y ramificaciones, influyen
significativamente en los resultados de la autohidrdlisis, incluyendo la
proporcion, composicion y rendimiento de los constituyentes de la

madera en disolucion.

La lignina refuerza los tallos y el tejido vascular, permitiendo el
crecimiento adecuado y el transporte del agua y minerales a través
del xilema, bajo presidn negativa, sin que colapse el tejido.
Adicionalmente al soporte mecanico, la lignina contribuye en las
funciones protectoras de las plantas mediante, por ejemplo, el
incremento de la resistencia a la biodegradacion y los estreses
ambientales, tales como los cambios en la humedad y en el balance
del agua. Derivada primordialmente de los alcoholes p-
hidroxicinamilicos (p-HCAs: alcohol p-cumarilico (4-hidroxicinamilico),

coniferilico (4-hidroxi, 3-metoxicinamilico) y sinapilico (4-hidroxi-3,5-
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dimetoxicinamilico); cuando los p-HCAs se incorporan dentro de la
lignina, se convierten en unidades de p-hidroxifenil (H), guayacil (G) y
siringil (S), respectivamente), la lignina resulta de las reacciones de
polimerizacion por acoplamiento de radicales en la pared celular
después de que los polisacaridos se han establecido. La lignina
provee una matriz en la cual los polisacaridos estan integrados y
posiblemente  reticulados, @ denominada  Complejo  Lignina-
Carbohidrato (LCC, por sus siglas en inglés), existiendo al menos 3
tipos de uniones covalentes en este complejo: uniones éter, éster y
fenil glucosidico. El resultado es un material compuesto naturalmente
que imparte resistencia y rigidez a la pared celular, fuerza tal que

@) Una representacion

permite a las plantas crecer organizadamente
de la estructura de la molécula de lignina en madera de coniferas se
muestra en la figura 4®?. La propia estructura y caracteristicas de la
lignina que permiten las ventajas ya mencionadas en las plantas,
representan a su vez un problema para la elaboracion de algunos
productos a partir de ésta. Por ejemplo, la lignina es el componente
que se busca eliminar en la fabricaciéon de pasta quimica y constituye
un mayor obstaculo en el procesamiento de la biomasa lefiosa a

combustibles y productos quimicos.

Los extraibles representan una menor fraccién de los componentes
totales de la madera y estdan compuestos por un amplio arreglo de
compuestos individuales, tanto hidrofilicos como hidrofébicos. En
relacion a los temas de sostenibilidad y utilizacion mas eficiente de
los recursos naturales como la madera, los extraibles estan
recibiendo una mayor atencién para su recuperacion potencial y venta
de productos, en bajos volumenes pero con alto valor. El contenido
de extraibles es generalmente inferior al 10 %, pero puede variar
desde trazas hasta el 40 % en peso del total de la madera seca.
Varias partes de un mismo arbol pueden tener diferentes contenido y
composicion de extraibles. Los extraibles estdan normalmente
presentes en ciertos sitios morfoldgicos dentro de la estructura de la

madera. Los acidos de las resinas, por ejemplo, estan situados en los
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canales de resinas, mientras que las grasas se encuentran en las
células del parénquima radial o radiomedular y los extraibles fendlicos
estan presentes en el duramen y la corteza®". Los extraibles son
necesarios para mantener y llevar a cabo un conjunto diversificado de
funciones en los arboles. Las grasas son conocidas como una fuente
de energia para las células de la madera, mientras que los
terpenoides, los acidos de las resinas y los compuestos fendlicos
protegen al arbol contra los ataques de microorganismos. Los
extraibles no son solo utiles e importantes para la comprension de la
taxonomia y bioquimica de los arboles, sino también al considerar los
aspectos tecnoldgicos del uso de la madera en la industria. Por
ejemplo, los polifenoles -valorados por su alta eficiencia antioxidante-
han sido examinados, sugiriéndose procesos diferentes para su

aislamiento de la madera.
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Figura 4. Modelo de la estructura de la lignina de coniferas. Complejo
Lignina-Carbohidrato (LCC) de coniferas mostrando uniones covalentes de
tipo éter y fenil glucosidico.

Fuente: Adler, E., “Lignin Chemistry Past, Present and Future” (1977)
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La cantidad de materia inorganica (ver tabla 4) es pequena
(generalmente menos de un 1 % del total de la madera), pero
indispensable para el crecimiento del arbol. Los principales elementos
de la materia mineral de la madera son el calcio, el potasio y el
magnesio, seguidos, en menor cantidad, del manganeso, sodio,
fésforo y cloro. Los llamados elementos traza, presentes en
concentraciones inferiores a 50 ppm, son el aluminio, el hierro, el zinc

y el cobre, entre otros.

Tabla 4. Componentes importantes de las hemicelulosas y extraibles

Distribution, wt %o
Type Soft- Hard-
woods woods
Hemicellulose 25~30 [ 25~35

CH,OH Ro. CH:OH o
Galactoglucomannan \u,m/g u%o o
HO o S R on 5~8 0
(1:1:3) . M chon

Ho CHOH R=0CCH, of H

(Galacto)glucomannan

(0.1:1:4) The OH groups in the xylose units were partially substituted by OAc | 10~15 0

on the C-2 or C-3 positions, i.e., R = CH;CO (Ac) or H

THon o

o o o, o o
Glucomannan (1:2-1:1) \"mn . ﬁxl//géﬁwqmu\ 0 2~5

HO o= Ho- o
\"/m/‘w “mnw o’
HO- o
Arabinoglucuronoxylan w DED: i on 7-10 Trace

H,C0- HOCH:
coon @ on
HO- o1 RO. JOR o,

/°\w o o. o o,

HO. o RO — ~
Ho. oH N
H,CO.
o

coon

Glucuronoxylan Rehor o Trace |15~30
OH in the xylo-units were partially substituted by OAc on the C-2 or
C-3 positions (about 7 in 10 xylo-units), i.e., R = CH;CO (Ac) or H

Extractives 5~8 2~4

Aliphatic and alicyclic terpenes, ferpenoids, esters, fatty acids, alcohols, ...

Phenolics phenols, stilbenes, lignans, isoflavones, ...

Carbohydrates arabinose, galactose, glucose, xylose, starch, pectic material

Others cyclitols, tropolones, amino acids, protein, alkaloids, ...

Ash a, K, Mg, Mn, Na, P, Fe, Si, efe. ‘ 0.2~0.5 |0.2 ~0.8

Fuente: Liu, S. J., “Woody biomass: Niche position as a source of
sustainable renewable chemicals and energy and kinetics of hot-water

extraction / hydrolysis” (2010)

Los constituyentes principales de la biomasa lefiosa (celulosa,
hemicelulosa y lignina) no pueden ser simultaneamente aislados
como polimeros y muchos procesos deben ser empleados para la
degradacién de al menos uno de estos polimeros. De los 3

componentes principales, las hemicelulosas son las mas faciles de
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degradar, mientras que la celulosa presenta las mayores dificultades.
En ese sentido, un método ideal seria separar primero las
hemicelulosas de la biomasa lefiosa y convertir la celulosa como
ultimo paso, dando lugar a un mayor desarreglo de la biomasa
lefiosa. La tabla 4®® muestra un resumen de los componentes de
hemicelulosa y extraibles, los cuales proporcionan la oportunidad de
construir una biorefineria y tener una cartera diversificada de

productos a partir de esta biomasa lignoceluldsica.

Proceso de obtencién de etanol combustible a partir de biomasa

lignoceluldsica

En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de estudios para
desarrollar la produccion a gran escala de etanol a partir de biomasa
lignocelulosica. Los materiales que mas se han investigado son
madera y residuos forestales, papel reciclado y residuos de la
industria papelera, bagazo de cafia, desechos agricolas (hojas,
ramas, hierba, frutas, paja, etc.), asi como residuos solidos urbanos.
Se ha estimado un valor de 6 para la relacion salida / entrada de
energia en el caso de la produccion de etanol a partir de biomasa®?,
es decir, la relacién entre la energia liberada durante la combustién
de bioetanol y la energia necesaria para su produccion considerando
todo el ciclo de vida del producto desde la extraccién de las materias
primas y los insumos requeridos, pasando por su transporte, hasta el
proceso de transformacion en el producto final. Lo anterior hace a
esta materia prima muy atractiva, en especial en paises que no
cuentan con la facilidad de producir grandes cantidades de cafia de
azucar. El valor de esta relacién para el bioetanol producido a partir

(35

de almidén de maiz es de 1,1 - 1,20% y a partir de cafna de azucar es

de 839,

El principal reto en la produccion de etanol a partir de biomasa
lignoceluldsica es el pretratamiento e hidrolisis de la materia prima.

Como ya se menciond, el complejo lignoceluldsico esta compuesto
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principalmente de una matriz de carbohidratos (celulosa y lignina)
enlazada por cadenas de hemicelulosa. El pretratamiento tiene como
objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que la celulosa reduzca
su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas
adecuada para el posterior ataque enzimatico (hidrdlisis enzimatica).
Adicionalmente, la mayor parte de la hemicelulosa se hidroliza
durante el pretratamiento y la lignina se libera o puede incluso
descomponerse. En una etapa posterior, la celulosa liberada es
sometida a hidrdlisis enzimatica con celulasas exdégenas, lo cual hace
que se obtenga una solucion de azucares reductores fermentables
que contiene principalmente glucosa, asi como pentosas (xilosa)
resultantes de la hidrélisis inicial de la hemicelulosa. Estos azlcares
son posteriormente convertidos en etanol mediante microorganismos
que pueden utilizar uno o varios de los azucares presentes en el
material lignocelulésico pretratado e hidrolizado. Este complejo
proceso puede ser representado por las reacciones detalladas en la

figura 5.

Luego del pretratamiento, la celulosa liberada es degradada hasta
glucosa (sacarificacion), lo cual puede hacerse con acidos o enzimas
(celulasas). La mayoria de las celulasas comerciales son producidas
a partir de Trichoderma reesei, del cual se obtiene basicamente una

Y37 Las primeras

mezcla de celobiohidrolasas y endoglucanasas®®
hidrolizan los enlaces B(1,4) de la cadena de celulosa a partir de los
extremos no reductores o reductores liberando celobiosa o inclusive
glucosa, mientras las endoglucanasas rompen estos mismos enlaces
en forma aleatoria dentro de la cadena. Desafortunadamente, las
celobiohidrolasas son inhibidas por la celobiosa, por lo que se agrega
B-glucosidasa de otra fuente para complementar la accion de las
celulasas de este hongo. La B-glucosidasa hidroliza la celobiosa

obtenida en dos moléculas de glucosa.
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pretratamiento

Hemicelulosa — CsH,,0s + C,H,,O, + Otros azicares
Xilosa Glucosa

endoglucanasas v
clobiohidrolasas a-glucosidasa

(C.H,,05) o nC;H,,0,, — 2nC,H,,0,
Celulosa Celobiosa Glucosa

C.H,,O, + S. cerevisiae — 2C,H:OH + 2CO,
Etanol

3CH,,O5 + Pichia stipitis — 5C,H;OH + 5CO,
Etanol
Figura 5. Reacciones involucradas en el proceso de

obtencién de etanol a partir de biomasa lignocelulésica.
Durante el pretratamiento se libera xilosa y algo de
glucosa, mientras que en la hidrélisis enzimatica se
obtiene principalmente glucosa, la cual sera fermentada
usando levaduras comerciales en una etapa posterior.

Fuente: Lynd L. R., Weimer P. J., Van Zyl W. H.,
Pretorious 1. S., “Microbial cellulose utilization:
Fundamentals and biotechnology” (2002); Zhang Y. H.
P., Lynd L. R., “Toward an aggregated understanding of
enzymatic hydrolysis of cellulose: Noncomplexed

cellulose systems” (2004)

Las etapas de hidrdlisis y fermentacion se pueden realizar en forma
secuencial (hidrdlisis y fermentacién separadas, SHF por sus siglas
en inglés) o llevando a cabo en una sola unidad la hidrdlisis y la
fermentacion al mismo tiempo (sacarificacion y fermentacion
simultaneas, SSF por sus siglas en inglés). EI microorganismo mas
utilizado para este proceso es Saccharomyces cerevisiae que
fermenta las hexosas presentes en el hidrolizado mas no las
pentosas. La SSF muestra mayores rendimientos de bioetanol y
menores consumos energeticos, pero las temperaturas de operacion
no son optimas para la hidrélisis y se requiere de mayores dosis de

enzimas.

Existe un estudio previo donde se ha realizado una evaluacion de los

rendimientos de etanol a partir de diferentes materiales
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lignocelulésicos en procesos de SSF y de SHF por lotes a 37 °C con
diferentes dosis de enzima y tiempos de proceso de 7 - 8 dias®®. La
tusa de maiz, los tallos y hojas de maiz, la paja de trigo y el pasto
llorén, en su orden, alcanzaron altas tasas de hidrdlisis y altos
rendimientos de bioetanol durante la SSF; los diferentes tipos de
madera pretratada estudiados mostraron conversiones similares de
celulosa a bioetanol y rendimientos ligeramente inferiores a los
desechos de maiz, los cuales presentaron los mayores valores
(92 - 94 %).

Tecnologias de pretratamiento para la biomasa lignoceluldsica

Para el pretratamiento se han propuesto y desarrollado diferentes

9 |a sintesis de

métodos, los cuales se relacionan en la tabla 5
procesos puede aportar las herramientas necesarias para descartar
las opciones con menos perspectivas en forma preliminar, teniendo
en cuenta nuevos procedimientos, esquemas y alternativas que se

planteen en la etapa de disefio.

Los métodos de pretratamiento se clasifican en fisicos, fisico-
quimicos, quimicos y bioldgicos, siendo posible utilizar combinaciones

sinergisticas entre éstos.
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Tabla 5. Tecnologias de pretratamiento para la biomasa lignocelulésica

Métodos Procedimiento/Agentes

Observaciones

Ejemplos de
materiales pretratados

Referencia

Pretratamientos fisicos

Pulverizado Reduccidn a astillas, tritu-
mecdnico racion, molienda.
Pirdlisis T=300°C

Pretratamientos fisico-quimicos

Vapor saturado a
160-260°C, p=0,69-4.85
MPa por varios segundos
o minutos, luego descom-
presidn hasta presidn at-
mosférica.

Explosion
a vapor

Agua liquida
caliente (LHW)

Agua caliente presurizada,
T=170-230°C, 1-46min.

Explosidin de Dosis 1-2kg de amoniaco/

fibra con kg de hiomasa seca, 90°C,
amoniaco 30min.

{AFEX)

Explosion Dosis de 4 kg COy kg de
con CO, fibra, p=5.62 MPa.

Pretratamientos guimicos

Ozono, reaccidn a tem-
peratura y presidn am-
bientales.

Ozondlisis

Hidrélisis con
dcido diluido

H,S0,. HCI, HNO, al
1-53%. Procesos de flujo
continuo para baja carga
de sdlidos (5-10% peso
sustrato/peso mezcla) a
T=160-200°C; procesos
por lotes a alta carga de
silidos (1040%) a
T=120-160°C. Presiones
cercanas a 1| MPa.

H,S0, al 10-30%,
170-190°C, relacidon 1:1.6
sélido-liquido. Acido
peracético 21-60%, siste-
ma tipo silo.

NaOH diluido, 24 h, 60°C

Hidrdlisis con
dcido concentrado

Hidrdlisis alcalina

Deslignificacidn Peroxidasa v H,O, al 2%,
oxidativa 20°C, 8h.

Proceso Solventes orgdnicos (me-
organosolv tanol, etanol, acetona,

etilenglicol,
trietilenglicol, entre
otros) o su mezcla con
1% de H,50,; o HCL.

Pretratamiento biolégico

Pretratamiento con
hongos

Hongos de la pudricién
blanca, blanda y parda.
Produccidn de celulasas
por fermentacidn en sus-
trato sélido.

Molinos: vibratorio de bolas (tamafo final:
0,2-2mm), de cuchillas o martillo (tamafo fi-
nal: 3-6mm).

Formacidn de productos voldtiles ¥ carbdn. Resi-
duos de la pirdlisis pueden someterse a hidrdlisis
Acida suave (1IN H,50,, T=97°C, 2,5h ) para pro-
ducir 80-85% AR (>50% de glucosa). Puede reali-
zarse al vacio: 400°C, p=lmm Hg, 20min (algo-
don de desecho).

Altas concentraciones de sélidos. Hidrdlisis del
80-100% de la hemicelulosa, destruccidn de
parte de la xilosa obtenida, formacidn de inhi-
bidores, se requiere posterior lavado con agua.
Al combinarse con HySOy, SO, o CO; mejora la
eficiencia de la posterior hidrolisis enzimética,
disminuyendo inhibidores. Reduccidn de tamaifio
con menor gasto energético comparado con pul-
verizacidn., Ocurre cierta despolimerizacion de
la celulosa. La lignina no se solubiliza o lo
hace muy poco, pero se redistribuye.

Concentraciones de sdlidos <20%. Ocurre
cierta despolimerizacidn de la celulosa. Hi-
drélisis del 80-100% de la hemicelulosa,
>50% oligdmeros. Solubilizacién parcial de
la lignina (20-50%). Conversidn durante la
hidrdlisis de celulosa >90%. Baja o nula for-
macidn de inhibidores.

Se requiere recuperacion de amoniaco, no produ-
ce inhibidores. Conversidn durante la hidrélisis
de celulosa =90% (bagazo y hierba de Bermuda).
Para biomasa con alto contenido de lignina no
es muy eficiente (conversidén de celulosa <50%).
Ocurre cierta despolimerizacién de la celulosa.
Hidrélisis del 0-60% de la hemicelulosa en de-
pendencia de la humedad, mds del 90% oligd-
meros. Ocurre cierta solubilizacidn de la lignina
(~10-20%).

Conversidn a glucosa durante la hidrélisis de celulo-
sa =75% (alfalfa). No forma compuesto inhibitorios.

Degradacién principalmente de lignina. Conversidn
durante la hidrdlisis de celulosa: 57% (aserrin). No
se forman inhibidores.

Hidrolisis del 80-100% de la hemicelulosa, altas
conversiones de xilano a xilosa. La alta temperatura
es favorable para la hidrdlisis de celulosa. Se re-
quiere neutralizar el pH para la posterior hidrdlisis
enzimdtica. Ocurre cierta despolimerizacién de la
celulosa. La lignina no se solubiliza o lo hace muy
poco, pero se redistribuye.

Se requiere la recuperacién del dcido. Tiempos de
residencia mayvores que en la hidrdlisis con dcido
diluido.

Remocién de lignina 24-55% para madera dura con
contenido inicial de lignina del 20%, dificil remo-
cidn para maderas blandas con contenidos de
lignina>26%. Hidrdlisis de =50% de la hemicelulo-
sa. Sustancial hinchamiento de la celulosa. Conver-
sidn durante la hidrol. de celulosa: 78,2% (paja de
arroz), 67,1% (bagazo). Conversién durante la hidrol.
de celulosa: proceso convencional, aprox. 54%;
NaOH+H,0O,, aprox. 65% (hojas de cafia de azicar).

Solubilizacidn del 50% de la lignina v de casi la
totalidad de la hemicelulosa. Conversion durante la
hidrdlisis de celulosa: 95% (aserrin).

Ruptura de la lignina interior ¥ de las uniones de
hemicelulosa. Solubilizacidn casi total de la lignina.
Hidrdlisis casi total de la hemicelulosa. Altos rendi-
mientos de xilosa. Recuperacidn de solventes y su
remocidn del sistema para no inhibir los procesos
bioldgicos subsiguientes.

Los hongos producen celulasas, hemicelulasas y en-
zimas degradadoras de lignina: ligninasas, lignin-pe-
roxidasas, polifenoloxidasas, lacasas y enzimas re-
ductoras de quinonas. Proceso muy lento: Pleurotus
astreatus convierte el 35% de la paja de trigo en
azlicares reductores en cinco semanas. Hongos de la
pudricidn parda degradan celulosa Hongos de la pu-
dricién blanca y blanda degradan celulosa v lignina.

Residuos de madera y fo-
restales  (paja, madera
dura), desechos de maiz,
bagazo de cafia, timothy,
alfalfa.

Madera, algoddn de dese-
cho.

Bagazo, madera blanda,
paja de arroz, madera
de aspen, madera de eu-
calipto.

Bagazo de cafia.

Materiales herbdceos (paja
de trigo v cebada, cascari-
lla de arroz, desechos de
maiz, switchgrass), resi-
duos sdlidos urbanos, pa-
pel peridgdico, alfalfa, asti-
llas de aspen y bagazo.

Alfalfa, mezcla de papel
reciclado, bagazo de cafia.

Paja de frigo, bagazo,
heno verde, cacahuete,
pino, paja de algodén vy
aserrin de dlamo.

Desechos de maiz, ba-
gazo de cafia, madera
de dlamo, switchgrass,
paja de trigo, astillas de
dlamo.

Bagazo de cafa, aserrin
de madera dura.

Madera dura, pajas con
bajo contenido de lignina
(10-18%), desechos de
maiz, bagazo de cafla,
hojas de cafia de azicar.

Bagazo de cafia.

Madera de dlamo.

Paja de trigo, desechos de
maiz.

Sun y Cheng, 2002;
Rivers v Emert, 1988;
Cadoche y Lépez,
1989; Papatheofanous
et al., 1998; Alvo ¥
Belkacemi, 1997,

Sun y Cheng, 2002;
Yu y Zhang, 2003.

Sun vy Cheng, 2002;
Kaar et al., 1998;
Moniruzzaman, 1996,
De Bari ef al., 2002;
Heitz et al., 1987,
Soderstrém ef al.,
2003; Lynd ef al.,
2002.

Lynd, 1996; Laser et
al., 2002; Lynd et al.,
2002,

Sun v Cheng, 2002,
Diale et al., 1996,
Lynd ef al., 2002.

Sun v Cheng, 2002.

Sun v Cheng, 2002.

Sun v Cheng, 2002
Schell ef al., 2003;
Rodriguez-Chong et
al., 2004;
Esteghlalian ef al,
1997, Wooley e al.,
1999 Lynd ef al.,
2002.

Cuzens y Millar,
1997 Teixeira ef al.,
1999,

Sun y Cheng, 2002
Rivers v Emert, 1988,
Hari Krishna et al.,
1998; Lynd ef al.,
2002,

Sun y Cheng, 2002.

Sun y Cheng, 2002;
Rezzoug y Capart,
1996 Lynd ef al.,
2002.

Sun y Cheng, 2002;
Tengerdy y Szakacs,
2003.

Fuente: Sun Y., Cheng J., “Hydrolysis of lignoc. mat. for ethanol prod.: a review” (2002)
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Pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado

El pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado involucra
justamente la combinacion de estos dos métodos de pretratamiento.
Para ello, la biomasa lignocelulésica acondicionada es sometida
primero a una molienda controlada a través de un molino de bolas,
seguido por una explosion en vapor saturado, utilizando altas
temperaturas que permitan incrementar la accesibilidad de la celulosa

para la hidrolisis enzimatica.

Molienda de bolas (MB)

La molienda de bolas se refiere a la utilizacion de la friccidn, colision,
choque, cizallamiento u otras acciones mecanicas para modificar las
estructuras cristalinas y las propiedades de los granulos sdlidos.
Durante el pretratamiento en un molino de bolas, la reactividad
quimica mejora porque parte de la energia mecanica se convierte en

energia interna de la sustancia.

Su principal objetivo esta dirigido a reducir el tamafo de la biomasa
lignocelulésica para facilitar los tratamientos siguientes. La reduccion
del tamafio de la biomasa lignoceluldsica por debajo de las mallas
Tyler N° 20 muestran el mejor rendimiento mecanico?). Asimismo, la
molienda de bolas aumenta la digestibilidad de la celulosa y la

hemicelulosa en la biomasa lignoceluldsica.

El uso de la molienda de bolas ha demostrado ser exitosa como
estrategia de pretratamiento de bajo costo!”). Se ha encontrado que
los materiales pulverizados con una mayor area de superficie facilitan
los posteriores pretratamientos fisicoquimicos y bioquimicos del
rastrojo de maiz, paja de cebada, bagazo de cana de azucar, paja de
trigo, residuos de madera y residuos solidos municipales, ya que dan
lugar a la mejora de la digestibilidad de la celulosa y la hemicelulosa a

glucano y xilano, respectivamente, y logran una mayor digestibilidad
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enzimatica con cargas menores de enzimas. La molienda de bolas
también permite una despolimerizaciéon sustancial de la lignina a
través de la escision de enlaces aril éter no condensados!”.
Asimismo, la solubilidad y eficiencia de la fermentacion de la biomasa
lignocelulésica natural mejora ampliamente por medio de un
pretratamiento mecanico-fisicoquimico, garantizando la utilizacién con

valor agregado de estos residuos®“’.

Actualmente, la molienda de bolas se utiliza en una variedad de
aplicaciones que incluyen compuestos de nanomatrices y materiales
de aleaciones dispersas, asi como dentro de las refinerias metalicas,
en el tratamiento de minerales, la disposicién de residuos y la sintesis

de materiales organicos.

Explosion en vapor (EVP)

La explosion en vapor fue desarrollada en el afio 1925 por W. H.

“2) Desde entonces,

Mason para la produccion de madera prensada
el uso del proceso se ha ampliado para incluir aplicaciones como la
produccion de piensos para rumiantes y la fabricacion de pasta de

madera.

El uso de la explosion en vapor para el pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica fue introducido en la década de 1980. La corporacion
lotech realizé algunos trabajos pioneros en la investigacion de los
43) y

presenté un amplio informe al Departamento de Energia (DOE, por

efectos de la explosion en vapor sobre la madera de alamo!

sus siglas en inglés) de los Estados Unidos describiendo los efectos
de varios tiempos de residencia y presiones en los rendimientos de
xilosa y glucosa. lotech encontré que a una determinada presion, los
rendimientos de xilosa y glucosa presentaban ambos un pico a
diferentes tiempos de residencia (el pico de xilosa se presentaba
usualmente antes que el pico de glucosa). Del mismo modo, se

encontré que los maximos rendimientos de xilosa y glucosa ocurrian
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a diferentes presiones. La recomendaciéon final que figura en el
informe fue optimizar el rendimiento de holocelulosa (xilosa +
glucosa) a una presion comprendida entre 500 y 550 psig por un

tiempo de residencia de 40 segundos.

Al informe de lotech le siguieron otros estudios aplicando la explosion
en vapor para el pretratamiento de diversas materias primas de la
biomasa lignocelulésica. Por ejemplo, se comparé la eficacia del
pretratamiento de explosion en vapor con virutas mixtas de madera
dura, cascaras de arroz, tallos de maiz y bagazo de cafia de

r“Y. Una explosién en vapor entre 240 y 250 °C por un tiempo

azuca
de residencia de 1 minuto, aumentoé las tasas de hidroélisis enzimatica
de las virutas de madera dura, cascara de arroz y bagazo de cafia de
azUcar a valores aproximados a las del papel de filtro. Las muestras
explosionadas en vapor no mostraron un incremento en las tasas de
hidrdlisis acida en comparacién con las muestras sin explosionar. En
el estudio también se encontré que las tasas de hidrélisis de las
muestras almacenadas durante 8 meses antes de la hidrdlisis
enzimatica no presentaron ninguna diferencia con las muestras

explosionadas en vapor poco antes de la hidrélisis enzimatica.

Asimismo, en una investigacion posterior se utilizaron materias
primas como la Onopordum nervosum y Cyanara cardunculus“?,
obteniéndose una eficiencia de sacarificacion (glucosa liberada
después de 48 horas de hidrélisis enzimatica / maxima glucosa en el
sustrato) de mas del 90 % para O. nervosum explosionada en vapor a
230 °C por un tiempo de residencia entre 1 y 2 minutos, asi como
para C. cardunculus explosionada en vapor a 210 °C por un tiempo

de residencia entre 2 y 4 minutos.

Resultados similares que apoyan los efectos contributivos del
pretratamiento con explosion en vapor en la sacarificacion enzimatica

(46) Ny paja

se reportaron con madera de eucalipto™’, madera de pino

de arroz*®,
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Para algunos investigadores, la explosion en vapor es descrita como
un proceso termomecanoquimico?). El desglose de los componentes
estructurales es ayudado por el calor en forma de vapor de agua
(termo), las fuerzas de cizallamiento debido a la expansion de la

humedad (mecano) y la hidrélisis de enlaces glucosidicos (quimicos).

En el reactor, el vapor a alta presion penetra en las estructuras
lignocelulésicas por difusion. El vapor se condensa bajo la alta
presion, “humedeciendo” de ese modo el material. La humedad en la
biomasa hidroliza los grupos acetiio de las fracciones de
hemicelulosa, formando acidos organicos tales como el acido acético
y uroénico. Los acidos, a su vez, catalizan la despolimerizacion de la
hemicelulosa, liberando xilano y cantidades limitadas de glucano.
Bajo condiciones extremas, las regiones amorfas de la celulosa
podrian hidrolizarse a un cierto grado. Condiciones excesivas, es
decir, altas temperaturas y presiones, sin embargo, pueden también
promover la degradacion de la xilosa a furfural y de la glucosa al
HMF. El furfural inhibe el crecimiento microbiano, por lo tanto, no es
deseable en los sustratos de alimentaciéon para la fermentacion

alcohdlica.

La biomasa "humeda" es explosionada cuando se libera la presién
dentro del reactor. Tipicamente, el material es impulsado fuera del
reactor a través de una pequefia boquilla por la fuerza inducida.
Muchos fendmenos ocurren en este punto. En primer lugar, la
humedad condensada dentro de la estructura se evapora
instantdneamente debido a la disminucion repentina de la presion. La
expansion del vapor de agua ejerce una fuerza de cizallamiento sobre
la estructura circundante. Si esta fuerza de corte es Ilo
suficientemente alta, el vapor causara la ruptura mecanica de las

estructuras lignocelulésicas.

La descripcion del proceso pone en relieve la importancia de la

optimizacion de los dos factores claves que gobiernan la explosion en
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vapor: el tiempo de residencia (o tiempo de retencién) y la
temperatura. La cantidad de tiempo que la biomasa lignocelulésica
permanece en el reactor ayuda a determinar el grado de hidrdlisis de
la hemicelulosa por los acidos organicos formados durante su

“humedecimiento”.

La hidrdlisis de la hemicelulosa ayuda en gran medida a la etapa de
fermentacion alcohdlica aguas abajo del proceso. Sin embargo, los
tiempos de residencia largos también aumentaran la produccion de
subproductos de degradacién, los cuales deben ser reducidos,
especialmente, en la preparacién de sustratos de alimentacion para la

fermentacion alcohdlica.

La temperatura regula la presién del vapor dentro del reactor. Las
temperaturas mas altas se traducen en presiones mayores,
aumentando por tanto la diferencia entre la presion del reactor y la
presién atmosférica. La diferencia de presion es, a su vez,
proporcional a la fuerza de cizallamiento de la humedad (condensada

dentro de la estructura) que se evapora instantaneamente.

Subproductos del pretratamiento (hidrolizado hemiceluldsico)

Durante el pretratamiento e hidrdlisis de la biomasa lignoceluldsica se
forman, junto con los azucares fermentables, gran cantidad de
compuestos que pueden inhibir la fermentacion subsiguiente. Las
sustancias inhibitorias se originan como resultado de la hidrdlisis de
los diferentes componentes, de los acidos organicos esterificados de
la hemicelulosa y de los derivados fendlicos solubilizados de la
lignina. Asimismo, los inhibidores se forman a partir de productos de

5),(50),

degradacion de los azlcares solubles y de la lignina®©% Por eso,

y dependiendo del tipo de pretratamiento e hidrélisis utilizados, es
necesario llevar a cabo la destoxificacion de las corrientes que van a

(52)

ser sometidas a fermentacion. En la tabla 6°2®3-54) se condensan las

principales caracteristicas de los métodos de destoxificacion mas
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Tabla 6. Métodos de destoxificacion de hidrolizados de biomasa lignoceluldsica para la produccién de bioetanol

Método

Procedimiento/Agentes

Fundamento

Ejemplos

Métodos fisicos
Evaporacidn

Extraccion

Métodos quimicos
Neutralizacidn

Destoxificacidn
alcalina
(alcalinizacidn)

Destoxificacidon
alcalina combinada

Intercambio 16nico

Métodos bioldgicos

Destoxificacion
enzimética

Destoxificacion
microbiana

Evaporacién, separacidn
de fracciones voldtiles y
no volitiles y  dilucidn
de la fraccidn no voldnl.

Solventes orginicos.

Ca(OH); 6 Ca0O, pH=6,
luego  filtracion  con
membranas o adsorcién.

Ca(OH),, pH=9-10.5,
luego  reajuste de pH
hasta 5,5-6 con H,50,.

KOH. pH=10, luego re-
ajuste de pH hasta 6.5
con HCl y adicidn de
1% de sulfito de sodio.

Resinas de base débil
Amberlyst A20, regene-
radas con  amoniaco
(Wooley ef al., 1999),

Lacasa vy peroxidasa de
Trametes versicolor.

Trichoderma reesei.

Los inhibidores voldtiles son
removidos del hidrolizado.

Los inhibidores se transfieren
a la fase del solvente y son
removidos con el extracto.

Precipitacion o remocién de
compuestos tOxXicos.

Precipitacidn de compuestos
téxicos, inestabilidad de algu-
nos inhibidores a pH altos.

Disminucién de cetonas v
aldehidos, remocidn de com-
puestos voldtiles cuando se
calienta el hidrolizado {90°C).

Remocidén de inhibidores al
quedar adsorbidos electrosta-
ticamente a una resina de in-
tercambio idnico.

Oxidacion enzimgtica; la laca-
sa remueve selectivamente los
compuestos fendlicos de bajo
peso molecular v los dcidos
fendlicos, posiblemente por
polimerizacion oxidativa.

Degradacién de inhibidores
por el hongo; remocidn de
dc. acético, furfural v deriv.
de dcido benzoico.

Hidroliz. de sauce: se debe reducir el contenido de dcido acético y compues-
tos fendlicos en la fraccion no voldtil; roto-evaporacidn; m.o. 5 cerevisiae.
Hidroliz. de aspen: aumento del rendimiento de alcohol de O a 93% del
rendim. de la fermentacidn de referencia; m.o.: Pichia stipitis, remocidn de:
dcido acético 54%, furfural 100%, vanillina 29%; roto-evaporacion.

Hidroliz. de pinabete: dietil éter (solv.); rendimiento comparable con la
fermentacién de referencia: m.o. 5. cerevisine; extracto etéreo contiene
dcido acético, formico y levulinico, furfural, hidroximetil furfural (HMF).
segunda extraccidn del extracto etéreo con solucidén de NaHCO, neutrali-
zd el efecto inhibitorio de las fases resultantes.

Hidroliz. de aspen: acetato de etilo (solv.); aumento del rendimiento de
alcohol de 0 a 93% del rendim. de la fermentacidén de referencia; m.o.:
Pichia stipitis, remocidon: de dcido acético 56%, furfural 100%, vamillina
100%, dcido hidroxibenzoico 1009%.

Hidroliz. de pino: acetato de etilo (solv.); principales inhibidores en el ex-
tracto - compuestos fendlicos de bajo peso molecular; m.o. 5. cerevisiae.

Hidroliz. dcido de algoddn de desecho pretratado por pirdlisis: rendimien-
to de etanol: 5. cerevisiae 044 glg, Pichia sp. 040 g/g; diferentes mate-
riales adsorbentes (Yu y Zhang, 2003).

Hidroliz. dcido de pinabete: rendimiento comparable con la fermentacidn
de referencia, reduccidn de furfural y HMF del 20%.

Hidroliz. de bagazo de cafia pretratado por explosidén a vapor: remocion de
dcido acético, furfural v parte de compuestos fendlicos (Martin et al., 2002),
Hidroliz. dcido de algoddn de desecho pretratado por pirdlisis: rendimien-
to de etanol: 8. cerevisiae 040 g/g, Pichia sp. 0.37 g/g; diferentes mate-
riales adsorbentes después de alcalinizar (Yu v Zhang, 2003).

Hidroliz.
Hidroliz.
Hidroliz.

de bagazo de cana; m.o.: Pichia stipitis.
dcido de pinabete; m.o.: 5. cerevisiae.
de sauce; m.o.: Escherichia coli recombinante.

Hidroliz. Acido de pinabete; m.o.: S, cerevisiae, remocidn: de compuestos
fendlicos =80%, dcidos levulinico, acético v férmico casi 100%, furfural v
HMF 70%; pérdidas considerables de aziicares fermentables.

Hidroliz. dcido de dlamo: moo: Z mobilis recombinante; remocion: de Acido acé-
tico 88%, H,S0y 100%:; recuperacion de azicares 1009% (Wooley ef al., 1999).

Hidroliz. de sauce: aumenta la productividad de alcohol de 2 a 3 veces en
comparacién con hidrolizados no destoxificados: m.o.: S, cerevisiae.
Hidroliz. de bagazo de cafla pretratado por explosidn a vapor: remocidn
del 80% de los compuestos fendlicos (Martin ef al., 2002).

Hidroliz. de sauce pretratado por explosidn a vapor: aumenta la producti-
vidad v el rendimiento de alcohol 3 v 4 veces respectivamente en com-
paracién con hidrolizados no destoxificados: m.o.: §. cerevisiae.

Observaciones: Fermentacion de referencia se refiere a la realizada en un medio basado en glucosa y sin inhibidores; m. o.: microorganismo utilizado en la fermentacion alcohdlica.

Fuente: Adaptada de Palmqvist E., Hahn-Hagerdal B., “Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. I: inhibition and detoxification” (2000)
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empleados para la obtencion de bioetanol con base en la informacion

compilada para hidrolizados de madera.

Los hidrolizados hemiceluldsicos productos del pretratamiento, que
contienen mayor carga contaminante de subproductos no deseables
son aquéllos que involucran el uso de quimicos, tales como el

pretratamiento quimico o el fisicoquimico catalizado.

Los subproductos nocivos del pretratamiento estan constituidos por
furaldehidos, acidos débiles y derivados fendlicos, los cuales tienen
impactos negativos en la salud humana y el ambiente. Los dos
furaldehidos mas comunes, el HMF vy el furfural, son generados en
condiciones severas a partir de las hexosas y pentosas,
respectivamente; los acidos débiles de los residuos lignocelulésicos,
tales como el acido acético, férmico y levulinico son principalmente
formados por la desacetilacién de la hemicelulosa o la ruptura del
HMF y los compuestos fendlicos se forman generalmente durante la
ruptura de la lignina y se pueden encontrar en numerosas variantes,
dependiendo del tipo de lignina que esté contenida en la materia

prima®.

La alta concentracion de materia organica en los hidrolizados
hemiceluldsicos y, por consiguiente, en los efluentes liquidos finales
se puede cuantificar en términos de la DQO y concentracién de
fenoles. La DQO permite evaluar la contaminacion de furaldehidos y
acidos débiles (susceptibles de ser oxidados por combustiéon en
presencia de oxigeno) y la concentracién de fenoles garantiza la

evaluacion total de los contaminantes derivados fendlicos.
Demanda quimica de oxigeno (DQO) y técnica de biodegradacion
La demanda quimica de oxigeno o DQO se define como la cantidad

de un oxidante especifico que reacciona con la muestra bajo

condiciones controladas. La cantidad de oxidante consumido se
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expresa en términos de su equivalencia en oxigeno (mg O, L) v,
debido a sus propiedades quimicas Unicas, el i6n dicromato (Cr2072')
-de color naranja- es el oxidante especifico utilizado en la mayoria de
los métodos analiticos, siendo reducido al i6n crémico (Cr**) -de color
verde- en todas las pruebas. Tanto los componentes organicos como
inorganicos de una muestra estan sujetos a oxidacion, pero en la
mayoria de los casos el componente organico predomina y es el de
mayor interés. Si se desea medir por separado la DQO organica o
inorganica, se deberan seguir pasos adicionales para distinguir una
de la otra. La DQO es una prueba definida, donde el grado de
oxidacion de la muestra puede ser afectado por el tiempo de
digestion, el poder oxidante del reactivo y la concentracion de la DQO

en la muestra.

La DQO es, frecuentemente, usada como una medida de los
contaminantes en aguas residuales y naturales. Otros parametros
analiticos relacionados son la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), el carbdn total organico (CTO) y la demanda total de oxigeno
(DTO). En muchos casos es posible relacionar dos o mas de estos
valores para una muestra dada. La DBO es una medida del oxigeno
consumido por microorganismos bajo condiciones especificas, el
CTO es una medida del carbén organico en una muestra y la DTO es
una medida de la cantidad de oxigeno consumida por todos los
elementos en una muestra cuando la oxidacidon completa (total) es

alcanzada.

Biodegradacion de los componentes organicos

Los procesos biologicos de tratamiento del agua se basan en la
utilizacion, por parte de microorganismos, de la energia contenida en
la materia organica contaminante medida como DQO o como DBO®®),
En este proceso, también conocido como biodegradacion, una parte
de los contaminantes es oxidada para la produccion de la energia

requerida por los microorganismos, mientras que la otra parte es
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utilizada para formar nuevas células. Al escasear el sustrato, la
poblacién microbiana entra en la fase de respiracion endogena,
resultando como productos finales CO,, H,O, NH;3 y sustancias no

biodegradables.

Los procesos bioldégicos pueden ser de cuatro tipos: aerobios,
anaerobios, andxicos y facultativos. Los procesos aerobios requieren
de oxigeno disuelto, mientras que en los anaerobios hay ausencia de
éste. Los procesos anoxicos se llevan a cabo en presencia de
oxigeno combinado (NOj', S0,7, etc.), mientras que en los procesos
facultativos existen poblaciones microbianas mixtas que son
indiferentes a la presencia o ausencia de oxigeno. La via anaerobia
produce pocos lodos (células), mientras que la aerobia genera una

cantidad aproximadamente cinco veces mayor.

En funcion de la forma en que se encuentre la biomasa, los procesos
bioldgicos se clasifican en:

- Sistemas con biomasa suspendida: en estos sistemas los
microorganismos se encuentran libres dentro del tanque. Son
muy aplicados pero el mayor inconveniente es que,
frecuentemente, tienen problemas de decantacion, por ello los
microorganismos se escapan con el efluente. El principal
proceso de este tipo es el conocido como de lodos activados.

- Sistemas con biomasa fija: en estos sistemas los
microorganismos se encuentran adheridos en un soporte.
Tienen menor volumen que los sistemas con biomasa
suspendida y producen fléculos con alto grado de
sedimentabilidad. Algunos procesos de este tipo son los que
utilizan filtros percoladores, biodiscos rotatorios o lechos

fluidificados.



-43-

Fenoles y técnica de biodegradacion

Los fenoles, definidos como hidroxi derivados del benceno y sus
nucleos condensados, pueden ocurrir en aguas residuales
domésticas e industriales, aguas naturales y fuentes de agua potable.
La cloracion de dichas aguas puede producir clorofenoles olorosos y
de sabor desagradable. Los procesos de remocion de fenoles en el
tratamiento de aguas incluyen la supercloracion, tratamientos con
didxido de cloro o cloroaminas, ozonizacion, extraccidon con solventes,
adsorcion con carbén activado, oxidacion quimica, incineracion y
otros métodos fisicoquimicos®®. Sin embargo, estos métodos sufren
serios inconvenientes, tales como el alto costo y la posible formacién

de productos peligrosos.

Biodegracion aerobia del fenol

La degradacién biolégica es un método de descontaminacién del
agua muy utilizado, debido a sus bajos costos y a la posibilidad de
mineralizar completamente las moléculas organicas a CO, y H,O en
condiciones aerobias. Sin embargo, el contenido de fenol en aguas
residuales es dificil de tratar, ya que al ser un inhibidor del
crecimiento microbiano, su biodegradacion es entorpecida por la
toxicidad que ejerce a altas concentraciones. El efecto bactericida
general del fenol esta basado en la capacidad del compuesto para
disociarse dentro de las células, con lo que las funciones de la
membrana citoplasmatica se ven interrumpidas, causando la muerte

de las células®®.

Las rutas de biodegradacién del fenol han sido investigadas
extensamente. La mayoria de los estudios se han dirigido a la
biodegradacion aerobia del fenol, la cual se lleva a cabo por la
mediacion de una amplia variedad de microorganismos. Entre las
cepas bacterianas que degradan fenol pueden citarse Acinetobacter

58)

calcoaceticus®’, Burkholderia cepacia G4®®, Klebsiella oxytoca®?,
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(60) (61)

Pseudomonas  pickettii Pseudomonas putida Ralstonia

(63

eutropha®® y Rhodococcus sp.®®. Asimismo, existen levaduras que

degradan fenol, tales como Candida tropicalis, Rhodotorula rubra y

Trichosporon cutaneum®%®) vy algas como Ochromonas danica®®.

Por otra parte, se han efectuado numerosos estudios utilizando
cultivos microbianos mixtos, principalmente lodos activados, para la

biodegradacion de fenol©®®").

Comentarios finales

En resumen, la revision de la literatura presentada respalda las
ventajas del uso del bioetanol o etanol combustible, asi como la
perspectiva de su produccién a partir de la biomasa residual, en un
marco de desarrollo sostenible. Los materiales lignocelulésicos
representan una fuente de carbono ampliamente disponible, pero su

utilizacién requiere de una tecnologia limpia e innovadora.

Investigadores de todo el mundo estan estudiando la naturaleza de la
biomasa y los medios requeridos para poder explotar
econdmicamente estos recursos renovables, hoy en dia, tan
accesibles. Los éxitos de la investigacion en este campo, en ultima
instancia, deberan conducir a una solucion integral de la gestién de
los residuos agricolas y forestales, juntamente con la produccion de
quimicos y otros productos alternativos de los mismos residuos

(biorefinerias).

Cabe resaltar que la busqueda de un pretratamiento menos
contaminante, como el descrito en este trabajo, da las pautas
necesarias para encaminar y garantizar una produccién mas limpia de

bioetanol de segunda generacion.
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OBJETIVOS

General

Proponer un pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado del
aserrin de capirona (durante la etapa inicial del proceso de produccion de
bioetanol) como alternativa para reducir la demanda quimica de oxigeno
(DQO) y concentracién de fenoles a valores inferiores a 10 mg O, L y

0,001 mg L7, respectivamente, generados en el hidrolizado hemicelulésico.

Especificos

1.  Realizar un pretratamiento quimico referencial del aserrin de
capirona, tomando los valores de la DQO (mg O, L) y concentracién
de fenoles (mg L") obtenidos en los hidrolizados hemicelulésicos
como linea base para poder comparar y establecer, adicionalmente,
el porcentaje de reduccién de la contaminacién lograda con el
pretratamiento propuesto, ya que dichos parametros ambientales no
se reportan cuantitativamente en la literatura revisada.

2.  Realizar un pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado
opcional del aserrin de capirona, tomando los valores de la DQO
(mg O, L") y concentracién de fenoles (mg L") obtenidos en los
hidrolizados hemicelulésicos como linea base alternativa para poder
comparar y establecer, adicionalmente, el porcentaje de reduccion de
la contaminacion lograda con el pretratamiento propuesto.

3. Evaluar el efecto que tiene el pretratamiento mecanico-fisicoquimico
no catalizado propuesto en la obtencién de azucares reductores
fermentables contenidos en el hidrolizado enzimatico, comparando
para ello los rendimientos de sacarificacion (porcentaje de conversion
de azucares) logrados mediante dicho pretratamiento respecto a los
pretratamientos aplicados convencionalmente (referencial / opcional),

caracterizados por el empleo de quimicos.

4. Evaluar el efecto que tiene el pretratamiento mecanico-fisicoquimico

no catalizado propuesto en la obtencién de etanol contenido en el
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mosto fermentado, comparando para ello los rendimientos de
fermentacion (porcentaje de transformacion de azucares) logrados
mediante dicho pretratamiento respecto a los pretratamientos
aplicados convencionalmente (referencial / opcional), caracterizados

por el empleo de quimicos.



-47 -

IV. MATERIALES Y METODOS

1.

Materiales y equipos automatizados

1.1.

1.2.

Aserrin de capirona

Como material lignoceluldsico se utilizo el aserrin de capirona,
desecho contaminante generado durante el aserrado de la
madera en la selva peruana, el cual fue recolectado
adecuadamente de un aserradero de la ciudad de Pucallpa,
capital del departamento de Ucayali, y transportado a la ciudad
de Lima, en cantidades suficientes para el desarrollo del

presente proyecto (ver figura 6).

Figura 6. Transporte a Lima del aserrin de capirona. A la llegada del

material lignocelulésico a la UNI, los sacos fueron pesados, rotulados
y almacenados para las pruebas programadas.

Fuente: Registros fotograficos propios

Hipoclorito de sodio

Se utilizaron mezclas de galoneras (3,785 L cada una) de

hipoclorito de sodio (NaOCI) como reactante de pretratamiento
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quimico, con una concentracion comercial de cloro libre entre 6
y 7 %, una densidad alrededor de 1,1000 kg L™ y un pH basico

de 12, aproximadamente (ver figura 7).

Q : o ':.-;
Figura 7. Hipoclorito de sodio (NaOCI), grado comercial. Cuanto mas
concentrada esta la solucién en cloro libre, su coloracién es mas
intensa.

Fuente: Registros fotogréaficos propios

Es importante recalcar que el volumen usado de reactante de

pretratamiento inicial (Vrp;) para cada prueba “i” depende de la
concentracion inicial del mismo (Crp;), la cual es constante para
una misma galonera empleada. En ese sentido, para determinar
la Crp; de cada galonera, se utilizd6 un método volumétrico que
requiere el uso de una solucién titulante patrén de tiosulfato de
sodio (Na,S,03), la cual se estandarizé el mismo dia en que se

realizaron las experiencias (ver figura 8).
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Figura 8. Determinacion de la concentracién inicial de NaOCI (rpi).

Para cada galonera utilizada se determind la concentracion inicial de
cloro libre de la siguiente manera: se tomaron 20 mL de solucion y se
diluyeron con agua destilada a 1 L; después se tomaron 25 mL de la
mezcla y se le adicion6 1 g de cristales de yoduro de potasio,
acidificando luego con 4 mL de acido acético glacial; finalmente, la
mezcla resultante se titul6 con una solucién titulante patron de
Na,S,03 0,1 N hasta que el color amarillo desapareciera (para afinar el
“punto de viraje” se agregd 1 mL de solucién de almidon soluble y se
continud la titulacién hasta que el color azul oscuro desapareciera
completamente).

Fuente: Registros fotograficos propios

Reactor multipropdsito a nivel banco

Las experiencias de pretratamiento quimico referencial
(RBPEO1) y fisicoquimico catalizado opcional (RBPEO02), asi
como las 3 pruebas de hidrdlisis enzimatica (RBHEO1, RBHEO02
y RBHEOQ3) y fermentacion alcohdlica (RBFEO1, RBFEOQ2 y
RBFEQ3), realizadas en el laboratorio N° 23 de la FIQT de la
UNI, se desarrollaron en un reactor multipropésito a nivel banco

con las siguientes caracteristicas (ver figura 9):
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- Capacidad total de 20 L, con un volumen de suspension
(Vs) utilizado de 15 L (pretratamiento e hidrdlisis
enzimatica) y de 12 - 13 L (fermentacion alcohdlica).

- Material de acero inoxidable 316, grado sanitario.

- Sistema de agitacién de velocidad variable.

- Sistema simultaneo de enfriamiento y calentamiento.

- Resistencia de calentamiento externa.

- Instrumentacion de control: instalacion de un sensor de
temperatura (termocupla J) y un sensor de potencial de
acidez (electrodo de pH).

- Sistema computarizado de control y adquisicién de datos
(temperatura y pH): uso de un controlador légico
programable (PLC, por sus siglas en inglés) asociado a un
computador, utilizando un lenguaje ladder apropiado
mediante el programa VersaPro (Standard Edition)
Release 2.04 y registrando los datos en tiempo real
mediante el programa CIMPLICITY Workbench Version
4.01.

En el apéndice 1 se muestra en detalle el esquema del reactor

multipropdsito a nivel banco empleado.
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Figura 9. Reactor multipropésito a nivel banco. En este equipo

automatizado se realizaron diversas pruebas de pretratamiento
qguimico, hidrdlisis enzimatica y fermentacion alcohdlica, sensando y
controlando las principales variables de operacion (temperatura y pH)
durante cada una de las experiencias.

Fuente: Registros fotograficos propios
Complejo enzimatico celulasa (Cellic® CTec2 y Cellic® HTec2)

El complejo enzimatico celulasa estd compuesto por la mezcla
sinergistica de las enzimas Cellic® CTec2 y Cellic® HTec2,
ambas proporcionadas por la empresa Novozymes Latin
America L. T. D. A., las cuales han demostrado ser eficaces en
una amplia variedad de materiales lignoceluldsicos pretratados
para la conversion de sus hidratos de carbono o carbohidratos
en azucares simples antes de la fermentacion. La tabla 7
muestra una breve descripcién de las enzimas Cellic® CTec2 y

Cellic® HTec2 y sus caracteristicas.



-52 -

Tabla 7. Descripcion de las enzimas Cellic® CTec2 y Cellic® HTec2 y sus caracteristicas

Producto

Cellic® CTec?

Cellic® HTec2

Especificaciones tecnicas f
Descripcidn

- Complejo celulasa para la degradacion
de la celulosa a azdcares fermentables.

- Es una mezcla de:
* Celulasas agresivas,
* Alto nivel de f-glucosidasas.
* Hemicelulasa.

- Endoxylanasa con alta especificidad por
la hemicelulosa soluble.
- Celulasa adicional.

Caracteristicas

- Alto rendimiento de corversidn.

- Efectivo a altas concentraciones de
sdlidos.

- Tolerante a inhibidaores.

- Cormpatible con midltiples
primas y pretratamientos.

- Alta concentracidn vy estabilidad.

materias

- Puede mejorar la hidrdlisis de la celulosa
cuando se combina con Cellic® CTec2.

- Ayuda en caso de leve pretratamiento
acido o alcaling.

- Corviete hemicelulosa &
fermentahles.

aZlcares

Beneficios

- Hasta un 50 % de menar dosis de
ENZiMma.

- Bajos costos de operacidn y capital a
partir de la optimizacion del proceso al
permitir, por ejemplo, una mas alta carga
de sdlidos totales y titulo del etanal.

- Permite un mas bajo costo de etanal.

- Flexibilidad del proceso aumentada.

- 20 % menor costo de uso de la enzima.
- Permite altos rendimientos de etanol.

- Provee una flexibilidad aumentada para
la tecnologia de pretratamiento.

Fuente: Adaptado de: “Hoja de aplicacion de la empresa Novozymes”
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La enzima Cellic® CTec2 tiene un rango de temperatura 6ptimo
entre 45 y 50 °C, y un rango de pH 6ptimo entre 5,0 y 5,5, como
se muestra en las figuras 10 y 11, respectivamente. Los perfiles
de actividad fueron producidos por el fabricante utilizando
rastrojo de maiz pretratado con acido diluido y un 5 % de carga
de solidos totales en el reactor de hidrolisis enzimatica. La
temperatura se mantuvo constante en 50 °C para el perfil de pH,
y el pH se mantuvo en 5,0 para el perfil de temperatura a lo

largo de la hidrdlisis (72 horas).

La enzima Cellic® HTec2 tiene un rango de temperatura 6ptimo
entre 65 y 70 °C, y un pH 6ptimo de 5,0. Sin embargo, se suele
sugerir una temperatura de operacion entre 45 y 50 °C para la
misma, ya que usualmente es wusada en combinacion
sinergistica con la enzima Cellic® CTec2. Las figuras 12 y 13
ilustran la actividad de la enzima Cellic® HTec2 a diferentes
valores de temperatura y pH utilizando arbinoxylano de azo-trigo

como sustrato.
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Figura 10. Efecto de la temperatura en Cellic® CTec2. Entre
45 y 50 °C, hay un rendimiento relativo promedio del 95 %.

Fuente: Hoja de aplicacion de la empresa Novozymes
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Figura 11. Efecto del pH en Cellic® CTec 2. A un pH entre
5,0y 5,5, hay un rendimiento relativo promedio del 100 %.

Fuente: Hoja de aplicacion de la empresa Novozymes
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Figura 12. Efecto de la temperatura en Cellic® HTec2. Entre
45y 50 °C, hay una actividad relativa promedio del 40 %.
Fuente: Hoja de aplicacién de la empresa Novozymes

Figura 13. Efecto del pH en Cellic® HTec2. A un pH 6ptimo
de 5,0, hay una actividad relativa promedio del 100 %.

Fuente: Hoja de aplicacién de la empresa Novozymes
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1.5. Levadura alcoholera (Saccharomyces cerevisiae)

Para realizar la fermentaciéon de cada hidrolizado enzimatico
obtenido durante el desarrollo de los experimentos (compuestos
principalmente por glucosa), se utilizé un caldo rico en base a
una cepa de levadura alcoholera de alto rendimiento de la
especie Saccharomyces cerevisiae, proporcionada por el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la
FCB de la UNMSM.

Como medio de producciéon se utilizd el caldo yeast extract-
peptone-glucose (YEPG), cuya composicion se detalla a

continuacion:

- Glucosa (dextrosa anhidra) : 20,0gL”
- Peptona ; 10,0g L™
- Extracto de levadura : 50glL”’
- KHPO, : 0,3gL"
- KH,PO, : 0,3gL"
- pHfinal: : 6,5

El apéndice 2 resume el protocolo de produccion para un
volumen de 2 litros de indculo de levadura producto del
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cultivo por lotes y

con glucosa como fuente de carbono.

Procedimientos metodoldgicos

2.1.

Acondicionamiento del aserrin de capirona

Las muestras de aserrin de capirona se tamizaron con un
tamano de particula menor a la abertura de la malla Tyler N° 16
(991 um), lo cual corresponde a dejar pasar el 80 % de la
alimentacién (ver figura 14) denotado como dgy. Posteriormente,

dichas muestras se homogenizaron en un lote Unico para evitar
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diferencias de composicion entre las distintas experiencias a
realizarse y se almacenaron -a temperatura ambiente- en
condiciones secas antes de su uso, constituyendo el aserrin
acondicionado con una densidad aparente (ppux) alrededor de

200 kg m® y con un contenido de humedad del 14 %,

aproximadamente.

Figura 14. Acondicionamiento del aserrin de capirona. Se us6 una
tamizadora Ro-Tap con 6 mallas Tyler (N° 8, 10, 16, 30, 50 y 100) y
plato ciego.

Fuente: Registros fotograficos propios
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Caracterizacion del aserrin de capirona acondicionado

La caracterizacion del aserrin de capirona acondicionado (ver
tabla 8) se llevd a cabo empleando los Métodos AOAC
(Association of Official Analytical Chemists). Se determiné por
duplicado su contenido porcentual de humedad (AOAC 930.04)
y cenizas (AOAC 942.05), asi como de extraibles (aceites y
grasas (AOAC 981.11) y proteinas (AOAC 978.04)) y fibras
(AOAC 930.10). EI contenido porcentual de carbohidratos
totales (hemicelulosa y celulosa) se obtuvo por calculo (100 % -

% humedad - % cenizas - % extraibles - % fibras).

Tabla 8. Caracterizacion del aserrin

de capirona acondicionado

Composicion Por ciento
Proteinas 102
Cenizas 1,14
Hurmedad 13,58
Fibras B37
Aceites v grasas 025
Carhohidratos 77 B0

Fuente: Unidad de Servicios de
Analisis Quimicos (USAQ) - Facultad
de Quimica e Ingenieria Quimica
(FQIQ) de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM)

El protocolo de analisis proximal para el aserrin de capirona

acondicionado se describe en el apéndice 3.
Molienda del aserrin de capirona acondicionado
La molienda del aserrin de capirona acondicionado, realizada

durante el pretratamiento mecanico (opcional y propuesto), se

efectué en un molino de bolas con un factor de ocupacion del
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38 % (44 bolas de 1,5” y 16 bolas de 2,5”) y un tiempo de
residencia de 5 minutos a temperatura ambiente (ver figura 15),
obteniéndose el aserrin acondicionado pulverizado con una

densidad aparente (puu) alrededor de 270 kg m™ y con un

contenido de humedad del 7 %, aproximadamente.

el -

- :r

Figura 15. Molienda del aserrin de capirona acondicionado. Se
realizaron varios ciclos de molienda para asegurar cantidades
suficientes de material acondicionado pulverizado para las pruebas
experimentales.

Fuente: Registros fotograficos propios
Pretratamiento quimico referencial (linea base)

Como ya se menciond lineas arriba, en la bibliografia
consultada no se especifica cuantitativamente la concentracion
de los subproductos ambientalmente nocivos generados en los
hidrolizados hemiceluldsicos por el empleo de pretratamientos
quimicos o fisicoquimicos catalizados y, menos aun, para el
caso particular del aserrin de capirona, razén por la cual se
realizd, en primer lugar, un pretratamiento quimico de esta
materia prima, tomando los valores de la DQO (mg O, L") y
concentracién de fenoles (mg L") obtenidos en estos
hidrolizados hemicelulésicos como linea base referencial para
poder comparar y establecer, adicionalmente, el porcentaje de
reduccion de la contaminacién lograda con el pretratamiento
mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto en este

proyecto.
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Se aplicéd el método de pretratamiento con hipoclorito de sodio
(quimico), el cual no es mencionado concretamente en la
literatura revisada pero posee una gran efectividad oxidativa y
es economico. Este pretratamiento consisti6 en agregar
hipoclorito de sodio al lote de muestra de aserrin de capirona
acondicionado a una concentracion de 0,4937 mol L™, por el
lapso de 1 hora, dejando que este quimico actue sobre el
material lignocelulésico, degradando la lignina, hemicelulosa y

celulosa.

Durante el desarrollo del pretratamiento quimico referencial
RBPEO1 empleado (linea base), se tomaron en cuenta las
siguientes variables:

- Demanda quimica de oxigeno (DQO) antes, durante y
después de la generacion del hidrolizado hemicelulésico,
mg O, L™

- Concentracion de fenoles antes, durante y después de la

generacion del hidrolizado hemicelulésico, mg L™.

Pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional

Se aplicé un pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado
al lote muestral de aserrin de capirona acondicionado, el cual
implicd la combinacién de dos de los siguientes métodos de
pretratamiento existentes en el estado del arte actual (un
pretratamiento mecanico combinado con un pretratamiento
fisicoquimico catalizado): la molienda de martillos, rutinaria, de
rodillos, vibratoria y de bolas (pretratamientos mecanicos); y, los
tratamientos quimicos que involucran el uso de agentes

oxidantes, alcalis, acidos y sales®.

El pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional
RBPEO2 consistié en el empleo de un molino de bolas seguido

de un tratamiento quimico con hipoclorito de sodio, lograndose
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de esta manera la degradacion de la lignina, hemicelulosa y
celulosa contenidas en el material lignocelulésico. El lote de
muestra acondicionado pasé por el molino de bolas a 72 rpm y
permanecio en éste por 5 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, al material lignoceluldsico pulverizado se le
adicioné hipoclorito de sodio a una concentracion de

0,5158 mol L™, por el lapso de 1 hora.

Durante el desarrollo del pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO2, se tomaron en cuenta las
siguientes variables:

- Demanda quimica de oxigeno (DQO) antes, durante y
después de la generacion del hidrolizado hemicelulésico,
mg O, L™

- Concentracion de fenoles antes, durante y después de la

generacion del hidrolizado hemiceluldsico, mg L™.

Pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto

Se aplicd6 un pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado al lote muestral de aserrin de capirona
acondicionado, el cual implicd la combinacion de dos de los
siguientes métodos de pretratamiento existentes en el estado
del arte actual (un pretratamiento mecanico combinado con un
pretratamiento fisicoquimico no catalizado): la molienda de
martillos, rutinaria, de rodillos, vibratoria y de bolas
(pretratamientos mecanicos); y, los tratamientos termoquimicos
como la explosion en vapor, agua liquida caliente (LHW, por sus
siglas en inglés), explosion en fibra de amoniaco (AFEX, por sus
siglas en inglés) y explosion en CO, (pretratamientos

fisicoquimicos no catalizados)®.

El pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado

propuesto RBPEO3 consistio en el empleo de un molino de
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bolas seguido de una explosion en vapor, lograndose de esta
manera la degradacién de la hemicelulosa y transformacion de
la lignina -contenidas en el material lignoceluldsico- por las altas
temperaturas, asi como la accesibilidad de la celulosa para la
hidrolisis enzimatica. El lote de muestra acondicionado pasoé por
el molino de bolas a 60 rpm y permanecio en éste por 5 minutos
a temperatura ambiente. Seguidamente, el material
lignocelulésico pulverizado fue descompuesto con vapor
saturado a 152 °C (5 bar) por 2 minutos, obteniéndose el aserrin
acondicionado pulverizado-explosionado con una densidad
aparente (poux) alrededor de 422 kg m™ y con un contenido de

humedad del 66 %, aproximadamente.

La experiencia de pretratamiento fisicoquimico no catalizado
propuesto (RBPEQ3), realizada en el laboratorio N° 23 de la
FIQT de la UNI, se desarrollé6 en un equipo de explosién en
vapor a nivel banco con las siguientes caracteristicas (ver figura
16):

- Reactor a presion aislado con capacidad total de 44 L, con
un volumen de aserrin seco (Va) utilizado de 0,250 kg, con
sistema de valvulas de ingreso (valvula de suministro de
vapor saturado y valvula de purga), sistema de valvulas de
salida (valvula de descarga y valvula de drenaje de
condensado), sistema de protecciéon de vacio (valvula
check para vapor) e instrumentacion de control (instalaciéon
de un sensor de presion o manometro). Material de acero
inoxidable 316, grado sanitario.

- Ciclén atmosferico (separador del sélido explosionado y el
vapor saturado) con capacidad total de 18 L. Material de
acero inoxidable 316, grado sanitario.

- Caldera APIN de 80 BHP, modelo cilindrico pirotubular con
equipos auxiliares.

- Tuberia de conexion entre el reactor a presién aislado y el

ciclén atmosférico.
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Durante el desarrollo del pretratamiento mecanico-fisicoquimico
no catalizado propuesto RBPEOQ3, se tomaron en cuenta las
siguientes variables:
- Demanda quimica de oxigeno (DQO) en el hidrolizado
hemicelulésico, mg O, L™.
- Concentracion de fenoles en el hidrolizado hemiceluldsico,

mg L™

Figura 16. Equipo de explosién en vapor a nivel banco. En primer

lugar, el vapor saturado de la caldera penetra en las estructuras
lignoceluldsicas por difusion, condensandose bajo la alta presion en el
reactor, “humedeciendo” de ese modo el material. Luego, la biomasa
"himeda" es explosionada cuando se libera la presién dentro del
reactor, siendo impulsada fuera de éste a través de una pequefa
boquilla (valvula de descarga) por la fuerza inducida. En este punto, la
humedad condensada dentro de la estructura se evapora
instantdneamente debido a la disminucion repentina de la presion, la
expansion del vapor de agua ejerce una fuerza de cizallamiento sobre
la estructura circundante y, si esta fuerza de corte es lo
suficientemente alta, el vapor causard la ruptura mecanica de las
estructuras lignocelulésicas.

Fuente: Registros fotogréaficos propios
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En el apéndice 4 se muestra en detalle el esquema del equipo

de explosion en vapor empleado.

Acondicionamiento de los hidrolizados hemicelulésicos

Luego de cada pretratamiento empleado (RBPEO1, RBPEO2 o
RBPEO3) del material lignocelulésico, se procedid al
acondicionamiento de los hidrolizados hemiceluldsicos por
medio de una decantacién simple del liquido concentrado y un
lavado con agua osmotizada y posterior filtraciéon (a través de
una malla de 53 ym de abertura) del sélido pretratado, logrando
reducir, preliminarmente, la concentracion de los subproductos
ambientalmente nocivos generados en las corrientes de dichos
pretratamientos, particularmente, por el empleo de
pretratamientos quimicos o fisicoquimicos catalizados; todo ello
con la finalidad de evitar que estos contaminantes interfieran o
se mezclen con el complejo enzimatico celulasa y la levadura
alcoholera (Saccharomyces cerevisiae), ambos inoculados -en

forma secuencial- aguas abajo del proceso.

Posteriormente, con cada aserrin pretratado (sélido recuperado,
lavado vy filtrado) segun el pretratamiento empleado (RBPEO1,
RBPEO2 o RBPEO03), se procedido a formar suspensiones de
15 L agitables, las cuales representaron la carga inicial del
reactor de hidrélisis enzimatica y constituyeron el hidrolizado

hemiceluldsico acondicionado.

Finalizado cada acondicionamiento del material lignoceluldsico
sometido al pretratamiento empleado (RBPEO1, RBPEO2 o
RBPEO03), se tomaron en cuenta las siguientes variables:
- Demanda quimica de oxigeno (DQO) en el hidrolizado
hemiceluldsico acondicionado, mg O, L™.
- Concentracion de fenoles en el hidrolizado hemiceluldsico

acondicionado, mg L.
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Ciclo de esterilizacion de los hidrolizados hemiceluldsicos

acondicionados

En esta etapa del proceso cada hidrolizado hemiceluldsico
acondicionado se sometid a un ciclo de esterilizaciéon, el cual
comprendié el calentamiento de los mismos a una temperatura
de 100 °C, la cual se mantuvo por un lapso de 15 minutos, para
luego proceder a su enfriamiento natural hasta alcanzar la

temperatura de hidrélisis enzimatica.

Si bien el pretratamiento quimico con hipoclorito de sodio
disminuye la carga inicial de microorganismos del sustrato, el
ciclo de esterilizacion realizado después de cada proceso de
deslignificacion del material lignoceluldsico y acondicionamiento
de los hidrolizados hemiceluldsicos, permite estandarizar la
concentracion de todos los microorganismos contaminantes
oportunistas al inicio de la hidrélisis enzimatica, la cual debe ser
minima para garantizar una mayor produccion de azucares

reductores fermentables (glucosa).

Hidrélisis enzimatica

Luego de cada ciclo de esterilizacion de los hidrolizados
hemicelulésicos acondicionados provenientes del material
lignoceluldsico sometido al pretratamiento empleado (RBPEO1,
RBPEO2 o RBPEO03), se procedié a su hidrélisis enzimatica a
presion atmosférica, manteniendo constante la temperatura en
48 °C y el pH en 5,0 unidades a lo largo de toda la hidrdlisis
(3 dias).

Las 3 experiencias de hidrdlisis enzimatica (RBHEO1, RBHEO2 y
RBHEOQ3), se desarrollaron en el reactor multipropdsito. Para

esta etapa se utilizé un volumen de complejo enzimatico
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celulasa correspondiente al 0,27 % (v / v) del volumen de

suspension (Vs).

Durante el desarrollo de cada hidrélisis enzimatica segun el
pretratamiento empleado (RBPEO1, RBPEO2 o RBPEO03), se
tomaron en cuenta las siguientes variables:
- Demanda quimica de oxigeno (DQO) en el hidrolizado
enzimatico, mg O, L™,
- Concentracion de fenoles en el hidrolizado enzimatico,
mg L.
- Concentracion de glucosa obtenida antes, durante y

después de la generacion del hidrolizado enzimatico, g L™.

El apéndice 5 ejemplifica, tal y como se observa en el
computador, la pantalla de monitoreo de temperatura y pH

durante el desarrollo de la hidrélisis enzimatica.

Ciclo de esterilizacion de los hidrolizados enzimaticos

En esta etapa del proceso cada hidrolizado enzimatico se
sometid a un nuevo ciclo de esterilizacion, el cual comprendio el
calentamiento de los mismos a una temperatura de 100 °C, la
cual se mantuvo por un lapso de 15 minutos, para luego
proceder a su enfriamiento natural hasta alcanzar Ia

temperatura de fermentacion alcohdlica.

Si bien existe un ciclo de esterilizacion previo para cada
hidrolizado hemiceluldésico acondicionado que disminuye vy
estandariza la carga inicial de todos los microorganismos
contaminantes oportunistas al inicio de la hidrélisis enzimatica,
el nuevo ciclo de esterilizacion de los hidrolizados enzimaticos
permite reducir la probable multiplicacién y nueva generacion de
poblaciones microbianas, estandarizando asi su concentracién

al inicio de la fermentaciéon alcoholica para evitar que todas
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éstas compitan por glucosa con la levadura especifica,

aumentando los rendimientos de fermentacion.

Fermentacion alcohodlica

Luego de cada hidrélisis enzimatica de los hidrolizados
hemiceluldsicos acondicionados y esterilizados provenientes del
material lignocelulésico sometido al pretratamiento empleado
(RBPEO1, RBPEO2 o RBPEO03), se procedié a su fermentacién
alcohodlica a presion atmosférica, manteniendo constante la
temperatura en 28 °C y el pH en 5,6 unidades a lo largo de toda

la fermentacion (2,5 dias).

Las 3 experiencias de fermentacion alcoholica (RBFEO1,
RBFEO2 y RBFEO3), se desarrollaron en el reactor
multipropdsito. Para esta etapa se utilizé un volumen de caldo
rico en base a una cepa de levadura alcoholera de alto
rendimiento de la especie Saccharomyces cerevisiae
correspondiente al 10 - 15 % (v / v) del volumen de suspension
(Vs).

Durante el desarrollo de cada fermentacion alcohdlica (segun
cada pretratamiento empleado - hidrdlisis enzimatica), se
tomaron en cuenta las siguientes variables:
- Demanda quimica de oxigeno (DQO) en el mosto
fermentado, mg O, L™
- Concentracion de fenoles en el mosto fermentado, mg L.
- Concentracion de glucosa antes, durante y después de la

generacion del mosto fermentado, g L™.

La pantalla de monitoreo de temperatura y pH durante el
desarrollo de la fermentacion alcohdlica se ejemplifica, tal y

como se observa en el computador, en el apéndice 6.
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2.12. Destilacion por lote

Luego de cada hidrdlisis enzimatica y subsecuente fermentacién
alcohdlica de los hidrolizados hemicelulésicos acondicionados y
esterilizados provenientes del material lignoceluldsico sometido
al pretratamiento empleado (RBPEO1, RBPEO2 o RBPEQ3), se
procedié a su destilacion por lote a presion atmosférica (previa
filtracion del mosto fermentado a través de una malla de 53 ym
de abertura), manteniendo cortes volumétricos de muestra de

0,5 L a lo largo de toda la destilacion (3 horas).

Las 3 experiencias de destilacion por lote (RBDEO1, RBDEOQ2 y
RBDEQ3), realizadas en el laboratorio N° 23-A de la FIQT de la
UNI, se desarrollaron en un destilador de una sola etapa a nivel
banco con las siguientes caracteristicas (ver figura 17):

- Capacidad total de 30 L, con un volumen de mosto

fermentado (Vm) utilizadode 7 - 9 L.

- Material de acero inoxidable 316, grado sanitario.

- Sistema de enfriamiento (serpentines de condensacion).

- Resistencia de calentamiento externa.

- Instrumentacion de control: instalacion de un sensor digital

de temperatura.

Durante el desarrollo de cada destilacion por lote (segun cada
pretratamiento empleado - hidrélisis enzimatica - fermentacién
alcohdlica), se tomaron en cuenta las siguientes variables:
- Demanda quimica de oxigeno (DQO) en la vinaza,
mg O, L™
- Concentracion de fenoles en la vinaza, mg L.
- Concentracion de etanol obtenido en el mosto fermentado,
gL™
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igura 1. Desti-l;':ldbr por lote a nivel banco. En este equipo destilador
de una sola etapa se realizaron diversas pruebas de destilacion de los
mostos fermentados, tomando datos (densidad, grado alcohdlico y
temperatura) de los cortes volumétricos de muestra del etanol
destilado puntual y acumulado durante cada una de las experiencias.

Fuente: Registros fotogréaficos propios
Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Para la determinacion de la DQO en las muestras tomadas
durante el proceso (hidrolizados hemiceluldsicos, hidrolizados
enzimaticos, mostos fermentados y vinazas) se utilizé el método
estandar americano del reflujo cerrado segun SMEWW-APHA-
AWWA-WEF-5220-D-2012®®, el cual si bien es cierto puede ser
menos exacto y representativo, tiene la ventaja de reducir los
problemas de residuos peligrosos de mercurio, cromo
hexavalente, acido sulfurico, plata y acidos que generan otros

métodos en mayor cantidad.

El método del reflujo cerrado es mas econdmico en el uso de
reactivos de sales metalicas y genera pequenas cantidades de
residuos peligrosos, pero requiere la homogenizacién de las

muestras conteniendo sdlidos suspendidos con la finalidad de
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obtener resultados reproducibles. Comercialmente, las ampollas
y tubos de cultivo con reactivos previamente medidos se
encuentran disponibles. Las medidas de los volumenes de
muestra, asi como los volumenes y concentraciones de los
reactivos son criticos. Consecuentemente, es necesario obtener
del fabricante las especificaciones y los limites de error para los
reactivos premezclados antes de su uso. Este método se utiliza,
tipicamente, para determinar valores de la DQO por encima de
50 mg O, L™.

El método del reflujo cerrado se fundamenta en el hecho de que
la mayoria de tipos de materia organica son oxidados por una
mezcla hirviendo de acido cromico y sulfurico. Una muestra se
somete a reflujo en una solucion fuertemente acida con un
exceso conocido de dicromato de potasio (K,Cr,O;). Después
de la digestion, el K,Cr,0O; restante (no reducido) se titula con
sulfato de amonio ferroso para determinar la cantidad de
K2Cr,0O7 consumida y la materia oxidable se calcula en términos
de oxigeno equivalente. Los ratios de pesos, volumenes vy
poderes oxidantes de los reactivos se deben mantener
constantes cuando se usan volumenes de muestra diferentes a
los 50 mL. El tiempo estandar de reflujo de 2 horas puede ser
reducido si se demuestra que un periodo mas corto produce los
mismos resultados. Algunas muestras con una DQO muy baja o
con un contenido de sodlidos altamente heterogéneo, puede ser
necesario analizarlas por duplicado para obtener los datos mas
confiables. Los resultados se pueden mejorar ain mas haciendo
reaccionar una cantidad maxima de K,Cr,O;, bajo la condicién

de que siempre permanezca algun K,Cr,O- residual.

Cuando una muestra se somete a digestién, el ién dicromato
oxida el material de la DQO contenido en la misma, resultando
en un cambio del cromo de su estado hexavalente (VI) a su

estado trivalente (Ill). Ambas especies del cromo se colorean y
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absorben en la regién visible del espectro. El ién dicromato
(Cr,0;%) absorbe fuertemente en la regién de 400 nm, donde la
absorcion del i6n crémico (Cr**) es mucho menor. El ién crémico
absorbe fuertemente en la region de 600 nm, donde el i6n
dicromato tiene absorcion casi nula. En una solucion de acido
sulfarico 9 M, los coeficientes molares de extincion aproximados
para estas especies de cromo son los siguientes: para el ién
Cr** de 50 L mol" cm™ a 604 nm y 25 L mol™ cm™ a 426 nm, y
para el i6n Cr,0;% de 380 L mol” cm™” a 444 nm; el i6n Cr**
tiene un minimo en la region de 400 nm. Por lo tanto,
compensando ambas especies, una maxima absorcion de
trabajo se encuentra a 420 nm. Para valores de la DQO entre
100 y 900 mg O, L™, se determina un aumento en la absorcion
del i6n Cr’* en la regi6én de 600 nm (valores mas altos se
pueden obtener al diluir la muestra). Los valores de la DQO de
90 mg O, L™ o menores se pueden determinar siguiendo la
reduccion en la absorcion del idn Cr,0;> a 420 nm (la
generacion correspondiente del idn Cr** da un pequefio
aumento en la absorcion a 420 nm, pero esto se compensa en

el procedimiento de calibracion).

Las muestras tomadas para determinar la DQO se colectaron en
frascos de plastico y se preservaron por acidificacion a valores
de pH menores o iguales a 2, utilizando para ello H,SO,
concentrado. Cada muestra conteniendo sélidos suspendidos se
agité (homogenizod) antes de su andlisis correspondiente. Cabe
mencionar que si la DQO esta relacionada con la DBO, CTO,
etc., se debe asegurar que todas las muestras reciban un
pretratamiento idéntico; asimismo, para las muestras que
contienen valores altos de la DQO, se deben realizar diluciones
preliminares con la finalidad de reducir el error inherente en la

medicion de volumenes de muestra pequefios.
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En el apéndice 7 se detalla el protocolo de determinacion de la
demanda quimica de oxigeno en las muestras tomadas durante

el proceso.

Determinacion de la concentracion de fenoles

Para la determinacion de la concentracién de fenoles en las
muestras tomadas durante el proceso (hidrolizados
hemiceluldsicos, hidrolizados enzimaticos, mostos fermentados
y vinazas) se utilizé el método estandar americano de extraccion
con cloroformo segun SMEWW-APHA-AWWA-WEF-5530-C-
20129 el cual esta basado en el método colorimétrico que
emplea a la 4-aminoantipirina como reactivo, cuya ventaja
radica en ofrecer un procedimiento analitico de extrema
sensibilidad y adaptable para su uso en muestras de agua
conteniendo menos de 1 mg L™ de concentracion de fenoles. En

este método se concentra el color en la soluciéon no acuosa.

El método de extraccion con cloroformo se fundamenta en el
hecho de que los vapores destilables de fenoles reaccionan con
la solucién 4-aminoantipirina a valores de pH entre 7,8 y 8,0 en
presencia de ferrocianuro de potasio para formar un tinte del
color de la antipirina, el cual, luego, se extrae de la solucion
acuosa con cloroformo (CHCI3) para, posteriormente, medir su
absorbancia a 460 nm. Este meétodo cubre un rango de
concentracion de fenoles desde 1 ug L' hasta mas de

250 pg L™ con una sensibilidad de 1 pg L™.

Los fenoles, en sus concentraciones usualmente encontradas
en aguas residuales, estan sujetos a la oxidacion bioldgica y
quimica. Por esta razén, las muestras tomadas se preservaron
con H,SO, (2 mL L™) y almacenaron a 4 °C o menos antes de
su analisis, a menos que se analizaran dentro de las primeras 4

horas después de su coleccién. Cabe resaltar que las muestras
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preservadas y almacenadas se pueden analizar hasta dentro de

28 dias después de su coleccion.

El apéndice 8 resume el protocolo de determinacién de la
concentracion de fenoles en las muestras tomadas durante el

proceso.

Determinacion de la concentracion de azucares reductores

(glucosa)

La concentracion de azucares reductores (glucosa) durante la
hidrolisis enzimatica y fermentacién alcohdlica, se evalud
mediante el procedimiento de Miller con el uso del reactivo del

acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) con glucosa como estandar{™.

Las muestras tomadas durante el transcurso de la hidrélisis
enzimatica y fermentacion alcohdlica se almacenaron de
inmediato a temperatura de congelacion, siendo descongeladas
solamente al momento de llevar a cabo la determinacion de la

concentracion de azucares reductores (glucosa).

El protocolo de determinacidon de la concentracion de azucares
reductores (glucosa) en las muestras tomadas durante el

proceso se describe en el apéndice 9.
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RESULTADOS

Pretratamiento quimico referencial (linea base) y posterior hidrolisis

enzimatica - fermentacion - destilacion por lote

Durante el pretratamiento quimico referencial RBPEO1 (linea base) se
buscd formar una suspension agitable de 15 L con una consistencia
alrededor del 10 % y una concentracion de 0,4937 mol L' de
reactante, para lo cual se agregaron al reactor multipropésito 8,38 L
de hipoclorito de sodio al 6,58 % y 7 L de un premezclado total, este
ultimo constituido por 1,5 kg de aserrin de capirona acondicionado

con 5 L de agua osmotizada.

Luego del lavado vy filtrado del sélido del hidrolizado hemicelulésico se
obtuvo un volumen de 4,5 L de aserrin pretratado-lavado-filtrado, los
cuales se mezclaron con 10,5 L de agua osmotizada con el fin de
formar la suspension agitable de 15 L para ser cargada al reactor
multipropdsito y dar inicio a la hidrélisis enzimatica RBHEO1. El
volumen de la fase sélida representaba el 43 % del volumen de la

fase liquida total, es decir, 6,45 L.

Después de la hidrdlisis enzimatica se registrd un volumen de 2,15 L
de la fase solida y de 10,5 L de la fase liquida total. La reduccién del
volumen se explica mayormente por la transformacion de la celulosa
en glucosa y las pérdidas propias por los muestreos realizados para
el analisis de la misma concentracion de glucosa y el control del pH.
El hidrolizado enzimatico, en su totalidad, fue sometido a
fermentacion alcoholica RBFEO1 por medio de la inoculacion de 1,5 L
de caldo rico en cepa de gran potencial alcoholero de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (esto corresponde al 12,5 % del volumen

de suspension total en el reactor multipropésito).

Finalmente, se obtiene un mosto fermentado con un volumen de

1,35 L de la fase sélida y de 9,55 L de la fase liquida total. Luego de
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la filtracién a través de una malla de 53 pm de abertura se logran
obtener 8 L de mosto fermentado libre de sdlido, el cual es sometido
a una destilacion por lote RBDEO1 llegandose a recuperar un
volumen maximo de etanol de 0,087 L que representa un grado
alcohdlico del 1,1 % en el mosto fermentado. La vinaza, subproducto
del proceso, sale con una densidad de 1,00 kg L™ y un pH de 5,1 a

una temperatura de 87 °C.

En la tabla 9 se resume el seguimiento de la demanda quimica de
oxigeno y la concentracion de fenoles durante las diferentes etapas
del proceso de produccion de bioetanol hidratado considerando la

aplicacion del pretratamiento quimico referencial RBPEO1.

El agua osmotizada utilizada en esta primera experiencia reportd
valores menores a 5 mg O, L' para el caso de la DQO y menores a
0,033 mg L™ para el caso de la concentracién de fenoles, ambos
correspondientes a la sensibilidad minima detectable en
concentracion confiablemente que se puede medir al emplear las

normas analiticas ambientales.

Adicionalmente, el seguimiento de la concentracion de glucosa
durante la hidrélisis enzimatica RBHEO1 y fermentacion alcohdlica

RBFEOQ1 se puede apreciar en las figuras 18 y 19, respectivamente.
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Tabla 9. Seguimiento de la DQO y la concentracion de

fenoles durante la produccién de bioetanol hidratado

considerando el pretratamiento quimico referencial RBPEO1

Demanda

Quimica de LI
Dia Codigo de Oxigeno de Fenoles
Muestra (DQO) (Fenoles)
(mgO;L™) | (mgL’)
Guimico Madcl (8,38 L) REHED1 -DFO0" <50 = [0,033
V=18 Li{Cm =37 %) 0,00 RBHEM-DFOO | 137350 0 9655
0,01 REHEM-DFOM | 17 BRI 0 1,300
0,02 REHEIM-DFOZ | 18 3200 1,100
0,03 REHEM-DFO3 | 2025920 1,580
0,04 REHEM-DFO4 | 21 0200 2200 ‘ Decantacian del Liguido
Enz. CTec2-HTec2 (40 mL) 0,15 RBHED -DF 05 567 0 0,205 Lavado-Filtrado del Sdlida
V=18 L{Cc=03 %) 3,34 RBHED1-DFDE | 25 096 0 0,530 ) Cepa Levadura (1,5 L)
Energia (12,2 Kiih) b Ok RBHEM-DFOT | 53620 1,050 Ws=12L{Cc=125%)
wm=8Ldv=10kyL™ 5,39 REHED1-DFOE | 74 5030 1,270

Fuente: Elaboracién propia
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Hidrélisis
(Experimento RBHEO1: Cs = 8,1 %; Ccepa=0,3 %; th = 3 dias)
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Figura 18. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
hidrélisis enzimatica RBHEOL. El valor maximo de concentracion de
glucosa (13,610 g L™) se alcanza al tercer dia de reaccion.

Fuente: Elaboracién propia

Para los efectos de calculo del rendimiento de sacarificacion en el
hidrolizado enzimatico proveniente de Ila hidrdlisis enzimatica
RBHEO01, se utilizé el valor inicial correspondiente a la concentraciéon
de glucosa potencialmente hidrolizable contenida en el sdlido
pretratado vy filtrado (40,333 g L") y el valor final correspondiente a la
concentracién de glucosa alcanzada al término del tercer dia de
reaccion (13,610 g L™), tiempo a partir del cual dicho hidrolizado se

sometio, inmediatamente, a su fermentacién alcohdlica RBFEO1.
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Fermentacion
(Experimento RBFEQ1: Cs = 3,4 %; Cc =125 %; tf= 2,5 dias)
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Figura 19. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
fermentacion alcohdlica RBFEOL. El valor minimo de concentracion de
glucosa (6,246 g L™) se alcanza al segundo dia y medio de reaccion.

Fuente: Elaboracién propia

Para los efectos de calculo del rendimiento de fermentaciéon en el
mosto fermentado proveniente de la fermentacién alcohdlica RBFEO1,
se utilizd el valor inicial correspondiente al mayor valor de la
concentracion de glucosa obtenida durante el proceso (11,614 gL ")y
el valor final correspondiente a la concentracion de glucosa alcanzada
al término del segundo dia y medio de reaccién (6,246 g L"), tiempo a
partir del cual dicho mosto (previamente filtrado) se sometio,

inmediatamente, a su destilacion por lote RBDEO1.

Pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado y posterior hidrolisis

enzimatica - fermentacion - destilacién por lote

Durante el pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional
RBPEO2 se obtuvieron, en primer lugar, 2,700 kg de aserrin de

capirona acondicionado pulverizado a través de un molino de bolas a
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72 rpm durante 5 minutos, para luego formar con parte de la materia
seca resultante una suspension agitable de 15 L con una consistencia
alrededor del 10 % y una concentracion de 0,5158 mol L de
reactante, para lo cual se agregaron al reactor multipropésito 9,19 L
de hipoclorito de sodio al 6,27 % y 6,5 L de un premezclado total, este
ultimo constituido por 1,5 kg de aserrin de capirona acondicionado

pulverizado con 5,23 L de agua osmotizada.

Luego del lavado vy filtrado del sélido del hidrolizado hemicelulésico se
obtuvo un volumen de 4,5 L de aserrin pretratado-lavado-filtrado, los
cuales se mezclaron con 10,5 L de agua osmotizada con el fin de
formar la suspension agitable de 15 L para ser cargada al reactor
multipropdsito y dar inicio a la hidrélisis enzimatica RBHEO2. El
volumen de la fase sélida representaba el 43 % del volumen de la

fase liquida total, es decir, 6,45 L.

Después de la hidrdlisis enzimatica se registré un volumen de 1,85 L
de la fase solida y de 12,6 L de la fase liquida total. La reduccién del
volumen se explica mayormente por la transformacion de la celulosa
en glucosa y las pérdidas propias por los muestreos realizados para
el andlisis de la misma concentracién de glucosa y el control del pH.
El hidrolizado enzimatico, en su totalidad, fue sometido a
fermentacion alcohdlica RBFEO2 por medio de la inoculacién de 2 L
de caldo rico en cepa de gran potencial alcoholero de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (esto corresponde al 14,8 % del volumen

de suspension total en el reactor multipropdsito).

Finalmente, se obtiene un mosto fermentado con un volumen de 1,7 L
de la fase sdlida y de 10,85 L de la fase liquida total. Luego de la
filtracion a través de una malla de 53 pym de abertura se logran
obtener 9 L de mosto fermentado libre de sélido, el cual es sometido
a una destilacion por lote RBDEO2 llegandose a recuperar un
volumen maximo de etanol de 0,133 L que representa un grado

alcohdlico del 1,5 % en el mosto fermentado. La vinaza, subproducto
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del proceso, sale con una densidad de 1,00 kg L™ y un pH de 4 a una

temperatura de 82 °C.

En la tabla 10 se resume el seguimiento de la demanda quimica de
oxigeno y la concentracion de fenoles durante las diferentes etapas
del proceso de produccion de bioetanol hidratado considerando la
aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado
opcional RBPEOQ2.

El agua osmotizada utilizada en esta segunda experiencia reporté
valores menores a 5 mg O, L™ para el caso de la DQO y menores a
0,033 mg L’ para el caso de la concentracién de fenoles, ambos
correspondientes a la sensibilidad minima detectable en
concentracién confiablemente que se puede medir al emplear las

normas analiticas ambientales.

Adicionalmente, el seguimiento de la concentracion de glucosa
durante la hidrélisis enzimatica RBHEOQ2 y fermentacion alcohdlica

RBFEOQ2 se puede apreciar en las figuras 20 y 21, respectivamente.
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Tabla 10. Seguimiento de la DQO y la concentracion de

fenoles durante la produccién de bioetanol hidratado

considerando el pretratamiento mecanico-fisicoquimico

catalizado opcional RBPEO2

Demanda

Quimica de ENEEE
Dia Codigo de Oxigeno de Fenoles
Muestra (DQO) (Fenoles)
(mg 0, L") | (mgL™)
Auimico MaoCl {9,158 L - RBHEDZ-DF 00 =50 = 0,033
Ws=18L (Crp= 3,8 %) 0,00 RBHEOZ-DFOD | 15 2380 0523
01 REHEDZ-DF0 156140 0,434
a0z REHEODZ-DFOZ | 26 747 0 2,390
.03 RBHEOZ-DFO3 | 25 2620 3420
0,04 REHEOZ-DFO4 | 30 0850 3 500 ~ Decantacidn del Liguido
Enz. CTec2-HTec2 (40 mL) a7 REHEDZ2-DFOS 13550 0,196 Lavado-Filtrado del Salido
Ws=15L(Cr=10,3 %) 336 REHEOZ-DFOE | 26 K76 0 1,110 _ Cepa Levadura (2 L)
Energia (7,4 Kih) 6,07 REHEDZ-DF07 | 28 7090 0999 | ws=135L(Cc=148%
V=9 L fdv=1,0 kg L™ 5,43 REHEDZ-DFOGE | 67 9330 2090

Fuente: Elaboracién propia
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Hidrélisis
(Experimento RBHEO2: Cs =9,2 %; Cecepa=0,3 %; th = 3 dias)
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Figura 20. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
hidrélisis enzimatica RBHEO02. El valor maximo de concentracion de
glucosa (21,000 g L™) se alcanza a los 1,1 dias de reaccion.

Fuente: Elaboracién propia

Para los efectos de calculo del rendimiento de sacarificacion en el
hidrolizado enzimatico proveniente de Ila hidrdlisis enzimatica
RBHEO02, se utilizé el valor inicial correspondiente a la concentraciéon
de glucosa potencialmente hidrolizable contenida en el sdlido
pretratado vy filtrado (44,623 g L") y el valor final correspondiente a la
concentracién de glucosa alcanzada al término del tercer dia de
reaccion (15,500 g L™), tiempo a partir del cual dicho hidrolizado se

sometio, inmediatamente, a su fermentacién alcohdlica RBFEO2.
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Fermentacion
(Experimento RBFEQ2: Cs = 2,8 %; Cc =148 %; tf= 2,5 dias)
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Figura 21. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
fermentacion alcohdlica RBFEO2. El valor minimo de concentracion de
glucosa (9,000 g L™) se alcanza al segundo dia y medio de reaccion.

Fuente: Elaboracién propia

Para los efectos de calculo del rendimiento de fermentaciéon en el
mosto fermentado proveniente de la fermentacién alcohdlica RBFEQ2,
se utilizd el valor inicial correspondiente al mayor valor de la
concentracion de glucosa obtenida durante el proceso (21,000 g L")y
el valor final correspondiente a la concentracion de glucosa alcanzada
al término del segundo dia y medio de reaccién (9,000 g L™"), tiempo a
partir del cual dicho mosto (previamente filtrado) se sometio,

inmediatamente, a su destilacion por lote RBDEO2.

Pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado y posterior

hidrdlisis enzimatica - fermentacioén - destilacion por lote

Durante el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEQO3 se obtuvieron, en primer lugar, 2,735 kg de

aserrin de capirona acondicionado pulverizado a través de un molino
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de bolas a 60 rpm durante 5 minutos, para luego pasar toda la
materia seca resultante a través de un equipo de explosiéon en vapor
(10 lotes de 0,250 kg cada uno y un lote final de 0,235 kg) y ser
descompuesta con vapor saturado a 152 °C (5 bar) por 2 minutos,
obteniéendose 7 kg de aserrin acondicionado pulverizado-
explosionado con un contenido de humedad del 66,2 % y un
coeficiente de relacion fraccional adimensional de 0,3380 kg de

aserrin seco / kg de aserrin humedo.

Luego del lavado vy filtrado del sélido del hidrolizado hemicelulésico se
obtuvo un volumen de 4,65 L de aserrin pretratado-lavado-filirado, los
cuales se mezclaron con 10,43 L de agua osmotizada con el fin de
formar la suspension agitable de 15 L para ser cargada al reactor
multipropésito y dar inicio a la hidrélisis enzimatica RBHEOQ3. El
volumen de la fase sélida representaba el 41,7 % del volumen de la

fase liquida total, es decir, 6,25 L.

Después de la hidrdlisis enzimatica se registré un volumen de 3 L de
la fase sdlida y de 12,4 L de la fase liquida total. La reduccion del
volumen se explica mayormente por la transformacion de la celulosa
en glucosa y las pérdidas propias por los muestreos realizados para
el analisis de la misma concentracion de glucosa y el control del pH.
El hidrolizado enzimatico, en su totalidad, fue sometido a
fermentacion alcoholica RBFEO3 por medio de la inoculacion de 1,5 L
de caldo rico en cepa de gran potencial alcoholero de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (esto corresponde al 11,5 % del volumen

de suspension total en el reactor multipropésito).

Finalmente, se obtiene un mosto fermentado con un volumen de 1,8 L
de la fase sdlida y de 9,5 L de la fase liquida total. Luego de la
filtracion a través de una malla de 53 ym de abertura se logran
obtener 7,5 L de mosto fermentado libre de sdlido, el cual es
sometido a una destilacion por lote RBDEO3 llegandose a recuperar

un volumen maximo de etanol de 0,071 L que representa un grado
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alcohdlico del 0,9 % en el mosto fermentado. La vinaza, subproducto
del proceso, sale con una densidad de 0,96 kg L' y un pH de 6,1 a

una temperatura de 79 °C.

En la tabla 11 se resume el seguimiento de la demanda quimica de
oxigeno y la concentracion de fenoles durante las diferentes etapas
del proceso de produccion de bioetanol hidratado considerando la
aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3.

El agua osmotizada utilizada en esta tercera experiencia reportd
valores menores a 5 mg O, L™ para el caso de la DQO y menores a
0,033 mg L™ para el caso de la concentracién de fenoles, ambos
correspondientes a la sensibilidad minima detectable en
concentraciéon confiablemente que se puede medir al emplear las

normas analiticas ambientales.

Adicionalmente, el seguimiento de la concentracion de glucosa
durante la hidrélisis enzimatica RBHEOQO3 y fermentacién alcohdlica

RBFEOQ3 se puede apreciar en las figuras 22 y 23, respectivamente.
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Tabla 11. Seguimiento de la DQO y la concentracion de

fenoles durante la produccién de bioetanol hidratado

considerando el pretratamiento mecanico-fisicoquimico

no catalizado propuesto RBPEO3

Demanda

Quimica de CelustliE
Dia Codigo de Oxigeno de Fenoles
Muestra (DQO) (Fenoles)
(mgO;L™) | (mglL’)
Explosidn en Vapor (5,25 L) RBHEQS-DF 00 =50 = 0,033
iPevp =705 psi) 0,04 REHEQS-DFO0 | 31080 0576  Decantacidn del Liguido
Enz. CTec2-HTec2 {40 mL) 022 REHED3-DF01 2900 0,033 " Lavado-Filtrado del Salido
Ws=15L(Cr=10,3 %) 340 REHED3-DFOZ 4 286 0 0,376  CepaLevadura (151)
Energia (8,0 Kéh) 5,08 REHED3-DF03 | 7 2200 0627 | ws=13LiCc=115%)
Vm=T75L{dv=10kgL™" 642 REHED3-DFO4 | 22 217 0 1 840

Fuente: Elaboracién propia
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Hidrélisis
(Experimento RBHEOQ3: Cs =74 %; Ceepa=10,3 %; th = 3 dias)
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Figura 22. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
hidrélisis enzimatica RBHEO03. El valor maximo de concentracion de
glucosa (2,125 g L™) se alcanza a los 2,1 dias de reaccion.

Fuente: Elaboracién propia

Para los efectos de célculo del rendimiento de sacarificacion en el
hidrolizado enzimatico proveniente de Ila hidrdlisis enzimatica
RBHEOQ3, se utilizé el valor inicial correspondiente a la concentracién
de glucosa potencialmente hidrolizable contenida en el sdlido
pretratado vy filtrado (36,291 g L") y el valor final correspondiente a la
concentracién de glucosa alcanzada al término del tercer dia de
reaccion (1,852 g L™, tiempo a partir del cual dicho hidrolizado se

sometio, inmediatamente, a su fermentacién alcohdlica RBFEQOS3.
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Fermentacion
(Experimento RBFEQ3: Cs = 3,8 %; Cc = 11,5 %; tf= 2,5 dias)
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Figura 23. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
fermentacion alcohdlica RBFEO03. El valor minimo de concentracion de
glucosa (0,932 g L™) se alcanza al segundo dia de reaccion.

Fuente: Elaboracién propia

Para los efectos de calculo del rendimiento de fermentaciéon en el
mosto fermentado proveniente de la fermentacién alcohdlica RBFEQ3,
se utilizd el valor inicial correspondiente al mayor valor de la
concentracion de glucosa obtenida durante el proceso (4,538 g L") y
el valor final correspondiente a la concentracion de glucosa alcanzada
al término del segundo dia y medio de reaccién (1,572 g L"), tiempo a
partir del cual dicho mosto (previamente filtrado) se sometio,

inmediatamente, a su destilacion por lote RBDEO3.

Contenido de DQO vy fenoles en las corrientes particulares de cada

etapa del proceso

Como ya se mencion6 anteriormente, durante la aplicacién de cada
pretratamiento en estudio (RBPEO1, RBPEO2 y RBPEQ3) y su

posterior acondicionamiento (neutralizacién), hidrélisis enzimatica,
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fermentacion alcohdlica y destilacién por lote, se tomaron los valores
de la DQO y concentraciéon de fenoles en las corrientes particulares
de cada etapa del proceso:

- Pretratamiento: generacion de hidrolizados hemicelulésicos.

- Acondicionamiento (neutralizacién): generaciéon de

hidrolizados hemiceluldsicos acondicionados.
- Hidrdlisis enzimatica: generacién de hidrolizados enzimaticos.
- Fermentacion alcohdlica: generaciéon de mostos fermentados.

- Destilacion por lote: generacion de vinazas.

En las figuras 24 y 25 se puede apreciar el comportamiento y la
tendencia de la DQO y concentracién de fenoles, respectivamente, en
las corrientes particulares de cada etapa del proceso segun el
pretratamiento aplicado.

Concentracion de |laDQO en cada Etapa del Proceso
(Experimentos RBEXEO1, RBXE02, RBXEO3: tproceso = 6,43 dias)

90 000,0
810000
720000
63 000,0
540000
450000
360000
270000
180000 A

20000 +

Concentracién de laDQO, mg 0 ; L

00+

Hid. Hernic. Hid. Hernic. Hid. Enzim.  Mosto Ferm. Yinaza
Acondic.

|m REPEOT (NaOC) m REPED2 (Molienda-NaOCI) m REPEQS (Molienda-EvP) |

Figura 24. Comportamiento y tendencia de la DQO en las corrientes
particulares de cada etapa del proceso segun el pretratamiento aplicado.
Fuente: Elaboracién propia
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Concentracion de Fenoles en cada Etapa del Proceso
(Experimentos REXEO1, RBXE02, RBXEO3: tproceso = 6,43 dias)
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Figura 25. Comportamiento y tendencia de la concentracién de fenoles
en las corrientes particulares de cada etapa del proceso segun el
pretratamiento aplicado.

Fuente: Elaboracién propia

Contenido de glucosa durante la generacion de hidrolizados

enzimaticos y mostos fermentados

Cada pretratamiento particular aplicado (RBPEO1, RBPEO2 vy
RBPEO3) conlleva a diferentes cantidades de glucosa durante la
hidrélisis enzimatica, lo cual genera en parte distintas curvas de su
consumo por cepas de gran potencial alcoholero de la levadura
Saccharomyces cerevisiae durante su trasformacion a etanol en la

fermentacién alcohdlica.

Las figuras 26 y 27 muestran en resumen el seguimiento de la
concentracién de glucosa durante la generacion de hidrolizados
enzimaticos y mostos fermentados, respectivamente, segun el

pretratamiento aplicado.
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Hidrélisis
(Exp. RBHEQ1, REHEO2, RBHE03: Cs,,., = 8,2 %; th = 3 dias)
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Figura 26. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
generacion de hidrolizados enzimaticos segun el pretratamiento
aplicado.

Fuente: Elaboracién propia
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Concentracion de Glucosa vs Tiempo de Fermentacion
Exp. RBFEO1, RBFE02, RBFEQ3: Cs_ ., = 3,3 %, tF= 2,5 dias
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Figura 27. Seguimiento de la concentracion de glucosa durante la
generacion de mostos fermentados segun el pretratamiento aplicado.

Fuente: Elaboracién propia

Contenido de etanol y grado alcohdlico en mostos fermentados

El contenido de etanol y grado alcohdlico en mostos fermentados esta
directamente relacionado con la eficiencia de conversion de celulosa
a glucosa durante la hidrdlisis enzimatica y de glucosa a etanol
durante la fermentacidn alcohdlica. Estos indicadores, a su vez,
dependen, exclusivamente, de cada pretratamiento particular aplicado
(RBPEO1, RBPEO2 y RBPEO3).

Los valores del maximo volumen recuperado de etanol y del grado
alcohdlico en mostos fermentados, provenientes de cada uno de los

pretratamientos aplicados, se sintetizan en las figuras 28 y 29.
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Maximo Volumen Recuperado de Etanol en Mosto Fermentado
(Exp. RBDEQ1, REDEO2, RBDEO3: Vm,,.., =8,2L; td = 0,12 dia)
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Figura 28. Méaximo volumen recuperado de etanol en mostos
fermentados segun el pretratamiento aplicado.

Fuente: Elaboracién propia

Grado Alcohdlico del Mosto Fermentado
(Exp. RBDEO1, RBDEO2, REDEQ3: Vm,,,, =82 L; td = 0,12 dia)
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Figura 29. Grado alcohdlico en mostos fermentados segun el
pretratamiento aplicado.

Fuente: Elaboracion propia
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DISCUSION

1.

Andlisis de DQO y concentracion de fenoles en hidrolizados

hemicelulésicos y enzimaticos (comparacion de pretratamientos)

La aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEQ3 al aserrin de capirona acondicionado durante la
etapa inicial del proceso de produccién de bioetanol reporta los
valores mas bajos de la DQO y concentracion de fenoles en el
hidrolizado hemicelulésico (3 108 mg O, L' y 0,976 mg L7,
respectivamente) y enzimatico (4 256 mg O, L' y 0,376 mg L™,
respectivamente) respecto a los otros dos pretratamientos que
involucran la utilizacion del NaOCI, el cual es uno de los tantos
quimicos convencionalmente aplicados en esta etapa preliminar del

proceso.

Tomando en cuenta el pretratamiento quimico referencial RBPEO1
(linea base), el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEOQO3 logra reducir la DQO en un 85 % en el hidrolizado
hemicelulésico y en un 84 % en el hidrolizado enzimatico, asi como
también disminuye la concentracion de fenoles en un 56 % en el

hidrolizado hemicelulésico y en un 45 % en el hidrolizado enzimatico.

Tomando en cuenta el pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEQO2, el pretratamiento mecanico-
fisicoquimico no catalizado propuesto RBPEO3 logra reducir la DQO
en un 90 % en el hidrolizado hemicelulésico y en un 84 % en el
hidrolizado enzimatico, asi como también disminuye la concentracion
de fenoles en un 72 % en el hidrolizado hemiceluldsico y en un 66 %

en el hidrolizado enzimatico.

Tanto el pretratamiento quimico referencial RBPEO1 como el
pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPEO02

reportan los valores mas altos de la DQO (25 554 mg O, L, en
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promedio) y concentracién de fenoles (2,85 mg L™, en promedio) en

el hidrolizado hemiceluldsico.

Para todos los <casos de pretratamiento aplicados, el
acondicionamiento de los hidrolizados hemiceluldsicos por medio de
una decantacion simple del liquido concentrado y un lavado con agua
osmotizada y posterior filtracion (a través de una malla de 53 ym de
abertura) del solido pretratado, resulté ser una etapa crucial del
proceso al lograrse la reduccion promedio del 94 % de la DQO vy del
92 % de la concentracion de fenoles de los hidrolizados
hemicelulésicos, garantizando asi una disminucién de los
contaminantes que podrian interferir o mezclarse con el complejo

enzimatico celulasa durante la hidrélisis enzimatica.

Asimismo, para todos los casos de pretratamiento aplicados, al
finalizar la hidrdlisis enzimatica se evidencia un aumento entre 13 y
46 veces de la DQO y entre 2 y 5 veces de la concentracion de
fenoles de los hidrolizados hemicelulésicos acondicionados, lo cual
pone de manifiesto la existencia mayoritaria aun de contaminantes
que podrian interferir o mezclarse con la levadura alcoholera

(Saccharomyces cerevisiae) durante la fermentacion alcohdlica.

En lineas generales, al finalizar la fermentacion alcohdlica se observa
una tendencia promedio de aumento en la DQO y concentracion de
fenoles, lo cual constata la permanencia de dichos contaminantes y
su posible contribucién negativa en el analisis del rendimiento de

fermentacion que se detalla mas adelante.

Finalmente, las vinazas obtenidas en todos los casos de
pretratamiento aplicados reportan valores de la DQO que oscilan
entre 22 000 y 75 000 mg O, L™ y valores de la concentracion de
fenoles que fluctian entre 1,1 y 2,1 mg L™, corrientes finales que
deberan ser canalizadas en un area de tratamiento de efluentes de la

planta con la finalidad de lograr la disminucién de estos dos
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parametros ambientales a valores inferiores a los estandares
nacionales de calidad ambiental para agua respectivos, segun el
Decreto Supremo (D. S.) N° 002-2008-MINAM que sefiala un valor de
10 mg O, L™ para el caso de la DQO correspondiente a la categoria
1, subcategoria A1, y un valor de 0,001 mg L para el caso de la

concentracioén de fenoles correspondiente a la categoria 3.

Analisis del rendimiento de sacarificacion en hidrolizados enzimaticos

(comparacion de pretratamientos)

La aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 al aserrin de capirona acondicionado durante la
etapa inicial del proceso de produccion de bioetanol reporta el valor
mas bajo de rendimiento de sacarificacion en el hidrolizado
enzimatico (5,1 %) con respecto al pretratamiento quimico referencial
RBPEO1 (33,7 %) y al pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO2 (34,7 %).

El rendimiento de sacarificacion en el hidrolizado enzimatico
proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 con respecto al rendimiento correspondiente a
partir del pretratamiento quimico referencial RBPEO1 es 6,6 veces
menor, esto se debe a la alta efectividad oxidativa del hipoclorito de
sodio que permite un mayor ataque al material lignoceluldsico,
degradando la lignina, hemicelulosa y celulosa, asi como a la limitada
temperatura de operacion (presion) alcanzada en el equipo de
explosién en vapor por las caracteristicas propias de la caldera APIN
de 80 BHP. Esta misma explicacion justifica que el rendimiento de
sacarificacion en el hidrolizado enzimatico del pretratamiento
mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto RBPEO3 sea 6,8
veces menor al rendimiento correspondiente a partir del

pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPEO2.
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Asimismo, el rendimiento de sacarificacibon en el hidrolizado
enzimatico proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO2 con respecto al rendimiento
correspondiente a partir del pretratamiento quimico referencial
RBPEO1, en los cuales se utiliza una concentraciéon cercana de
hipoclorito de sodio para ambos casos con un promedio de
0,5047 mol L', es 1 % mayor. Esto se explica, principalmente, por la
despolimerizacién sustancial de la lignina (escisién de enlaces aril
éter no condensados) y la reduccion del tamano de las particulas del
aserrin de capirona acondicionado (aumento de su superficie de
contacto) que se logra por la accién mecanica de la molienda de
bolas, lo cual facilita el posterior pretratamiento fisicoquimico
catalizado y da lugar a una mejor digestibilidad enzimatica del

glucano a glucosa.

Analisis del rendimiento de fermentacidbn en mostos fermentados

(comparacion de pretratamientos)

La aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 al aserrin de capirona acondicionado durante la
etapa inicial del proceso de produccién de bioetanol reporta también
el valor mas bajo de rendimiento de fermentacién en el mosto
fermentado (7,1 %) con respecto al pretratamiento quimico referencial
RBPEO1 (10,6 %) y al pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO2 (24,2 %).

El rendimiento de fermentacion en el mosto fermentado proveniente
del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEO3 con respecto al rendimiento correspondiente a partir del
pretratamiento quimico referencial RBPEO1 es tan sdélo 1,5 veces
menor (se deberia esperar una diferencia mas amplia debido al
mayor rendimiento de sacarificacién entre ambos pretratamientos), lo
cual se explica por los valores mucho menores de la DQO vy

concentracion de fenoles en los hidrolizados enzimaticos del
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pretratamiento propuesto que estan directamente relacionados con
una baja inhibicion del crecimiento y la accién fermentativa de las
levaduras para dicho pretratamiento. Este mismo fundamento justifica
que el rendimiento de fermentacion en el mosto fermentado del
pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEOQ3 sea 3,4 veces menor al rendimiento correspondiente a partir
del pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional
RBPEOQ2.

Asimismo, el rendimiento de fermentaciéon en el mosto fermentado
proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado
opcional RBPEO2 con respecto al rendimiento correspondiente a
partir del pretratamiento quimico referencial RBPEO1, en los cuales
los valores de la DQO y concentracion de fenoles en los hidrolizados
enzimaticos son altos y muy cercanos para ambos casos (dando
lugar a una misma alta inhibicién del desempefio de las levaduras)
con un promedio de 26 386 mg O, L' y 0,9 mg L, respectivamente,
es 2,3 veces mayor. Dicho resultado se explica, principalmente, por la
mejora adicional de la solubilidad y eficiencia fermentativa que se
logra por la aplicacién mecanica de la molienda de bolas sobre el
aserrin de capirona acondicionado, a pesar de la alta presencia de
subproductos no deseados en el hidrolizado hemicelulésico y

enzimatico que caracteriza al pretratamiento opcional.

Analisis del contenido de etanol y grado alcohdlico en mostos

fermentados (comparacion de pretratamientos)

La aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 al aserrin de capirona acondicionado durante la
etapa inicial del proceso de producciéon de bioetanol reporta,
igualmente, el valor mas bajo de contenido de etanol y grado
alcohdlico en el mosto fermentado (0,071 L y 0,9 %, respectivamente)

respecto al pretratamiento quimico referencial RBPEO1 (0,087 L y
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1,1 %, respectivamente) y al pretratamiento mecanico-fisicoquimico

catalizado opcional RBPEO2 (0,133 L y 1,5 %, respectivamente).

El contenido de etanol y grado alcohdlico en el mosto fermentado
proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 con respecto a sus valores correspondientes a
partir del pretratamiento quimico referencial RBPEO1 es 1,2 y 1,1
veces menor, respectivamente, lo cual se explica por el menor
rendimiento de fermentacion en el mosto fermentado alcanzado por
dicho pretratamiento propuesto. Esta misma légica permite entender
que el contenido de etanol y grado alcohélico en el mosto fermentado
proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 sea 1,9 y 1,6 veces menor, respectivamente, a
sus valores correspondientes a partir del pretratamiento mecanico-

fisicoquimico catalizado opcional RBPEO2.

Asimismo, el contenido de etanol y grado alcohdlico en el mosto
fermentado proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO2 con respecto a sus valores
correspondientes a partir del pretratamiento quimico referencial
RBPEO1 es 1,5 y 1,4 veces mayor, respectivamente, lo cual se
verifica también por el mayor rendimiento de fermentacién en el

mosto fermentado alcanzado por dicho pretratamiento opcional.

El contenido de etanol experimental en el mosto fermentado
proveniente del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEOQO3 representa el 20 % de su valor tedrico, a
comparacion de los valores respectivos alcanzados a partir del
pretratamiento quimico referencial RBPEO1 (22 %) y el pretratamiento

mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPEO2 (30,4 %).

Finalmente, cabe senalar que el grado alcohdlico experimental en el
mosto fermentado proveniente del pretratamiento mecanico-

fisicoquimico no catalizado propuesto RBPEOQ3 representa el 34,7 %
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de su valor tedrico, a comparacion de los valores respectivos
alcanzados a partir del pretratamiento quimico referencial RBPEO1
(33 %) y el pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional
RBPEO2 (45,9 %).
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CONCLUSIONES

El pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEO3 resultd ser una excelente alternativa para reducir los valores
de la DQO vy concentracion de fenoles en el hidrolizado
hemicelulésico en un 85 y 56 %, respectivamente, respecto al
pretratamiento quimico referencial RBPEO1, resultando un
rendimiento de sacarificacion (porcentaje de obtencion de azlcares)
6,6 veces menor y un consecuente rendimiento de fermentacién
(porcentaje de transformacion de azucares) tan sélo 1,5 veces menor
debido a la disminucién de los contaminantes que inhiben el

crecimiento y la accion fermentativa de las levaduras.

El pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEO3 logro también reducir los valores de la DQO y concentracion
de fenoles en el hidrolizado hemicelulésico en un 90 y 72 %,
respectivamente, respecto al pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEO02, resultando un rendimiento de
sacarificacion (porcentaje de obtencion de azucares) 6,8 veces menor
y un consecuente rendimiento de fermentacion (porcentaje de
transformacion de azucares) 3,4 veces menor, lo cual significa una
mayor diferencia de rendimiento de fermentacién en el mosto
fermentado que la calculada para el caso del pretratamiento quimico
referencial RBPEO1, incremento resultante debido a la aplicacion
mecanica de la molienda de bolas en el pretratamiento opcional
(mejora de la solubilidad y eficiencia fermentativa) a pesar de la
presencia de subproductos no deseados en su hidrolizado

hemicelulésico correspondiente.

Si bien es cierto que el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado propuesto RBPEOQ3 del aserrin de capirona acondicionado
redujo los valores de la DQO y concentracion de fenoles en el
hidrolizado hemicelulésico mas que las técnicas de pretratamiento

convencional aplicadas RBPEO1 y RBPEO2 (caracterizadas por la
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utilizacion de quimicos), estos parametros ambientales no lograron
ser inferiores a los estandares nacionales de calidad ambiental para
agua respectivos, segun el Decreto Supremo (D. S.) N° 002-2008-
MINAM que sefiala un valor de 10 mg O, L™ para el caso de la DQO
correspondiente a la categoria 1, subcategoria A1, y un valor de
0,001 mg L' para el caso de la concentracion de fenoles

correspondiente a la categoria 3.

La operacion de pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEO3 consistio en el empleo de un molino de bolas
seguido de una explosion en vapor, lograndose de esta manera la
degradaciéon de la hemicelulosa y transformacién de la lignina
(contenidas en la biomasa) por las altas temperaturas, asi como la
accesibilidad de la celulosa a la hidrdlisis enzimatica.
Especificamente, el lote de aserrin de capirona acondicionado fue
pulverizado a temperatura ambiente por 5 minutos en el molino de
bolas, para luego ser descompuesto con vapor saturado a 152 °C

(5 bar) por 2 minutos en el equipo de explosién en vapor.

El acondicionamiento de los hidrolizados hemiceluldsicos por medio
de una decantacion simple del liquido concentrado y un lavado con
agua osmotizada y posterior filtracion (a través de una malla de
53 uym de abertura) del solido pretratado para todos los casos de
pretratamiento aplicados (RBPEO1, RBPEO2 y RBPEOQ3), resultd ser
una etapa crucial del proceso al lograrse la reduccion promedio del
94 % de la DQO y del 92 % de la concentracion de fenoles de los
hidrolizados hemiceluldsicos, garantizando asi una disminucion de los
contaminantes que interfieren o se mezclan con el complejo
enzimatico celulasa y, en lineas generales, un relativamente buen

rendimiento de sacarificacion durante la hidroélisis enzimatica.

Para todos los casos de pretratamiento aplicados (RBPEO1, RBPEO2
y RBPEOQ3), al finalizar la hidrdlisis enzimatica y la fermentacion

alcohdlica se observa una tendencia promedio de aumento en la
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DQO y concentracién de fenoles, todo lo cual pone de manifiesto la
existencia y permanencia mayoritaria aun de dichos contaminantes
que afectan directamente el desempefo de la levadura alcoholera
(Saccharomyces cerevisiae) durante la fermentacién alcohdlica
(inhibicién del crecimiento y la accion fermentativa de la levadura
alcoholera), no llegandose a superar, en el mejor de los casos, el
25 % del rendimiento de fermentacion ni el 1,5 % del grado alcohdlico
en el mosto fermentado (46,4 % de su valor tedrico),
consecuentemente. Sin embargo, se resalta el efecto positivo de la
aplicacion de la molienda de bolas (pretratamiento mecanico) y de la
disminucion de los subproductos no deseados en el hidrolizado
hemicelulésico por la utilizacion de la explosion en vapor
(pretratamiento fisicoquimico no catalizado) como técnicas de
pretratamiento claves para mejorar dichos indicadores productivos y
el desempefio ambiental favorable de todo el proceso. En ese
contexto, el grado alcohdlico en el mosto fermentado obtenido como
consecuencia de la aplicacion del pretratamiento mecanico-
fisicoquimico no catalizado propuesto RBPEO3 resulté ser
unicamente 1,1 veces menor al valor correspondiente resultante del
pretratamiento quimico referencial RBPEO1 y 1,6 veces menor al del

pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPEQ2.

El analisis y evaluacion de los dos parametros ambientales elegidos,
mencionese tanto la DQO como la concentraciéon de fenoles, fueron
indicadores ambientales apropiados para la comparacion de los
subproductos no deseados generados en los hidrolizados
hemicelulésicos (derivados de furanos, acidos débiles y compuestos
fendlicos) a partir de la aplicacion de los diferentes pretratamientos en
estudio (RBPEO1, RBPE0O2 y RBPEO3).

El pretratamiento quimico referencial RBPEQ1 del aserrin de capirona
acondicionado permitié contar con una linea base de los valores de la
DQO (mg O, L") y concentracion de fenoles (mg L") en los

hidrolizados hemicelulésicos, con la finalidad de poder comparar y
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establecer el porcentaje de reduccion de la contaminacién lograda por
medio de la aplicacion del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado propuesto RBPEO03, teniendo en cuenta que dichos
parametros ambientales no se reportan cuantitativamente en la

literatura revisada.

Se logré definir y estandarizar un proceso general para la obtencién
de bioetanol hidratado a partir del aserrin de capirona, implicando una
vision global de las operaciones de pretratamiento, hidrolisis
enzimatica, fermentacién alcohdlica y destilacion, basadas en el
estado del arte existente a nivel mundial y con tecnologia nacional

adecuada, acorde a la realidad peruana actual.

Un analisis econdmico y financiero preliminar que considera una
produccién de bioetanol hidratado (asumiendo un 90 % de
rendimiento de sacarificacion y fermentacién) de 206 mil barriles por
ano y cogeneracion de energia eléctrica con el aserrin remanente,
aplicando el pretratamiento quimico referencial RBPEO1 o el
pretratamiento mecanico-fisicoquimico catalizado opcional RBPEOQ2,
refleja que, a pesar de ser el hipoclorito de sodio industrial un reactivo
quimico de muy buena efectividad oxidativa y bajo costo
(56,8 US$ bbl" NaOCI), no llegaria a ser un proyecto rentable
econdémica ni financieramente en 10 afos de vida util por las grandes
cantidades industriales que se requeririan (5,4 millones de barriles de
NaOCI por afio, en promedio) bajo las mismas condiciones de estudio
en las cuales el ataque quimico resultante promedio al aserrin de
capirona acondicionado (pulverizado o no) es del 3,8 % (Crp). Para
que el proyecto pueda ser rentable econdmica y financieramente, se
deberian llegar a demostrar rendimientos de sacarificacion /
fermentacion y grados alcohdlicos experimentales mayores a los
obtenidos en este trabajo pero, esta vez, mediante la aplicacién de un
ataque quimico resultante promedio a la materia prima del 0,2 % (19
veces menor) y de un ataque enzimatico del solido pretratado

caracterizado por un aumento en la concentracién del complejo
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enzimatico celulasa hasta de 3 6 4 veces respecto al valor usado en
esta tesis. En el mayor escenario, el costo unitario de produccion de
bioetanol hidratado considerando el pretratamiento quimico
referencial RBPEO1 (contempla un aumento de 4 veces en la
concentracién del complejo enzimatico celulasa) seria de
69,5 US$ bbl™" Bioetanol con una inversion total de 18,4 millones de
dolares; asimismo, el costo unitario de produccion de bioetanol
hidratado considerando el pretratamiento mecanico-fisicoquimico
catalizado opcional RBPEOQ2 (contempla un aumento de 3 veces en la
concentracién del complejo enzimatico celulasa) seria de
67,3 US$ bbl" Bioetanol con una inversion total de 20,2 millones de

dolares.

Contrariamente, un analisis econémico y financiero preliminar que
considera una produccion de bioetanol hidratado (asumiendo un 90 %
de rendimiento de sacarificacion y fermentacion) de 206 mil barriles
por ano y cogeneracion de energia eléctrica con el aserrin
remanente, aplicando el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado propuesto RBPEQ3, refleja que si llegaria a ser un
proyecto rentable econémica y financieramente en 10 afios de vida
util pero bajo condiciones principales mejoradas en las cuales el
ataque fisicoquimico no catalizado al aserrin de capirona
acondicionado pulverizado se lleve a cabo usando vapor saturado a
195 °C (14 bar) por 2 minutos en un equipo de explosién en vapor
apropiado y el ataque enzimatico del sdlido pretratado se caracterice
por un aumento en la concentracion del complejo enzimatico celulasa
hasta de 3 veces respecto al valor usado en esta tesis. En el mayor
escenario, el costo unitario de produccion de bioetanol hidratado seria
de 83,1 US$ bbl™" Bioetanol con una inversion total de 23,8 millones

de ddlares.
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RECOMENDACIONES

Las vinazas obtenidas en todos los casos de pretratamiento aplicados
(RBPEO1, RBPEO2 y RBPEO3) reportan valores de DQO que oscilan
entre 22 000 y 75 000 mg O, L™ y valores de concentracién de
fenoles que fluctian entre 1,1 y 2,1 mg L™, corrientes finales que
deberan ser canalizadas en el area de tratamiento de efluentes dentro
de una planta industrial con la finalidad de lograr la disminucion de
estos dos parametros ambientales a valores inferiores a los
estandares nacionales de calidad ambiental para agua respectivos,
segun el Decreto Supremo (D. S.) N° 002-2008-MINAM.

Considerar la fermentacién de la xilosa que se encuentra concentrada
en la parte liquida de los hidrolizados hemicelulésicos (contienen
también algo mas de glucosa) después de cada pretratamiento
aplicado (RBPEO1, RBPEO2 y RBPEOQ3), por medio de la levadura
especifica Pichia stipitis, con la finalidad de aumentar el contenido de

etanol y grado alcohdlico en los mostos fermentados.

Durante el pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado
propuesto RBPEOQ3, el aserrin de capirona acondicionado pulverizado
fue descompuesto con vapor saturado a 152 °C (5 bar) por 2 minutos
en el equipo de explosidbn en vapor, temperatura de operacion
(presion) condicionada por las caracteristicas propias de la caldera
APIN de 80 BHP utilizada. Sin embargo, para lograr un mayor
contenido de etanol y grado alcohdlico en los mostos fermentados
mediante dicha produccion mas limpia, se sugiere y justifica realizar
un estudio posterior detallado con calderas de mayor potencia que
considere no so6lo la optimizacion de los dos factores claves que
gobiernan la explosién en vapor (el tiempo de residencia y la
temperatura), sino también la evaluacién del consecuente aumento
en la DQO vy concentracion de fenoles en los hidrolizados
hemicelulésicos, de tal manera que éstos parametros ambientales no

se acerquen (por mucho) a sus valores respectivos provenientes de
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los pretratamientos aplicados convencionalmente (referencial /
opcional), caracterizados por el empleo de quimicos, garantizandose
asi que no se inhiba altamente el desempeno de las levaduras
durante la fermentacién alcohdlica y se obtenga, por lo tanto, un
mayor rendimiento de fermentacién mediante la aplicacion mejorada
del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no catalizado propuesto
RBPEO3.

Para el analisis del tiempo de residencia (o tiempo de retencién)
durante la operacion de explosion en vapor, se debe considerar su
influencia en el grado de hidrélisis de la hemicelulosa por los acidos
organicos formados durante el “humedecimiento” de la materia prima
y como éste fendbmeno puede ser determinante en la generacion de
subproductos de degradacion, los cuales deben ser reducidos ya que

perjudican el rendimiento de fermentacién aguas abajo del proceso.

Para la evaluacion de la temperatura durante la operacion de
explosion en vapor, se debe tener en cuenta que ésta regula la
presion del vapor dentro del reactor, la cual ademas de poder influir
en el grado de hidrdlisis de la hemicelulosa también es directamente
proporcional a la fuerza de cizallamiento de la humedad (condensada
dentro de la estructura) que se evapora instantaneamente debido a la
disminucién repentina de la presion (diferencial de presion), pudiendo
ser este fendbmeno determinante en un cierto grado de hidrolisis de
las regiones amorfas de la celulosa (condiciones extremas) y en la
promocion de la degradacion de la xilosa a furfural y de la glucosa al
HMF (condiciones excesivas), subproductos que también deben ser
reducidos ya que inhiben el crecimiento microbiano, afectando

proporcionalmente el rendimiento de fermentacion.

Realizar un estudio de pre-factibilidad para instalar una planta
industrial de produccién de bioetanol (hidratado o anhidro) a partir del
aserrin de capirona con pretratamiento mecanico-fisicoquimico no

catalizado (produccién mas limpia), considerando el secado y uso del
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aserrin remanente (aserrin acondicionado pretratado que se pierde
durante el lavado y filtrado del sélido del hidrolizado hemicelulésico, y
aserrin final que no se transforma) en calderas industriales
apropiadas, la instalacion de turbinas para la cogeneracién de
energia eléctrica y el pretratamiento de la vinaza, subproducto de los
procesos de destilacion y rectificacion, con la finalidad de reutilizar el

agua en el proceso o disponerla adecuadamente.

Evaluar la aplicacién del pretratamiento mecanico-fisicoquimico no
catalizado al aserrin proveniente de las otras nuevas especies
maderables (shihuahuaco, pumaquiro, congona (machinga), aguano
masha, andiroba y cachimbo), asi como también a otros materiales
lignoceluldsicos diferentes del aserrin (cascara de uva, cascara de
café, cascara de arroz, bagazo, etc.), con la finalidad de realizar
numerosos estudios de pre-factibilidad para instalar diversas plantas
industriales de produccion de bioetanol (hidratado o anhidro) a partir
de todas estas materias primas considerando dicha produccion mas
limpia, segun la evaluacion de sus disponibilidades en las diferentes

regiones del Peru.
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IX. GLOSARIO DE TERMINOS

1.

Vocabulario técnico

Aserrin: Es el desperdicio del proceso de aserrado de la madera,
como el que se produce en un aserradero. Informalmente, se le

conoce también como "colocho" por la forma ondulada que tiene.

Azeodtropo: Mezcla liquida de dos o0 mas componentes que posee un
unico punto de ebullicién constante y fijo, la cual al pasar a la fase
vapor o gas se comporta como un compuesto puro, adquiriendo

propiedades tal como si fuese un solo componente.

Beta-glucano: Es un polisacarido de mondmeros de D-glucosa,
ligados con enlaces glucosidicos. Debido a que este carbohidrato
(polisacarido) esta formado a partir de monosacaridos, son revertibles

a estos ultimos por hidrdlisis acida o enzimatica.

Beta-glucosidasa (celobiasa): Exocelulasa con especificidad por
distintos sustratos beta-D-glucdsidos. Cataliza la hidrélisis de
residuos terminales no reductores en los beta-D-glucdsidos con

liberacion de glucosa.

Biodegradacién: Degradacion o descomposicion molecular de una
sustancia organica mediante la accion compleja de los organismos

vivos (especificamente por bacterias).

Bioetanol: Es un tipo de biocarburante o biocombustible, el cual se
produce de la fermentacién de cultivos agricolas que contienen
azucares, almidones o celulosa que por sus caracteristicas fisico-
quimicas resulta adecuado para su mezcla con la gasolina en
proporciones variables dentro del marco legal, conocida como

gasohol.


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=gluc%C3%B3sidos&lang=2
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=hidr%C3%B3lisis&lang=2
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Biomasa: Cantidad de materia organica que hay por unidad de

volumen o unidad de superficie en un ecosistema.

Celobiohidrolasa (B-1,4-glucano-celobiohidrolasa): Enzima que

degrada la celulosa a celobiosa.

Celobiosa: Es un azucar doble (disacarido) formado por dos
glucosas unidas por los grupos hidroxilo del carbono 1 en posicion
beta de una glucosa y del carbono 4 de la otra glucosa. Por ello, este
compuesto también se llama B-D-glucopiranosil (1-4) B-D-
glucopiranosa. Al producirse dicha union, se desprende una molécula
de agua y ambas glucosas quedan unidas mediante un oxigeno
monocarbonilico que actia como puente. La celobiosa aparece en la
hidrdlisis de la celulosa. Su férmula es C1,H2,044. Se caracteriza por

ser reductor.

Células: Unidad fundamental (anatémica y fisiologica) en la
organizacién de los seres vivos. Morfologicamente se define como un
volumen de citoplasma rodeado de una membrana citoplasmatica,
que contiene en su interior un nucleo y diversos organulos
estructuralmente definidos. Las células pueden presentarse aisladas

(seres unicelulares) o asociadas a otras (seres pluricelulares).

Celulasa: Es una enzima compleja especializada en descomponer
celulosa, transformandola en multiples monémeros de glucosa. Es
producida con leves diferencias quimicas por los integrantes del reino
de los hongos y el de las bacterias, los cuales son los mayores

descomponedores del planeta.

Celulosa: Es un biopolimero compuesto exclusivamente de
moléculas de B-glucosa (desde cientos hasta varios miles de
unidades), es pues un homopolisacarido. La celulosa es la
biomolécula organica mas abundante, ya que forma la mayor parte de

la biomasa terrestre.


http://es.wikipedia.org/wiki/Posici%C3%B3n_alfa
http://es.wikipedia.org/wiki/Posici%C3%B3n_alfa
http://es.wikipedia.org/wiki/Biopol%C3%ADmero
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
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Cepa: Conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo

patrimonio genético.

Endoglucanasa (endo 1,4-B-glucanasa): Es la enzima mas
abundante en el hongo Trichoderma reesei, comprendido entre el 5 y
10 % de la suma total de las celulasas producidas por este
microorganismo. Rompe los enlaces transversales entre las cadenas

de la celulosa.

Enzimas: Son grandes moléculas proteinicas que catalizan todas las
reacciones interrelacionadas en una célula viva. Para cada reaccion

quimica hay una enzima distinta que cataliza la reaccion en la célula.

Esterilizacion: Destruccion gradual de la vida bacteriana mediante

un incremento en la temperatura por sobre 85 °C.

Etanol: Compuesto quimico conocido como alcohol etilico, es un
alcohol que se presenta como un liquido incoloro, volatil e inflamable
con un punto de ebullicién de 78 °C. Mezclable con agua en cualquier
proporcion; a la concentracion de 96,5 % en volumen se forma una
mezcla azeotropica. El etanol que se produce a partir de la biomasa,

se denomina bioetanol.

Glucosa: Es un monosacarido con férmula empirica CgH1206, la
misma que la fructosa pero con diferente posicion relativa de los
grupos [-OH] y [O=]. Es una hexosa (contiene 6 atomos de carbono) y
es el principal azucar reductor que se considera para los analisis de

hidrolisis enzimatica y fermentacién alcohdlica en la presente tesis.

Hidrélisis: Es una reaccion quimica entre el agua y otra sustancia.

Incubacion: Almacenamiento de cultivos en condiciones adecuadas.
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Inoculacion: Accién o efecto de agregar un indculo en un recipiente

adecuado para llevar a cabo transformaciones biotecnoldgicas.

Inéculo: Suspensién de microorganismos vivos que se han adaptado

para reproducirse en un medio especifico.

Levaduras: Son hongos y se distinguen de los mohos por ser
unicelulares; vistos al microscopio, aparecen como pequeias células
redondeadas u ovoides. La rapidez con que se multiplican se
asemeja a las bacterias, pero en realidad, se trata de hongos
microscopicos de los que hay muchisimos géneros que poseen
muchas de las propiedades de las células de organismos superiores
(eucariontes). La mayoria de las levaduras utilizadas por el hombre
pertenecen al género Saccharomyces, literalmente “hongo del
azucar”. Para los biotecndlogos, las levaduras son seres vivos que
combinan propiedades de las bacterias (velocidad de multiplicacién,
simplificacién de sus exigencias nutritivas) y propiedades de los

organismos superiores.

Vinaza: Subproducto liquido de las columnas de destilacion vy

rectificacion del proceso de bioetanol hidratado.

Locuciones técnicas

Azicares reductores: Son aquellos azicares que poseen su grupo
funcional carbonilo intacto, lo cual les confiere el caracter de agentes
reductores cuando reaccionan con otras moléculas. Todos los
monosacaridos son azucares reductores, ya que al menos tienen un

[-OH] hemiacetalico libre.

Bioetanol anhidro: Es un tipo de biocarburante o biocombustible, el
cual se produce de la fermentacion de cultivos agricolas que
contienen azucares, almidones o celulosa que por sus caracteristicas

fisico-quimicas resulta adecuado para su mezcla con la gasolina en
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proporciones variables dentro del marco legal, conocida como

gasohol.

Bioetanol hidratado: Es un tipo de biocarburante o biocombustible,
adecuado para sustituir a la gasolina de manera total o utilizarlo como
insumo en la produccion de biodiésel, ETBE (etil ter-butil éter),

alcohol antiséptico y bioetanol anhidro.

Fermentacion alcohdlica: Proceso a través del cual se produce la
conversion de los azucares reductores en etanol por medio de la
inoculacion controlada de levaduras (hongos unicelulares de la

especie Saccharomyces cerevisiae).

Hidrélisis enzimatica: Proceso a través del cual se produce la
conversion de la celulosa en azucares reductores por medio de la
inoculacion controlada de enzimas especificas (hongos producidos,
mayormente, a partir de la especie Trichoderma reesei, de los cuales
se obtiene basicamente una mezcla de celobiohidrolasas y

endoglucanasas).

Hidrolizado hemicelulésico: Es la corriente o flujo que se obtiene
después del pretratamiento del material lignoceluldsico

acondicionado.

Hidrolizado enzimatico: Es la corriente o flujo que se obtiene

después de la hidrdlisis enzimatica del hidrolizado hemicelulésico.

Material lignocelulésico: Cualquier tipo de material resultante de los
procesos econdmicos de extraccion, beneficio, transformacion,
produccion, consumo, utilizacién, control o tratamiento, cuya calidad
sea de tal naturaleza que no permita usarlo nuevamente en el

proceso que lo generd.



-114 -

Material lignocelulésico acondicionado: Material lignocelulésico
preparado para el pretratamiento posterior, a través de la

estandarizacién (homogenizacion) de su granulometria.

Mosto fermentado: Es la corriente o flujo que se obtiene después de

la fermentacion alcohodlica del hidrolizado enzimatico.

Pruebas experimentales: Ensayos de investigacion realizados en el

laboratorio.

Rendimiento de fermentaciéon: Porcentaje de transformacion
(conversion) de azucares reductores en etanol (entendido también
como el porcentaje de obtencion de etanol) durante la fermentacion

alcohdlica.

Rendimiento de sacarificacion: Porcentaje de obtencion de
azucares reductores (entendido también como el porcentaje de
transformacion (conversion) de celulosa en azucares reductores)

durante la hidrélisis enzimatica.
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APENDICE 1: ESQUEMA DEL REACTOR MULTIPROPOSITO A NIVEL
BANCO
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L | @ 3T 0cm 67,0 crm

16,0 cm

Leyenda

1. Motor del agitador con velocidad variable

2. Agitador con impulsor
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5. Sensor de pH

B. Sensor de termperatura




-128 -

APENDICE 2: PROTOCOLO DE PRODUCCION DE INOCULO DE
LEVADURA PRODUCTO DEL CRECIMIENTO DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE_EN _CULTIVO POR LOTES Y CON GLUCOSA COMO
FUENTE DE CARBONO

Preparacion del in6culo

De un tubo con medio inclinado conteniendo un cultivo de 48 horas de
incubaciéon a 28 °C (cepa de Saccharomyces cerevisae), hacer una
suspension de células con 10 mL de agua destilada estéril y agregar a un

matraz con 100 mL de caldo YEPG. Incubar a 28 °C por 12 horas.

A dos matraces erlenmeyer de 1 000 mL de capacidad, adicionar 500 mL
de caldo YEPG a cada uno, esterilizar a 121 °C por 15 minutos y, una vez
frios, agregar 50 mL del primer matraz con la cepa de levadura a cada uno.

Incubar los matraces en agitacion a temperatura de 28 °C por 12 horas.

Preparaciéon del fermentador

Agregar 1 000 mL de caldo YEPG al fermentador y esterilizar o, si fuese el
caso, esterilizar primero el caldo y agregar en condiciones estériles. A esta
cantidad de caldo agregar los 1 000 mL totales de indculo. Asegurarse de
una buena aireaciéon y una correcta forma de homogenizado. Incubar a

28 °C, con aireacion inyectada, durante 2 dias.
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APENDICE 3: PROTOCOLO DE ANALISIS PROXIMAL PARA EL
ASERRIN DE CAPIRONA ACONDICIONADO

Determinacién de humedad

Pesar de 2 a 3 g de muestra (m;) en un pesafiltro con tapa limpio y seco
(previamente pesado, después de tenerlo a peso constante durante 3
horas a 130 °C, aproximadamente). Secar la muestra en la estufa durante 2
horas a 100 - 110 °C. Retirar la muestra de la estufa, tapar, dejar enfriar en
el desecador y pesar tan pronto como se equilibre con la temperatura

ambiente (my). Repetir el procedimiento hasta peso constante.

Calcular el porcentaje de humedad, reportandolo como pérdida por secado
a 100 - 110 °C, segun:

- mf
m.

% Humedad = [mi j x 100 %

Determinacion de cenizas totales (calcinacion)

Colocar a peso constante un crisol durante 2 horas, aproximadamente, en
la mufla a 600 °C (no colocar el crisol caliente en la mesa de la mufla).
Pesar de 3 a 5 g de muestra (m;) en el crisol (la muestra no debe
sobrepasar la mitad del crisol), previamente pesado. Calcinar la muestra,
en primer lugar, con un mechero en la campana hasta que no se
desprendan humos y, posteriormente, meterla a la mufla durante 2 horas,
cuidando que la temperatura no pase de 550 °C. Repetir la operacion
anterior, si es necesario, hasta conseguir unas cenizas blancas o

ligeramente grises, homogéneas. Enfriar en desecador y pesar (my).

Calcular el porcentaje de cenizas, segun:

m.

% Cenizas = (EJ x 100 %
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Determinacidn de aceites y grasas (método de soxhlet)

Colocar a peso constante un matraz de bola de fondo plano con perlas o
piedras de ebulliciéon en la estufa a 100 °C, aproximadamente, durante 2
horas. Pesar de 4 a 5 g de muestra (m;) sobre un papel, enrollarlo y
colocarlo en un cartucho de celulosa, tapar con un algodén (no apretar el
algodén contra la muestra) y colocar el cartucho en el extractor. Conectar
el matraz al extractor, en el cual se debe encontrar el cartucho con la
muestra, y, posteriormente, conectar éste al refrigerante. (no poner grasa
en las juntas). Agregar 2 cargas del disolvente (generalmente, éter etilico)
por el refrigerante y calentar el matraz con parrilla a ebulliciéon suave. Para
verificar que se ha extraido toda la grasa, dejar caer una gota de la
descarga sobre papel de filtro, notando que al evaporarse el disolvente no
debe dejar residuo de grasa. Una vez extraida toda la grasa, quitar el
cartucho con la muestra desengrasada, seguir calentando hasta la casi
total eliminacion del disolvente, recuperandolo antes de que se descargue.
Quitar el matraz y secar el extracto en la estufa a 100 °C por 30 minutos,

enfriar y pesar (mg).

Calcular el porcentaje de aceites y grasas, segun:

% Aceites y Grasas = [Mj x 100 %
m;

Determinacién de proteinas (método de Kjeldahl)

Se utiliza el método de digestion con cobre como catalizador y usando

balones de destilacién simple Kjeldahl.

Digestiéon: Pesar de 0,1 a 0,2 g de muestra (m;) e introducir en un tubo de
Kjeldahl, luego agregar 0,15 g de sulfato de cobre pentahidratado, 10 g de
sulfato de potasio o sulfato de sodio y 15 mL de &cido sulfurico
concentrado. Digestar hasta obtener un liquido azul - verdoso transparente,

enfriar. Destilacién simple: La muestra tratada se disuelve con 100 mL de
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agua desionizada y, para destilar, se le agrega 130 mL de hidroxido de
sodio (NaOH) al 50 %. El destilado se recibe en 100 mL de acido sulfurico
(H2S04) 0,1 N, para luego titular con NaOH 0,1 N, utilizando rojo de metilo
(rojo - amarillo) como indicador. Anotar el volumen gastado de soda (Vgn).
Proceder de igual forma con ausencia de la muestra, esto se considera el

blanco correspondiente. Anotar el volumen gastado de soda (Vgy).

Calcular el porcentaje de proteinas (nitrégeno organico), segun:

(ng B ng) X 1,4 X Ny.on
m.

% Proteinas = ( ] x 100 %

Determinacién de fibras

Pesar 1,5 g de muestra (m;) luego de habérsele extraido las grasas y
aceites, y colocarla en un vaso de 500 mL, luego agregar 200 mL de H,SO,
0,2 N y calentar la mezcla por 30 minutos. Filtrar al vacio, luego se limpia el
residuo con NaOH 0,2 N hasta que todo se deposite en un vaso limpio y
seco, posteriormente, afiadir 200 mL de NaOH 0,2 N, hervir por 50 minutos
y filtrar en un embudo de Gooch. El filtrado se seca en la estufa a 100 °C
por 3 horas y se pesa (m4), después calcinar a 500 °C por 30 minutos y

pesar (my).

Calcular el porcentaje de fibras, segun:

m, -m,
m.

% Fibras = [ j x 100 %

Determinacién de carbohidratos

Calcular el porcentaje de carbohidratos por diferencia del valor porcentual
100, segun:
% Carbohidratos = 100 % - % (

Humedad + Cenizas + Proteinas +
Aceites y Grasas + Fibras
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APENDICE 5: PANTALLA DE MONITOREO DE TEMPERATURA Y PH DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIDROLISIS
ENZIMATICA
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APENDICE 6: PANTALLA DE MONITOREO DE TEMPERATURA Y PH DURANTE EL DESARROLLO DE LA
FERMENTACION ALCOHOLICA
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APENDICE 7: PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LA DEMANDA
QUIMICA DE OXIGENO

Preparacion de la solucién de biftalato de potasio patrén

Secar el patrén primario de biftalato de potasio (CgHsKO,4) en la estufa a
110 °C hasta peso constante. Pesar 425 mg de dicho patrén primario seco

y luego diluir a 1 L con agua destilada.

Calcular la demanda quimica de oxigeno (ug O, mL™") de la solucién de

biftalato de potasio patrén, cuyo valor tedrico es de 500 pg O, mL™.

Determinacién de la demanda quimica de oxigeno en cada muestra

tomada por el método del reflujo cerrado

El método consiste en que la cantidad de un oxidante especifico reacciona
con la muestra bajo condiciones controladas. Al digestar una muestra, el
ion dicromato oxida el material DQO en la muestra, dando como resultado
el cambio del cromo hexavalente (Cr®*) al estado trivalente (Cr**). Ambas
especies de cromo son coloreadas y absorben la regién visible del
espectro. El ién dicromato (Cr,0,%) absorbe al maximo en la region de
420 nm, donde la absorcién de i6n crémico (Cr’*) es mucho menor. El i6n
cromico absorbe al maximo en la region de 600 nm, donde el dicromato

tiene una absorcion cercana al cero.

Observar las condiciones de la muestra (hidrolizado hemicelulésico,
hidrolizado enzimatico, mosto fermentado o vinaza) -preservada con acido
sulfurico a un pH menor a 2 inmediatamente después de su muestreo- y
seleccionar el tipo de prueba para ésta (rango bajo o alto). Para cualquier
tipo de prueba (rango bajo o alto), tomar 2,5 mL de muestra en un tubo de
ensayo y anadir 1,5 mL de reactivo dicromato de potasio (rango bajo o alto
sélo se diferencian en el pesado del dicromato de potasio). Luego, agregar
3,5 mL de &cido sulfurico y colocar el tubo de ensayo en el digestor por 2

horas a una temperatura entre 148 y 152 °C. Una vez culminada la
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digestion, dejar enfriar, lentamente, la muestra digestada en el tubo de
ensayo (no forzar el enfriamiento para evitar precipitacion). Finalmente,
realizar la lectura de su absorbancia en el espectrofotémetro (para las
muestras de rango bajo, la longitud de onda es de 420 nm vy, para las
muestras de rango alto, la longitud de onda es de 600 nm). Asi, se tienen
diferentes valores de absorbancia para cada muestra tomada durante el

proceso, los cuales seran usados, posteriormente.

Calcular la demanda quimica de oxigeno (mg O, L") en cada muestra
tomada durante el proceso (hidrolizados hemiceluldsicos, hidrolizados
enzimaticos, mostos fermentados y vinazas), utilizando la curva de

calibracion patron de DQO.

Preparacion de la curva de calibracion patron de DQO

Preparar, previamente, una curva de calibracion patron tomando por lo
menos 5 muestras estandares de la solucion de biftalato de potasio patrén
con equivalentes de la DQO (ug O, mL") que cubran cada rango de
concentracion (rango bajo o alto) en 5 tubos de ensayo, para las cuales se
procede de igual forma que las muestras tomadas durante el proceso. De
esta manera, se tienen datos de absorbancia y DQO conocida
(ug O, mL™"). Realizar la grafica de estos 2 parametros (absorbancia versus
demanda quimica de oxigeno conocida) para hallar la curva de calibraciéon
patron de DQO.
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APENDICE 8: PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE FENOLES

Preparacion de la solucidon de biyodato de potasio patréon

Secar el patrén primario de biyodato de potasio (KH(1O3),) certificado en la
estufa a 105 °C hasta peso constante. Pesar 812,4 mg de dicho patrén

primario seco y luego diluir a 1 L con agua destilada.

Calcular la concentracién molar (M) de la solucion de biyodato de potasio

patron.

Estandarizacion de la solucién de tiosulfato de sodio

Tomar una alicuota de 20 mL de la solucion de biyodato de potasio patron
(concentracién conocida) y agregar unas gotas de soluciéon de almidon.
Luego, titular con solucién de tiosulfato de sodio (Na,S,03) en bureta clase

A de 50 mL, registrando el volumen gastado (Vg).

Calcular la concentracion normal (N) de la solucion de tiosulfato de sodio.

Preparacion de la solucidon de fenol patrén

Pesar 100 mg de fenol y diluir a 100 mL con agua destilada en fiola clase

A. Luego, valorar con solucion de tiosulfato de sodio (Na,S,03).

Estandarizacion de la solucion de fenol patrén

En un matraz erlenmeyer de 500 mL, agregar 50 mL de solucién stock de
fenol y diluir a 100 mL con agua destilada. Verter 10 mL de solucién de
bromato - bromuro y 5 mL de acido clorhidrico (HCI) concentrado. Luego,
pesar 1 g de yoduro de potasio (KI) y adicionar al matraz erlenmeyer.

Titular la mezcla resultante con solucidon estandar de tiosulfato de sodio
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0,025 N en bureta de 50 mL. Agregar unas gotas de solucién de yodo y

continuar valoracién hasta que el color azul de la soluciéon desaparezca.

Calcular la concentracion de la solucién de fenol patrén (ug mL™), la cual

debe estar alrededor de 1 000 pg mL™.

Determinacién de la concentracion de fenoles en cada muestra

tomada por el método de extraccion con cloroformo

En una muestra acondicionada, se determina la cantidad de fenoles
(mg L") mediante la lectura de su absorbancia en radiacién ultravioleta
extrema (EUV) a 460 nm. El acondicionamiento de la muestra consiste en
tratarla con hidréxido de amonio (NH,OH) 0,5 N, ajustando el pH entre 7,8
y 8,0 con solucion buffer fosfato y utilizando soluciéon 4-aminoantipirina en
presencia de ferrocianuro de potasio (Ks;Fe(CN)s) para el desarrollo del
color. Posteriormente, se realiza la extraccion con cloroformo (CHCI3) y

filtrado con sulfato de sodio (Na,SQ,) anhidro.

Tomar 500 mL de muestra (hidrolizado hemiceluldsico, hidrolizado
enzimatico, mosto fermentado o vinaza) -preservada con acido sulfurico a
un pH menor a 2 inmediatamente después de su muestreo- utilizando una
probeta graduada. Verter la muestra en el balon de destilado y ajustar el
pH a 4, aproximadamente, utilizando solucion de acido fosforico (H;PO,) y
NaOH 2,5 N. Destilar 450 mL y detener la destilacion. Luego, agregar
50 mL de agua caliente y continuar con la destilacion hasta colectar
500 mL de muestra destilada. Ajustar el pH de la muestra destilada entre
7,8 y 7,9 utilizando solucion buffer fosfato y, luego, agregar NH,OH 0,5 N.
Transferir la muestra destilada a una pera de separaciéon de 1 L. Adicionar
3 mL de la solucién 4-aminoantipirina y mezclar. Después, adicionar 3 mL
de la solucion de Ki;Fe(CN)s y mezclar. Esperar 15 minutos para la
generacion del color (amarillo claro). Realizar inmediatamente la extraccion
utilizando CHCI; (usar 25 mL de CHCI; para lectura en celda de 1 cm a
5 cm 6 50 mL de CHCI; para lectura en celda de 10 cm), efectuando

agitaciones constantes por unas 10 veces como minimo, dejar reposar,
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volver a realizar las agitaciones por unas 10 veces mas y dejar reposar
nuevamente. Recolectar el extracto filtrando, previamente, con 5 g de
Na,SO, anhidro. Finalmente, realizar la lectura de su absorbancia en el
espectrofotdmetro a 460 nm. Asi, se tienen diferentes valores de
absorbancia para cada muestra tomada durante el proceso, los cuales

seran usados, posteriormente.

Calcular la concentracién de fenoles (mg L") en cada muestra tomada
durante el proceso (hidrolizados hemiceluldsicos, hidrolizados enzimaticos,
mostos fermentados y vinazas), utilizando la curva de calibracién patrén de

fenol.

Preparacion de la curva de calibracion patron de fenol

Preparar, previamente, una curva de calibracion patrén de fenol tomando
una serie de 500 mL de la solucién de fenol patrén (ug mL™) conteniendo 5,
10, 20, 30, 40 y 50 ug de fenol en 6 probetas graduadas, para las cuales se
procede de igual forma que las muestras tomadas durante el proceso. De
esta manera, se tienen datos de absorbancia y concentracion de fenol
conocida (ug). Realizar la grafica de estos 2 parametros (absorbancia
versus concentracion de fenol conocida) para hallar la curva de calibracion

patrén de fenol.



- 140 -

APENDICE 9: PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES (GLUCOSA)

Determinacién de azucares reductores (glucosa)

Se basa en el procedimiento de Miller con el uso del reactivo del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) con glucosa como estandar. Centrifugar la
muestra del reactor a 4 000 rpm por 15 minutos. Agregar 1 mL de la
muestra (fase liquida) preparada en un matraz volumétrico de 10 mL vy
completar con agua destilada. Colocar 0,5 mL de dilucién en un tubo
conico de 15 mL con tapa rosca y agregar 0,5 mL del reactivo. Agitar
vigorosamente por 30 segundos. Calentar la mezcla a 90 °C por 5 minutos.
Enfriar en bafio con hielo y adicionar 5 mL de agua destilada. Agitar la
dilucion y dejar en reposo por 15 minutos protegiendo el tubo conico de la
luz. Finalmente, realizar la lectura de su absorbancia en el
espectrofotometro a 540 nm usando una celda de lectura de 1 cm. Asi, se
tienen diferentes valores de absorbancia para cada muestra tomada

durante el proceso, los cuales seran usados, posteriormente.

Calcular la concentracion de azlcares reductores (glucosa, g L™") en cada
muestra tomada durante el proceso (hidrolizados enzimaticos y mostos

fermentados), utilizando la curva de calibracion patrén de glucosa.

Preparacion de la curva de calibracién patrén de glucosa

Preparar, previamente, una curva de calibracion patron tomando como
muestras concentraciones de glucosa conocidas (g L") en 5 tubos de
ensayo, para las cuales se procede de igual forma que las muestras
tomadas durante el proceso, exceptuando los dos primeros pasos. De esta
manera, se tienen datos de absorbancia y concentracion de glucosa
conocida (g L"). Realizar la grafica de estos 2 parametros (absorbancia
versus concentraciéon de glucosa conocida) para hallar la curva de

calibracion patron de glucosa.



