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Resumen

Debido al agotamiento de las reservas de combustibles fosiles y la creciente demanda de consumo,
al cambio climético producido por los gases de efecto invernadero y al cada vez mayor interés de los
paises de independizarse energéticamente, es que surge la motivacion para el estudio de nuevas fuentes de
energias no convencionales, como los biocombustibles. Por su parte, el bioetanol de segunda generacién
proviene de biomasa lignoceluldsica, donde las fibras de celulosa estdn contenidas en una matriz de
lignina y de hemicelulosa, lo que requiere de un pretratamiento que permita el acceso de las enzimas al
material. Este trabajo se baso en el pretratamiento con Liquidos ionicos (LI), que son sales que se
encuentran en estado liquido a temperatura ambiente y que estan compuestos Unicamente por iones. Los
PILs (liquidos iénicos préticos) se diferencian de los AlLs (liquidos idnicos apréticos) en que los primeros
presentan un proton disponible para realizar el mecanismo de accion y disolver la celulosa.

El objetivo general de este trabajo es evaluar el proceso de produccion de bioetanol de segunda
generacion pretratada con Liquidos ionicos préticos (PILs). Como objetivos especificos, se evaluo el
efecto del tiempo de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) que permita mejorar el proceso de
produccién de bioetanol. Ademas, se evalué rendimiento del pre tratamiento con PIL en distintas
condicionesy se hizo una comparacion entre rendimiento del pretratamiento con PILs respecto al
pretratamiento con AlLs. EIl trabajo pretende establecer pardmetros de operacion en el proceso de
produccién de bioetanol que puedan ser una guia para la produccion industrial.

Para esto, se evaluaron diferentes tiempos (1, 3 y 5h), temperaturas (70 y 110°C) y razén
biomasa/L 1 (1/3, 1/6, 1/10) en el pretratamiento, ademas del tiempo de SSF (24, 48 y 72 h). Se utilizo el
PIL 2 - HEAA, como control positivo el AIL [EMIM] [Ac] y se utilizd como control negativo material sin
pretratamiento.

Al evaluar el pretratamiento con 2 — HEAA, se determind que las condiciones que logran la mayor
produccién de etanol tanto en el pretratamiento como en SSF, son: 1 hora de pretratamiento, 110 °C de
temperatura, razon biomasa/Ll de 1/3 y luego de 24 horas de SSF. Para la determinacién de estas
condiciones se establecio la productividad de etanol por hora de pretratamiento (g EtOH/hpetratamiento) Y POr
hora de SSF (g EtOH/hss), v a la cantidad de LI utilizado (g EtOH/g LI). En las condiciones antes
mencionadas, las productividades més altas fueron: 0,0012 g EtOH/hsse, 0,015 g EtOH/hyretratamiento Y
0,0043 g EtOH/g L.

Ademas, se pudo demostrar que comparativamente, el pretratamiento con liquido iénico aprotico
[EMIM] [Ac] es muy superior al liquido ionico protico 2-HEAA, produciendo hasta un 382% maés etanol
que lo generado pretratando con PIL. Este altimo producel10% de rendimiento porcentual en la SSF, en el
mejor de los casos, en comparacion al 50% obtenido por el pretratamiento con [EMIM] [Ac].

Se puede concluir que el comportamiento del 2 — HEAA aun dista mucho de lo obtenido por el
[EMIM] [Ac] y es insuficiente para ser aplicado en el proceso productivo de bioetanol. Sin embargo,
puede ser Gtil hacer un estudio similar con otro PIL o realizar un estudio de factibilidad econémica con los
datos entregados en este trabajo, de modo de determinar si pueden disminuirlos costos de produccion al
ser este PIL mas econémico.
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Nomenclatura y abreviaciones

IEA: Agencia Internacional de Energia (Internacional Energy Agency).

ASPO: Asociacién para el Estudio del Pico del Petréleo y del Gas (Asociation for the Study of Peak QOil
and Gas).

PIB: Producto Interno Bruto.
USD: Dolar de Estados Unidos (United Stated Dolar).
LI: Liquido l6nico.

AlL: Liquido Ionico Aproético (Aprotic lonic Liquid).

PIL: Liquido I6nico Proético (Protic lonic Liquid).
[EMIM] [Ac]: Acetato de 1 — etil — 3 — metilimidazol.
2 — HDEAA: Acetato de 2 — hidroxidietilamonio.

2 — HEAA: Acetato de 2 — hidroxietilamonio.

2 — HEAF: Formato de 2 — hidroxietilamonio.

MO: Microorganismo.

SHEF: Hidrdlisis y Fermentacion por Separado.

SSF: Sacarificacion y Fermentacion Simultanea.
UTESM: Universidad Técnica Federico Santa Maria.
2 — HEAL: Lactato de 2 — hidroxietilamonio.

2 — HDEAox: Oxalato de 2 — hidroxidietilamonio.
FPU: Unidades de papel filtro.

RPM: Revoluciones por minuto.

CBU: Unidades de celobiosa.

DNS: Acido Dinitrosalicilico.

GC: Cromatografo de gases.



l. Introduccion

1.1. Motivacion

I.1.i.  Agotamiento del petroleo y crisis energética

En la actualidad, el petroleo y sus derivados son la principal fuente de recursos energéticos a nivel
mundial. Este combustible fésil se formé hace millones de afios a partir de residuos organicos que se
convierten en petréleo por diversas reacciones quimicas. A mediados del siglo XIX se desarrollé su mayor
potencial energético, al inventarse el motor de combustion interna que funciona con un destilado de
petréleo crudo, la gasolina. Esta fuente barata y abundante de energia, ayudo en una rapida expansion de
la industria, el transporte, el comercio y la agricultura ™.

Sus aplicaciones son maultiples, como la generacion eléctrica y usos industriales, siendo
principalmente utilizado como combustible para transporte 2. Esta versatilidad genera que la demanda por
combustibles fosiles sea cada vez mayor, ademas de verse incrementada con el crecimiento de la
poblacién mundial, y se proyecta que siga creciendo alrededor de un 50% més al afio 2050, Esta
tendencia se ve en la figura | — 1.
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Figura I-1: Demanda mundial de petréleo en miles de barriles por dia (Fuente: Adaptacion Agencia
Internacional de Energia, IEA™).

Debido a su origen y al tiempo necesario para formarlo, el petréleo es un recurso natural finito. Es
por esto que existe una fuerte preocupacion por el abastecimiento de petréleo, dado que desde la mitad del
siglo XX comenzé a abrirse una brecha entre la produccion de petréleo y su demanda. Este fenémeno es
conocido como “pico del petrdleo” anunciado en 1956 por el geofisico estadounidense Marion King
Hubbert. Esta teoria indicaba que la produccion de petréleo EE.UU. alcanzaria su maximo en la década de
19708,



Algunos paises ya han alcanzado el maximo de su generacién de petréleo, lo que sugiere que el
méaximo de produccién a nivel mundial es inminente !, como se ve reflejado en la figura 1 - 2.
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Figura 1-2: Produccién mundial de petréleo en gigabarriles por afio (Fuente: Adaptacion ASPO M)?.

Es por esto que surge la necesidad de encontrar nuevas fuentes de energia, de modo de suplir la
demanda que la produccién de petréleo no puede abastecer.

1.1.ii. Problema medioambiental

El clima de la tierra tiende a cambiar debido a alteraciones en la composicién quimica de la
atmosfera. El consumo de combustibles fosiles genera gases contaminantes para el medio ambiente, como
monoxido de carbono (CO), metano (CH,), 6xidos de Nitrégeno (NOy) y principalmente dioxido de
carbono (CO,). Estos compuestos tienen la propiedad de atrapar el calor, incrementando la temperatura
global de la tierra. Este efecto producira cambios en los sistemas de circulacién del aire, distribucién y
frecuencia de las lluvias, la desaparicion de los glaciares y el incremento del nivel medio del mar, entre
otros ¥,

Un estudio de la Agencia Internacional de Energia (IEA) realizado en el afio 2009 ® mostr6 que el
43% de las emisiones de CO, de la combustion de combustible se produce a partir de carbon, 37% de
petréleo y 20% de gas natural. Segun la publicacién de Perspectivas de Tecnologia Energética del afio
2010 de la misma IEA, si se toman medidas de mitigacion de emisiones de dioxido de carbono en el
presente para todas las aplicaciones de los combustibles fésiles, sera posible que al afio 2050 el nivel de
emisiones sea equivalente a la mitad de lo producido el afio 2005. Un escenario muy distinto se tiene en el
caso de que no se tomen medidas, tal como se puede ver en la figura | — 3. El escenario base (baseline
scenario) consiste en seguir como referencia lo propuesto en el World Energy Outlook 2009 [
considerar el crecimiento del PIB mundial en un factor de 2,75 entre 2007 y 2050 y suponer el precio de la
energia como USD 120/barril para el petréleo y USD 115/tonelada para el carbon. En cuanto al escenario

# US48 corresponde a los 48 estados contiguos de los Estados Unidos [41]
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BLUE, se considera una reduccion del 50% de las emisiones de CO, relacionadas con la energia para el
afio 2050 en comparacién con el afio 2005, ademas de reducciones marginales en los precios de hasta
USD 175/ ton CO,, entre otras variables .
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Figura I-3: Proyeccion de emisiones sin medidas de mitigacion (Baseline) y con medidas de mitigacion (BLUE
Map) (Fuente: Adaptacién IEA, Energy Technology Perspective, 2011).

Debido a lo anterior, es importante encontrar sustitutos de los combustibles fosiles que permitan
disminuir la generacion de gases de efecto invernadero.

I.1iii.  Dependencia de combustibles fosiles en Chile

Actualmente en Chile, la matriz energética esta formada principalmente por petrdleo y lefia, y solo
un 1% de fuentes renovables. Lo anterior significa que los combustibles fosiles representan un 71% del
total de la matriz energética ™. La distribucion se puede ver claramente en el grafico de la figura | — 4:

Matriz energética Chilena

Hidroelectricidad

8%
Otros
1% Petroéleo
44%
Gas Natural
10%
Carbo6n
17%

Figura I-4: Distribucion de la matriz energética en Chile al afio 2012(Fuente: Gobierno de Chile )
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Debido a que no se tienen recursos propios, Chile posee una fuerte dependencia de la importacion
de combustibles fosiles. Peor escenario se observo luego de las restricciones en las importaciones de gas
natural traido desde Argentina, lo que caus6 una crisis en el abastecimiento de las fuentes energéticas a
nivel nacional. Lo anterior gatilla el interés por encontrar recursos que permitan diversificar la matriz
energética nacional de manera que ésta se pueda autoabastecer.

1.2. Marco teorico

1.2.i.  Biocombustibles y bioetanol

Se entiende por biocombustible a aquellos combustibles que se obtienen en forma sustentable de
biomasa, es decir, de organismos recientemente vivos o sus desechos metabdlicos y que son producidos a
partir de materias primas de origen principalmente vegetal, siendo éste agropecuario, agroindustrial,
desechos orgénicos, desechos forestales, macro y micro algas ®'%. Su uso genera una menor
contaminacion ambiental, ya que el CO, generado en la combustion del biocombustible es fijado por la
biomasa al crecer, a través del proceso de fotosintesis. Asi, la emision neta de CO, es aproximadamente
nula™!. Es por esto que los biocombustibles son una alternativa viable al agotamiento de energias fosiles,
como el gas y el petréleo, teniendo en cuenta que no se agoten los suelos ni se contaminen tanto los
campos de cultivo como los ecosistemas acuéticos ™.

Respecto de los combustibles fosiles, los biocombustibles tienen ciertas ventajas que les
permitirian crecer mas en el corto plazo. Entre otras, permiten la redistribucion de terrenos excedentes del
sector agricola a cultivos energéticos, disminuyen la contaminacion por gases de efecto invernadero,
generan oportunidades econémicas en el medio rural, disminuyen la dependencia externa del
abastecimiento de combustibles y se adaptan a las tecnologias de motores actuales **!1. Por otro lado, los
biocombustibles presentan desventajas que pueden reducir el interés en la generacion de éstos, tal como la
baja densidad energética, rendimientos de las calderas algo inferiores a los a que usan un combustible
fosil, y que los sistemas de alimentacién de combustible y eliminacién de cenizas son méas complejos ™!

Las fuentes de bioenergia pueden ser biomasa tradicional quemada directamente, tecnologias a
base de biomasa para generar electricidad, y biocombustibles liquidos para el sector de transporte. En
particular, los biocombustibles liquidos proporcionan actualmente la energia equivalente a 20 millones de
toneladas de petréleo (el 1% del combustible utilizado mundialmente para transporte por carretera)®.

Los biocombustibles conocidos hasta ahora son el biodiesel, bioetanol y biogas. El biodiesel es un
combustible compuesto por el éster de un &cido graso que es elaborado a partir de aceites vegetales o
animales, apto como sustituyente del Petroleo en motores Diesel. El biodiesel se puede extraer del Raps,
Soya y otras oleaginosas, como también aceites usados y de la grasa animal™.Por su parte, el biogas es
una mezcla gaseosa producida por la descomposicion de la materia organica, compuesto principalmente
por metano (CH,) y diéxido de carbono (CO,), que se producen por digestion de la materia organica en
ausencia de aire por la accién de microorganismos ™. Finalmente, el bioetanol es un alcohol proveniente
de la fermentacion de glucosa que se recupera por medio de un proceso de destilacion™®. Se puede extraer

®Comité de Seguridad Alimentaria Mundial, 2007



de cereales, papa, cafia de azlcar, biomasa forestal, residuos pecuarios, residuos de las cosechas y las
agroindustrias.

El bioetanol se clasifica en tres tipos de acuerdo a la biomasa utilizada:

e De primera generacién: A partir de cafia de azGcar o de almidon. Tienen la desventaja de
competir con el uso de estos como alimentos y por las tierras de cultivo ™.

e De segunda generacion: A partir de biomasa lignocelulosica. Tiene la desventaja de requerir
pre tratamiento &7,

e De tercera generacion: A partir de macro algas. Tiene la desventaja de estar ain en fase
experimental, por lo que no son aplicables en escala industrial hasta el momento, ademas de
no ser rentables *°!,

En la actualidad, los motores convencionales aceptan hasta un 10% de reemplazo de gasolina por
bioetanol sin necesidad de hacer cambios en los motores ™" 1o que ha generado un mercado de interés
mundial. La produccion de este biocombustible ha crecido durante los Gltimos veinte afios a una tasa del
9% anual y su produccion global durante el 2010 se estima en 83.000 millones de litros™*®.En la figura | —
5 se observa la participacion por paises hasta el afio 2012, siendo Estados Unidos y Brasil los principales
productores de bioetanol™.

Paises productoresde etanol

Francia
1%

Figura I-5: Paises productores de etanol y su participacion en el mercado (Fuente: Adaptacion CEPAL ),

El bioetanol producido por estos paises es principalmente de primera generacién. La produccion a
gran escala de bioetanol de segunda generacion esta todavia en fase de estudio, pues la instalacion y
operacion de una planta de este tipo conlleva altos costos, tanto de inversion como de operacion. Esto se
debe a que la biomasa lignocelulésica requiere de pretratamiento, las enzimas son poco efectivas y la
destilacion consume una cantidad considerable de energia. Es por esto que la inversion para plantas de
bioetanol lignocelulésico es de tres a cuatro veces mayor que en caso de etanol de primera generacion %),

ol



1.2.ii.  Biomasa lignocelulésica

La industria de produccion de bioetanol utiliza el término biomasa lignocelulésica cuando la
materia prima para la obtencion de glucosa a fermentar es la celulosa. Las materias primas compuestas de
biomasa lignocelulésica son las mas abundantes en el mundo, por lo que representan la fuente de azlcares
con mayor potencial para la produccion de bioetanol de segunda generacion 24,

En la biomasa lignocelul6sica, la pared celular esta formada por lignocelulosa en composicion y
porcentajes variables®. Las fibras de celulosa estan contenidas en una matriz tridimensional de lignina y de
hemicelulosa que a su vez forman la pared celular de la célula vegetal, tal como se ve en la figura | — 6.En
ella, es posible observar las macrofibrillas compuestas por cadenas de hemicelulosa y lignina.

Cultivo Energético
Pared Celular

Células Vegetales

Celulosa ¢ Hemicelulosa

Figura 1-6: Esquema de la matriz lignocelulésica !,

En cuanto a su estructura, la celulosa es un polimero de D-glucosas unidas por enlaces
glucosidicos B-1,4 que se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas). Estas se encuentran
unidas por puentes de hidrdgeno y fuerzas de van der Waals, formando una estructura cristalina resistente
a la hidrolisis y regiones amorfas susceptibles a la accion enzimatica, lo que le entrega elasticidad. Por
otra parte, la hemicelulosa es un polimero complejo formado por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y
hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) en que los azUcares estdn unidos por enlaces B-1,4.
Finalmente, la lignina es un heteropolimero ramificado formado por alcoholes aromaticos que da soporte
estructural, rigidez, impermeabilidad y proteccion a los polisacaridos estructurales y es altamente
resistente a la degradacion quimica y bioldgica %€,

Debido principalmente a la presencia de lignina en la estructura de la biomasa lignocelulésica, se
requiere un pre tratamiento que logre removerla, para hidrolizar la hemicelulosa a aztcares fermentables y
reducir la cristalinidad de la celulosa, de modo de liberar y facilitar la hidrolisis de glucosa (ver figura | —
7).

“Detalle de la composicién de distintas biomasas en anexo A.

“Representacion de las estructuras lignocelulésicas en el anexo B.

¢ Composicidn porcentual de la materia lignocelulésica en anexo A.
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Figura I-7: Esquema de biomasa antes y después del pre tratamiento (Fuente: Adaptacion Heat
Exchangers ).

1.2.iii.  Proceso de produccion de bioetanol

Considerando los antecedentes anteriores y poniendo el foco en el bioetanol, es importante
conocer su proceso de produccion. Este se representa en el diagrama de blogues de la figura | — 8:

_——

T
Acondicionamiento
T

Pretratamiento

I3

Sacarificacion y
Fermentacion

*Separada (SHF)
*Simultanea (SSF)

I
Destilacion

J

| Bl

Figura 1-8: Esquema de produccion de bioetanol de segunda generacion.

Los principales factores que afectan la produccion de bioetanol son el tipo de materia prima, el
tipo de pretratamiento a utilizar y la estrategia de fermentacion. A continuacion, se explicaran en detalle
cada bloque del proceso anterior.

1. Biomasay acondicionamiento:

La biomasa corresponde a la materia prima a utilizar y dependiendo de su tipo es que el bioetanol
serad de primera, segunda o tercera generacion. En el caso de la biomasa lignoceluldsica, la materia prima
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puede provenir de madera, residuos de paja de trigo 0 maiz, bagazo de cafia de azlcar, residuos de
industria papelera y residuos urbanos ?. La eleccién de la biomasa a utilizar es determinante, en el
sentido de que define la proporcion de celulosa y hemicelulosa disponible, y por ende, la cantidad de
azlcares tedricos maximos que pueden ser fermentados 2],

El acondicionamiento de la biomasa se refiere a la reduccién de tamafio de la materia prima, para
aumentar su &rea superficial, facilitar el acceso de las enzimas a las fibras de celulosa y aumentar la
conversion a glucosa ™. El tamafio 6ptimo para la molienda de biomasa ha sido determinado
anteriormente (denominado “pin-chip”), y en el caso del eucalipto, este tamafio corresponde a 0,5-1 mm
de ancho, 0,5-1 de espesor y 10-20 mm de largo (imagen de un molino para eucalipto en el anexo H). Para
obtener este tamafio se requiere utilizar tamices, en los que queda retenido el material de cierto tamafio
dependiendo del nimero del tamiz .

2. Pretratamiento:

La finalidad de esta etapa del proceso es remover la lignina y la hemicelulosa, ademés de reducir
la cristalinidad de la celulosa e incrementar la porosidad del material. Esto, de modo de mejorar la
liberacion de azlcares y evitar la degradacion o pérdida de carbohidratos, asi como la formacion de
compuestos inhibitorios para la posterior fermentacion “.Existen variados tipos de pretratamiento, con
mayor 0 menor efectividad, los que se muestran en la tabla | — 1.

Tabla I-1: Tipos de pretratamiento, ventajas y desventajas 2.

Método Tipo Ventaja Desventaja

Fragmentacion

Fisico - Es un método eficiente en la Comparativamente, el costo es
Pirolisis y degradacion del material. elevado.
Efectivo para maderas duras y Destruccion parcial de xilano,
Explosion por desechos agricolas. Bajo separacion incompleta de la lignina'y
Fisico vapor requerimiento de energia generacion de compuestos inhibitorios
quimico comparado con metodos fisicos. para la fermentacion.

Es eficiente para sustratos de poca

SplEin ek i lignina. No se producen inhibidores

Requiere reciclaje del amonio y tiene

de amoniaco y N0 se requiere acondicionamiento, baja eficiencia para maderas duras.
Ozon6lisis Opgra en cond_icipnes ambientalesy | Se requiere una gran cantidad de
mejora el rendimiento. 0zono, lo que eleva los costos.
Reactivos toxicos, corrosivos y
Hidrolisis acida Mejora la hidrolisis de celulosa. peligrosos. Alto costo y requiere

neutralizacion.

Mejora en la separacion de la

Quimico | Hidrdlisis alcalina Altos costos

lignina.
Liquido iénico Buen rendimiento en la hidrélisis Poco biodegradables, alta
aprético (AIL) de celulosa. higroscopicidad.
Liquido i6ni Baja toxicidad, baja Pocos antecedentes en su estudio.
iquido idnico - o X o e
o higroscopicidad bajos costos de Rendimientos de hidrolisis
protico (PIL) it Lo
produccion. insuficientes respecto a algunos AlLs.

Alto rendimiento, condiciones de
Degradacion con | operacion moderadas, poca

hongos. generacion de compuestos toxicos y
minima demanda de energia.

Bioldgico Proceso lento (2 a 6 semanas).
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Como se puede observar, estos métodos de pretratamiento tienen varios inconvenientes, como
requerir equipos especializados para proporcionar condiciones extremas necesarias de pretratamiento.
Ademas, la mayoria de estos métodos generan contaminantes toxicos cuando se utilizan. Un método de
pretratamiento eficiente debe tener bajos requerimientos de energia, condiciones modestas y utilizar
disolventes totalmente reciclables ). El interés de este trabajo se centra en el pretratamiento con Liquidos
ionicos (LI), los que se describiran méas adelante.

3. Sacarificacion y fermentacion:

Luego del pretratamiento, es necesario convertir las fibras de celulosa en monémeros de azlcares
fermentables. En la hidrolisis (sacarificacion) se descomponen las macromoléculas complejas a unidades
més simples de azticares mediante algun agente quimico o biolégico en presencia de agua (Ecuacionl) %,
En el caso de eucalipto el nimero de monémeros de glucosa en la celulosa (n) es de aproximadamente
10.000 1.

nCe¢Hg0s + nH;0 — nCgHq; 04 (Ecuacién 1)

A lo largo de la historia se ha realizado la etapa de sacarificacion por medio de hidrolisis &cida,
que alcanza un maximo de glucosa de 60%, pero genera compuestos téxicos para los microorganismos
fermentadores 2. La hidrolisis enzimatica, por otro lado, se Ileva a cabo por medio de enzimas. Este tipo
de hidrolisis presenta ventajas frente al tipo quimico, entre las que cuentan la baja toxicidad de los
productos, menores los costos (debido a que opera en condiciones normales), no produce compuestos
inhibidores de la fermentacion y se pueden obtener rendimientos cercanos al 100%. En cuando a sus
inconvenientes, considera un alto tiempo de reaccion y los precios de las enzimas son mayores que el
4cido ™,

Los catalizadores de la hidrélisis enzimatica son llamados celulasas. Hay tres tipos de celulasas
con diferentes especificidades que actlan en sinergismo para hidrolizar la celulosa: las endoglucanasas,
que cortan la celulosa en regiones amorfas, disminuyendo el largo de las cadenas e incrementando los
azucares reductores; las exoglucanasas que actian sobre los extremos reductores y no reductores de las
cadenas, liberando glucosa o celobiosa; y las B-glucosidasas que hidrolizan la celobiosa y las
celodextrinas para liberar moléculas de glucosa (mecanismo de hidrdlisis en Anexo C)B 3,

La fermentacion, por su parte, corresponde a un proceso mediante el cual un microorganismo
obtiene energia gracias a la degradacion de hidratos de carbono. Para la generacién de bioetanol, se lleva a
cabo la fermentacion del tipo alcohdlica, en la cual los microorganismos (MO) degradan la glucosa en
etanol, diéxido de carbono y energia (Ecuacion 2) . EI MO utilizado puede ser selectivo de uno o varios
azlcares ™. Generalmente, se usa cepas de Saccharomices cerevisiae que son méas tolerantes a altas
concentraciones de etanol, presenta rendimientos superiores a 0,44 [gr de etanol/gr de glucosa asimilada],
en condiciones 6ptimas, y resiste concentraciones de etanol superiores a 12 [g/1] 2.

C¢H1,06 —» 2C,H50H + 2C0;, + Energia (Ecuacion 2)

Es importante mencionar que para esta etapa del proceso existen variadas configuraciones. Las

mas utilizadas en la actualidad son la Hidrolisis y Fermentacion por Separado (SHF) y la Sacarificacion y

Fermentacion Simultanea (SSF). La configuracion SHF consiste en un proceso donde la hidrdlisis y la

fermentacion se realizan en reactores diferentes. La principal ventaja en este tipo de procesos es que cada

etapa puede ser llevada a cabo en sus condiciones 6ptimas de pH y temperatura, pero tiene la desventaja

de que se acumula glucosa y celobiosa en la etapa de hidrdlisis, lo que inhibe a las celulasas, obteniéndose
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bajos rendimientos de sacarificacion®.En el caso de la SSF, la hidrélisis y la fermentacion suceden en un
mismo reactor, donde la glucosa liberada durante la hidrdlisis es metabolizada continuamente a etanol por
las levaduras, lo que minimiza la inhibicion de la actividad de las celulasas, obteniendo rendimientos de
hidrélisis mas altos, menor necesidad de enzima, reduccién del tiempo de proceso y mayor productividad
de etanol. ElI mayor inconveniente es que las condiciones Optimas de pH y temperatura en las etapas de
hidrélisis y fermentacion son diferentes y se deben fijar condiciones de compromiso entre ambas.
Ademas, es importante controlar la inhibicion del MO por concentracion de etanol ¥ 3%,

Segun un estudio realizado en la Universidad Técnica Federico Santa Maria (UTFSM), el
rendimiento teodrico de este proceso en litros de etanol/ton de materia prima, es 280 para etanol a partir
trigo y 370 para etanol a partir de maiz. Los costos de inversion asociados a la implementacion de este
tipo de tecnologias en Chile es del orden de 670 USD por m® de combustible al afio, mientras que el costo
de operacién y mantenimiento depende principalmente de la materia prima utilizada (64%) y otros
componentes como son energia (17%) y quimicos (11%)% 4,

4. Destilacion y deshidratacion

El objetivo de este proceso es separar el etanol del agua mediante calor en una columna de
destilacion. Como el etanol es una sustancia mas volatil que el agua (su presion de vapor es menor), a
cierta temperatura de operacion (ubicada entre los puntos de ebullicion de cada sustancia disuelta) se va
obteniendo vapor cada vez mas rico en etanol al ir recorriendo la columna hacia arriba. Una vez se enfria
el vapor, se obtiene el etanol deseado 1.

I.2.iv.  Liquidos i6nicos

Como fue mencionado anteriormente, es de interés para este trabajo el pretratamiento quimico a
partir de Liquidos ionicos (LI). Estos son sales que se encuentran en estado liquido a temperatura
ambiente y que estdn compuestos Unicamente por iones. Muchos de ellos estan formados por un gran
cation organico y un anion pequefio, que puede ser orgénico o inorgénico 2" %,

El mecanismo con que operan los LI involucra los atomos de hidrogeno y oxigeno en los enlaces
intramoleculares de la matriz lignocelulésica, en la formacion del complejo dador —aceptor de electrones.
En esta interaccion (ver figura | — 9), los &tomos de oxigeno de la celulosa sirven como par electron-dador
y los &tomos de hidrogeno actian como un aceptor de electrones. Asi mismo, el cation del liquido i6nico
actla como aceptor de electrones y el anion como centro dador de electrones. Luego, los atomos de
oxigeno e hidrogeno son separados, lo que lleva a la apertura de los enlaces de hidrégeno entre las cadenas
intramoleculares y la correspondiente disolucién de la celulosa .
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Figura 1-9: Mecanismo de accién de los Liquidos I6nicos ),

Los liquidos ionicos poseen ciertas ventajas sobre los solventes organicos convencionales, como
una alta estabilidad térmica y quimica, alta conductividad eléctrica, baja volatilidad y que no son
inflamables. Algunas de estas caracteristicas son generales para todos los liquidos iénicos, y otras solo se
encuentran en LI especificos, dependiendo de los iones que lo conformen 2331,

Al parecer, los LI son altamente polares debido a su caracter i6nico, dando como resultado una
mayor capacidad de disolucion de polimeros que otros disolventes. Se ha demostrado que los liquidos
ionicos son capaces de disolver tanto la lignina como la celulosa, lo que se determina principalmente por
la polaridad y la capacidad de unién de hidrogeno del LI, ademas de estar influenciado por la temperatura
de fusién y la viscosidad. El tamafio de los aniones y cationes que forman el LIy su capacidad para formar
puentes de hidrogeno, son parametros que juegan un rol muy importante en la capacidad de disolucién de
celulosa. Cationes pequefios son méas eficientes en disolver celulosa que cationes méas grandes, y si el
cation es muy grande disminuye la capacidad del LI de formar puentes de hidrogeno .,

Existen un nimero potencial de combinaciones de iones para la formacion de liquidos i6nicos
alcanza cerca de 10™. Los iones mas utilizados en los LI se muestran en la figura | — 10:

—\ R4 Ry
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©
© &)
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[ 3=+3 I [ 4 [ N03]
Trifluorometano Tetracloruro Nitrato
sulfonato aluminato

Figura 1-10: Aniones y cationes usados generalmente en la formacién de AlLs B,
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Hasta ahora, los cationes mas eficaces en la disolucion de lignocelulosa se basan en
metilimidazolio y nicleos metilpiridinio, con alil-, etil-, butil-o cadenas laterales. En cuanto a los cationes,
los mas prometedores han sido el cloruro, acetato y formato 2. Existen dos tipos de liquidos i6nicos: los
liquidos idnicos préticos (PIL, por sus siglas en inglés) o sales de Bronsted, y los liquidos idnicos
apréticos (AIL) o convencionales P, Estos se diferencian en que los primeros presentan un protén
disponible en el cation para establecer un enlace de hidrégeno con las uniones entre las fibras de celulosa.
Distinto es el caso de los AlLs donde el mecanismo se produce debido a la carga de sus iones . En la
Figura | — 11 se muestran dos ejemplos de estructuras de liquidos idnicos, donde en rojo se encuentra el
protdn que diferencia ambos tipos de liquidos ionicos.

O

H’}C\/N
0
CHs)kO' OH

Figura I-11: Estructura del AIL [EMIM] [Ac] (arriba) y del PIL 2 — HEAA (abajo) %",

Diversos estudios han demostrado que el AIL [EMIM] [Ac] es un prometedor solvente, debido
principalmente a una mayor basicidad en la formacion del enlace de hidrogeno. Ademas, se ha demostrado
que [EMIM] [Ac] es capaz de eliminar considerablemente la lignina de la biomasa lignoceluldsica.
Estudios en residuos de algodon con distintos AlLs probaron que el material pretratado con [EMIM] [Ac]
muestra mayor rompimiento de la estructura que el material pretratado con otros AIL. Ademas, se ha
demostrado que un tiempo prolongado y una alta temperatura de pretratamiento con este liquido ionico
mejora la extraccion de lignina y la hidrélisis de celulosa . Sin embargo, el precio de estos Lls atn es
alto, debido a que se producidos en baja escala. Aunque LIs son prometedores para el pretratamiento de
lignocelulosa, es necesario eliminar completamente todos los residuos de LI del material antes de la
hidrélisis debido a que tienen el potencial para desactivar celulasa .

Por otro lado, a lo largo del tiempo las investigaciones se han orientado de forma muy importante
hacia los AIL, apareciendo desde hace apenas unos afios un creciente interés en los PIL. Las razones
radican en su modo de sintesis quimica mas simple, menor costo de produccion, perfil toxicol6gico mucho
més aceptable, y mejor biodegradabilidad . Algunos de ellos son el acetato de 2-hidroxidietilamonio (2-
HDEAA), acetato de 2-hidroxietilamonio (2-HEAA) y formato de 2-hidroxietilamonio (2-HEAF). En
cuanto a este altimo, Nazife et al ! compard el comportamiento del pretratamiento de tallos de algodén
con distintos LI, entre ellos 2 — HEAF, [EMIM] [Ac] y [EMIM] [CI], con el fin de investigar el impacto
sobre la estructura lignocelulésica, asi como en la digestion durante la hidrolisis enzimatica. Se pretrato
con una carga de biomasa de 10% p/p a 130°C por 30 minutos. Es este estudio, 2 - HEAF causo ligeras
modificaciones en la estructura en comparacion con el [EMIM] [Ac], el cual produjo considerables
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cambios estructurales. Por otro lado, HEAF fue tan eficaz como [EMIM] [CI] en términos de alteracién de
la estructura de la biomasa lignoceluldsica. Se determino ademas, el porcentaje de lignina extraido tras el
pretratamiento, la cual fue de 45% para [EMIM] [Ac] y de 38% en el caso del HEAF. En cuanto al efecto
en la hidrolisis enzimatica, con [EMIM] [Ac] se obtuvo un 68% de digestion de la biomasa al realizar la
hidrélisis por 72 h. En el caso del 2 — HEAF, este valor alcanzé un 26%, al igual que en el caso del
[EMIM] [CI], que también llego a 26%. Estos resultados son importantes, ya que implican que la
capacidad de disolver la celulosa no es un requisito previo para que un LI sea un agente de pretratamiento
eficaz. Ademas, la preparacion del 2 - HEAF es sencilla y rentable, pues sus componentes son mas baratos
que los cationes y aniones del AIL. A este respecto, 2 - HEAF podria ser una alternativa favorable al
[EMIM] [CI].

1.3. Antecedentes
1.3.i. Pretratamiento con PIL

Como fue mencionado en la seccion anterior, los liquidos idnicos proticos (PILs) han despertado
el interés solo en los ultimos afios y han sido poco estudiados en lo que respecta a la produccién de
bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos. Las investigaciones se han enfocado principalmente en la
caracterizacion de los PILs, logrando probar su baja toxicidad, bajos costos de produccion y la simpleza
de la sintesis 7.

En la memoria de titulo de Loreto Martinez ™, se estudiaron distintas condiciones del proceso
productivo del bioetanol a partir de residuos de Eucaliptus globulus Labill (eucalipto). Dentro de estas
condiciones se probd el uso de liquidos i6nicos (LI) en la etapa de pre-tratamiento, tiempos y temperaturas
de operacidn en esta fase, etapa de lavado y etapa de secado, utilizando la estrategia de sacarificacion y
fermentacion simultanea (SSF).

La primera parte de este estudio consistio en utilizar PILs en la etapa de pre-tratamiento, con
condiciones de operacion de 30 o 60 minutos a 60, 70, 80 y 90°C. Se utiliz6 acetato de 2-
hidroxidietilamonio (2-HDEAA) y lactato de 2-hidroxietilamonio (2-HEAL), ambos liquidos i6nicos
proticos, en la etapa de pretratamiento. Solo se realiz6 una sacarificacion, sin fermentacion, luego del
pretratamiento. El rendimiento se mide con respecto a la glucosa liberada luego de la sacarificacion, en
comparacion con la glucosa potencial, que se calcula en base a la cantidad de celulosa presente en la
biomasa utilizada.

En este caso, se obtuvo pequefios aumentos en el rendimiento de la sacarificacion con respecto al
control negativo (sin pre-tratar). EI mejor resultado se obtuvo con 2-HEAL a 70°C, durante 30 minutos,
aungue este rendimiento no supera el 4%.

En cuanto a la etapa de lavado, se determin6 que 3 lavados consecutivos es lo mas eficiente ya que
con dos lavados aun se puede encontrar restos del PIL en el material. Respecto a la etapa de secado, la
temperatura utilizada no influyé mayormente en los resultados finales, por lo que se consideré 40° como
la temperatura estandar para esta fase.
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Estudios posteriores ®¥ se realizaron para 70 °C, 110 °C y 150 °C para los PIL 2-
hidroxidietilamonio acetato (2-HDEAA), 2-hidroxietilamonio acetato (2-HEAA), 2-hidroxietilamonio
lactato (2-HEAL) y oxalato de 2-hidroxidietilamonio (2-HDEAoX), durante 30 y 60 minutos. Posterior al
pretratamiento se realizé una sacarificacion y se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 horas, de modo de
determinar cual de los PIL mencionados genera la mayor concentracion de glucosa.

La figura | — 12 muestra el mejor resultado obtenido respecto a la concentracion de glucosa al
finalizar la sacarificacion. Este se obtuvo en el caso del 2- HEAA, pretratado por 60 minutos a 150 °C,
logrando alcanzar los 4 g/l en las 72 horas de sacarificacion. El material pretratado durante 30 minutos

obtuvo el segundo mejor resultado, logrando una concentracion maxima de glucosa de 3,2 g/l a las 72
horas de sacarificacion.

HEAA por 30 minutos HEAA por 60 minutos
4,5 4,5
4,0 4,0
= 35 = 35
(=]
=30 23,0
e Q
S 25 S 25
2 2,0 = 2,0
815 - g 15
c ’ [ Il
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O 1,0 1 O 10
0,5 1 0,5
o | NN oo | I
0 24 48 72 0 24 48 72
Tiempo Sacarificacion [h] Tiempo Sacarificacion [h]
E70°C ®110°C ®150°C m110°C m®150°C

Figura I-12: Resultados de concentracion de glucosa luego de la sacarificacion para material pretratado con
HEAA por 30 minutos (izquierda) y por 60 minutos (derecha) a 150 °C, 110 °C y 70 °C B,

Luego de ello, se continué con las experiencias pretratando el material con 2 — HEAA y
adicionalmente se prob6 con un control negativo (material sin pretratamiento). La siguiente etapa de
estudio fue experimentar con diferentes temperaturas y tiempos de pretratamiento, para luego sacarificar
las muestras. Las temperaturas de pretratamiento evaluadas fueron 150 °C, 170 °C y 185 °C durante 30 y
90 minutos. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 horas de sacarificacion.

La figura | — 13 muestra los mejores resultados luego de la sacarificacion. Estos se obtuvieron
para el material pretratado durante 90 minutos a 185 °C.
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Figura 1-13: Resultados de concentracion de glucosa luego de la sacarificacién con material pretratado con
HEAA por 90 minutos a 185 °C .

Se pudo observar que las concentraciones de glucosa obtenidas fueron muy superiores respecto
del control positivo y se mantuvieron casi constantes al aumentar el tiempo de sacarificacién. La maxima
concentracién de glucosa obtenida alcanzé 1,6 g/l.

1.3.ii.  Sacarificacion y fermentacion simultanea

El trabajo de titulo realizado por Tomas Niklitschek ! compard las técnicas de sacarificacion y
fermentacion por separado (SHF) y simultaneas (SSF) a partir de residuos de Lenga. En una primera etapa
se identificaron los parametros criticos que afectan el rendimiento de etanol al utilizar la estrategia SSF.
En una segunda etapa, se realizo un trabajo experimental sobre éstas y se determinaron las condiciones de
operacion mas favorables en términos de rendimiento en la sacarificacion.

En este trabajo se concluydé que las siguientes condiciones de operacion pueden generar
rendimientos mayores:

e Carga de biomasa en el pre-tratamiento: razon 1:3 p/p (gr biomasa/gr L1).
e Cargaenzimatica: 37 FPU/gr de material lignocelulosico.

e Microorganismo fermentador: levaduras S. cerevisiae cepa RED STAR.

e Temperatura SSF: 40°C.

e Carga de biomasa en la sacarificacion y fermentacion simultanea: 9% p/v.
e Velocidad de agitacion: 300 rpm.

e Surfactante: Tween 20.

Al comparar la SHF con la SSF, Niklitschek obtuvo un aumento del 103% en la produccion de
etanol con la segunda estrategia, ya que con la primera sélo se logran 72 litros de bioetanol por tonelada
de material pretratado, frente a los 146 litros de etanol por tonelada de material pretratado generados por
la SSF, es decir, hubo un incremento del 103% en la produccion de etanol por la tecnologia SSF respecto
de la estrategia SHF.
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En la memoria de titulo de L. Martinez ™, luego de establecidas las mejores condiciones

obtenidas en las primeras etapas de pretratamiento (utilizando carga biomasa/Ll de 1/3 p/p por 30
minutos), se procedid a realizar SSF, con el fin de determinar cuél de las condiciones a evaluar genera
mayor produccion de bioetanol. EI material se pretraté con liquidos idnicos aproticos [EMIM] [CI] y
[EMIM] [Ac]. Las variaciones en las condiciones evaluadas fueron las siguientes:

e Carga de biomasa: 5%, 10% y 15% p/v.
e Metodologia de obtencion del indculo de levadura (con y sin propagacion).
e Llsutilizado en la etapa de pre-tratamiento.

De lo anterior, lo relevante para este trabajo corresponde a la carga de biomasa aplicada en la SSF.
En primer lugar, se observé que utilizar una carga de biomasa de un 15% no es efectivo para este tipo de
experimentos, ya que por ser demasiado alta se generan problemas de transferencia de masa y problemas
de agitacion dentro del matraz.

Los resultados obtenidos para las otras dos cargas de biomasa son los siguientes:

Tabla 1-2: Rendimientos obtenidos en distintas condiciones de SSF 1,

Carga biomasa LI Rendimiento | Rendimiento [gr EtOH/kg | Rendimiento [| EtOH/ton
[90] material pretratado] material pretratado]
5% [EMIM] [CI] 10 29 37
5% (s/propagacion) | [EMIM][Ac] 114 325 412
10% [EMIM][AC] 51 145 183

En primer lugar, se puede observar que la segunda configuracion entrega rendimientos mayores
que los tedricos. Este resultado se puede deber a que las mediciones experimentales presentaban alta
desviacion estandar. Otra posibilidad es que el [EMIM] [Ac] sea capaz de liberar la glucosa presente en la
hemicelulosa .En particular, es interesante mencionar que el mayor rendimiento obtenido es superior a
lo conseguido en el estudio de la UTFSM mencionado en el capitulo 1.3 44,

La diferencia en los rendimientos entre el [EMIM] [CI] y el [EMIM] [Ac] se puede deber a una
mayor efectividad del [EMIM] [Ac] en el rompimiento de la matriz lignoceluldsica o a que posee la mayor
cantidad de impurezas, como el agua. También es posible que el ion acetato del [EMIM] [Ac] afecte
positivamente en la fermentacion, debido a que genera acido acético. Este efecto puede explicar por qué
en los experimentos de SSF con biomasa al 10% se obtienen peores resultados que cuando la carga de
biomasa es 5% Yy se fermenta con S. cerevisiae sin propagacion. A pesar que el primero presenta mayor
cantidad de biomasa, también contiene mayor cantidad residual de [EMIM] [Ac], mayor concentracion del
i6n acetato y por lo tanto se generara una mayor cantidad de &cido acético (estard en mayor
concentracién). Es posible que debido a su efecto hormético, el aumento en la concentracién del acido
acético sea suficiente como para disminuir el rendimiento de la produccién de bioetanol.
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1.4.  Objetivos

1.4.i.  Objetivo General

Evaluar el proceso de produccion de bioetanol de segunda generacion con material pretratado con
Liquidos lénicos Proticos (PILS).

I.4.ii.  Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto del tiempo de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) que
permita mejorar el proceso de produccion de bioetanol.

e Evaluar el rendimiento del pre tratamiento con PIL en distintas condiciones.

e Comparar el rendimiento del pretratamiento con PILs respecto al pretratamiento con AlLs
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Il. Materiales, procedimientos y metodologia

11.1. Materiales
11.1.i. Madera

El material lignocelulésico escogido para este trabajo corresponde a residuos de Eucalipto de 10
afios de edad (Eucaliptus globulus Labill) con chips de 0.5 — 1 mm de espesor, 0.5 — 1 mm de ancho y 10
— 20 mm de largo. Fue proporcionado por la Facultad de Ciencias Forestales y Conservacion de la
Naturaleza de la Universidad de Chile. Proviene de Melipillay su humedad relativa es de 24,5% “Z.

1.1.ii. Liquidos idnicos

Para la realizacion de este trabajo se utilizo el Liquido lénico Prético Acetato de 2-
hidroxietilamonio (2-HEAA) donado por el profesor Miguel Iglesias de la Universidad Federal Da Bahia
en Salvador, Brasil. Estos PILs tienen un porcentaje de impurezas menor al 1% y contienen cantidades de
agua menores a 500 ppm “°.. Se determind en este trabajo que la densidad de este PIL es de 1,2 g/ml.

Para poder hacer la comparacion con los AlLs, se utilizo el Acetato de 1-etil-3-metilimidazol
([EMIM] [Ac]), con una pureza del 95% (N° catalogo: 4.90054.0025) tiene una densidad de 1,027 g/ml a
25 °C.Este AIL fue adquirido a la empresa SIGMA-ALDRICH®.

11.1.iii. Enzimas

Las enzimas utilizadas en la realizacién de este trabajo corresponden a:

o Celulasas (Endo y exoglucanasas): vienen del hongo Trichoderma reesei su nombre
comercial es Cellucast® 1,5L (CatC2730). La actividad de estas enzimas es de 87
FPU/ml, 700 U/gr !

e Celobiasa (-glucosidasa): viene del hongo Aspergillus nigeryy su nombre comercial es
Novozyme® 188 (CatC6105). La actividad de estas enzimas es de 650 CBU/ml, 250 U/gr

[21]

Estas enzimas fueron adquiridas en la empresa SIGMA-ALDRICH®.

I.1.iv. Microorganismo fermentador

Para la etapa de sacarificacion y fermentacion simultanea se utiliz6 la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Se utiliz la cepa Ethanol Red® (RED STAR), la cual fue donada por la empresa S.I.
LESAFFRE FERMENTIS.
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11.2. Procedimientos

11.2.1. Pretratamiento

En esta etapa se pretrataron residuos de eucalipto con acetato de 2- hidroxietilamonio (2-HEAA)
y con acetato de 1-etil-3-metilimidazol ([EMIM] [Ac]) como control positivo solo para la temperatura mas
alta. Realizado este proceso se prosiguio a la etapa de lavado y secado de material.

Las condiciones a variar en el pre-tratamiento son las siguientes:

e Razén biomasa/LI (en p/v): 1/3, 1/6, 1/10.
e Temperatura: 70 °C, 110°C.
e Tiempo de reaccion: 1, 3, 5 horas.

Con estas variaciones en las condiciones de operacion, se completan 18 ensayos diferentes, cada
uno con un experimento para el control positivo, el control negativo (agua destilada, sin pretratamiento) y
en duplicado para el pretratamiento con PIL. Asi, se realizaron 72 experimentos. EI montaje del
experimento se observa en la figura 1l — 1.

Se utiliz6 como base para cada experimento 1 gr de biomasa himeda (10% de humedad relativa
aprox. ). El procedimiento a sequir es el siguiente:

1. Pesar 1 grde biomasa en un vial de vidrio.

2. Pesar la cantidad correspondiente de LI en el mismo vial (segtn la base de 1 gr de biomasa y
la densidad de cada L1).

3. Llevar el vial bien cerrado al bafio de silicona termorregulado (previamente preparado a 70 o
110 °C) por 1, 3 6 5 horas, segun corresponda. Es importante cuidar que no entre silicona a
los viales, dejando siempre la tapa del vial sobre el borde sobre la silicona.

— ~ - IS Y‘ i : Ah_ﬂﬂ'}f':é"
Figura I1-1: Pretratamiento. Derecha: montaje del pretratamiento en el bafio termoregulado. Izquierda:
viales luego del pretratamiento con PIL y control negativo, respectivamente.

11.2.ii. Lavado del material pretratado

En el pre-tratamiento, se produce la disolucion de la matriz de celulosa, hemicelulosa y lignina.
Por otro lado, es posible que durante esta etapa del proceso se generen compuestos que inhiban la
fermentacion.
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Para separar el Liquido I6nico (LI) y la lignina, y evitar contaminar las etapas posteriores en el
proceso, se requiere lavar el material pretratado con agua destilada, tanto si se trata del PIL como del AIL
(control positivo). Para ello, luego de completado el tiempo de pretratamiento, se debe lavar en100 ml
agua destilada (100 veces la masa pretratada). Esta etapa se divide en 3 lavados sucesivos en tubos Falcon
de 50 ml, completando 33 ml en cada uno. Agregada el agua, se debe agitar el tubo y centrifugar a 8.000
rpm (8.228 g) durante 10 minutos. Luego de la centrifugacion, se elimina el sobrenadante compuesto por
agua y LI, cuidando de no eliminar biomasa. En la figura Il — 2 se observa el cambio de color del
sobrenadante una vez se elimina L1 en los lavados sucesivos.

Figura I1-2: Muestras después de cada lavado. Los tubos 1y 2 de cada imagen corresponden a material
pretratado con PIL, el tubo 3 a material pretratado con AlIL y el tubo 4 corresponde a material sin
pretratamiento. Las imégenes corresponden al primer (a), segundo (b) y tercer (c) lavado, respectivamente.

11.2.1ii. Secado del material pretratado

Luego del lavado viene la etapa de secado del material, fase fundamental para la obtencién de
buenos rendimientos en la etapa de SSF, debido a que estos varian significativamente cuando se utiliza
material himedo .

Para esta etapa se utilizd una estufa a 40°C durante la noche por aproximadamente 16 horas.

En la figura 1l — 3 se pueden observar las placas Petri preparadas para la fase de secado, tanto para
el material pretratado con PIL como para el control negativo.

Figura 11-3: Material preparado para el secado. Pretratramiento con PIL (izquierda) y control negativo
(derecha).
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11.2.iv. Sacarificacion y fermentacion simultaneas

Luego de realizado el pretratamiento, lavado y secado de cada uno de los experimentos antes
mencionados, se procede a realizar sacarificaciones y fermentaciones simultaneas (SSF), con el fin de
determinar el mejor tiempo dentro de cierto rango previamente definido, y determinar cuél de ellos genera
mayor produccidn de bioetanol.

La carga enzimatica considerada en este estudio corresponde a:

e Celulasas (Endo y Exoglucanasas): 37 FPU/gr de material.
e Celobiosa (B-glucosidasa): 4,9 CBU/gr de material, volumen determinado segin la
relacion Celulasas/Celobiasas v/v de 7,5:1.

Las condiciones para la SSF fueron determinadas en estudios previos y corresponden a “:

e Volumen de reaccion: 20 ml.
e Cargade indculo: 10 gr/l de levadura Saccharomyces cerevisiae RED STAR
e Temperatura: 40°C.
e Tiempo de reaccion: 72 horas.
e Agitacion: 250 rpm
e Cargas de material lignocelul6sico pre-tratado: 5%,
e Medio de cultivo:
o Tampon sodio acetato 50 mM, pH = 4,8.
Extracto de levadura, 5 g/I.
(NH,),HPO,, 0,5 gl/l.
MgSO,x 7H,0, 0,025 g/l.
Tween 20, 2,5 g/l.

o O O O

Para realizar la SSF se debe contar con matraces modificados, previamente esterilizados, y se
agrega en ellos la cantidad correspondiente de medio de cultivo, levadura y enzimas, manteniendo las
condiciones de esterilidad. Se pesa la cantidad de material pretratado (anexo H) y se agrega a los matraces.
El montaje de este sistema se puede observar en la figura 1l — 4. Finalmente, se dejan los matraces en un
agitador rotatorio en las condiciones de operacion mencionados anteriormente. Nuevamente, solo la
fermentacion pretratada con PIL cuenta con duplicado.

Figura 11-4: Montaje del sistema para la SSF. Los dos primeros matraces (M1y M2) corresponden a material
pretratado con PIL. El tercer matraz (C+) corresponde a material pretratado con PIL. El cuarto matraz (C-)
corresponde a material sin pretratamiento, todos para 5 horas de pretratamiento (analoga configuracion se
utiliza para todas las condiciones de pretratamiento).
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Con una jeringa, se toman 1,5 ml de muestra a las 0, 24, 48 y 72 horas de SSF, y se almacenan en
tubos Eppendorf. Para desactivar las levaduras y enzimas, se colocan los tubos en un bafio de agua a 100
°C por 10 minutos. Luego de ello, se debe centrifugar por 5 minutos a 12.500 rpm, para luego obtener el
sobrenadante y almacenarlo congelado para posteriores analisis de azucares, glucosa y etanol.

I1.3.  Metodologias
11.3.i. Medicion de azlcares reductores

Para la medicion de aztcares reductores se utiliz la metodologia con Acido Dinitrosalicilico
(DNS). En una placa de 96 pocillos se diluyen 7 pl de muestra en 63 pl de buffer de Acetato de Sodio 50
mM. Se agrega DNS de manera de completar una reaccion 1:1. En este caso, se agregaron 70 pl de
reactivo. Se deja reaccionar por 10 minutos a 100 °C y se enfria en hielo por 5 minutos para detener la
reaccion. Se traspasan las muestras a una placa de 96 pocillos desechable que permita ser leida por un
espectrofotometro Anthos modelo 2012, a 550 nm. Para poder realizar la medicién es necesario construir
una curva de calibracion.

1.3.ii. Medicion de glucosa

Para la determinacién de la concentracion de glucosa en cada muestra se utiliza un kit comercial
de ensayo Gluc-Pap marca Randox (GL2623), la cual se basa en la enzima glucosa oxidasa. La estimacion

de la concentracion de glucosa se llevo a cabo de la misma manera que fue realizada en estudios previos.
[21]

11.3.iii. Medicion de etanol

Para la realizacion de esta etapa, es necesario centrifugar las muestras a 12.000 rpm (18.514g) por
2 minutos y luego filtrarlas de modo de eliminar restos celulares y otros sélidos. En la medicion de etanol
se utiliz6 un cromatografo de gases (GC). 0,8 ml de muestra debe ser colocadas en viales de 1 ml y
puestas en el plato distribuidor del GC el cual inyectal pl. El GC esta conectado a un computador y cuenta
con una interfaz que genera un peak, el cual, mediante una curva de calibracion, entrega la concentracion
de etanol en la muestra al medir el area bajo la curva.
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1. Resultados y discusién

Las condiciones de operacién utilizadas durante los experimentos se detallan en la Tabla Il — 1.
Se evalu6 el comportamiento del Liquido I6nico Prético (PIL) en distintas condiciones de operacion.
Ademas, se hizo una comparacion entre el desempefio del PIL y el Liquido I6nico Aprotico (AIL) bajo las
mismas condiciones de pretratamiento y Sacarificacién y Fermentacion Simultanea (SSF).

En el pretratamiento, se tomd como caso base 110 °C de temperatura y se investigd el desempefio
pretratando a 70 °C, de modo de determinar si la disminucion en la produccion de bioetanol es
significativa al reducir la temperatura de pretratamiento.

Tabla I11-1: Pardmetros en estudio y rangos de trabajo para el pre-tratamiento y SSF. Agentes de
pretratamiento utilizados.

Condiciones de operacion

Parametro Rango
Temperatura de pretratamiento [°C] 70,110
Razon biomasa/LI 1/3, 1/6, 1/10
Tiempo de pretratamiento [h] 1,35
Tiempo de SSF, [h] 0,24,48 72

Agentes de Pretratamiento

PIL aevaluar 2 - HEAA
Control positivo [EMIM] [Ac]
Control negativo Agua destilada

Se analizo el etanol obtenido luego de aplicadas estas condiciones tanto como concentracion total
obtenida(g/l) y rendimientos porcentuales, como productividad por tiempo de pretratamiento, tiempo de
SSF y gramos de Liquido I6nico (LI) utilizado (9/x; X = hssr, Npretratamiento, 9 L1 Utilizado).En el analisis de
resultados se determing el tiempo de SSF, la temperatura de pretratamiento, el tiempo de pretratamiento y
la razon biomasa/LI que entregaron los mejores indices de productividad de etanol.

Para esto, se tomo la variable de estudio (tiempo de SSF, razon biomasa/LI, temperatura y tiempo
de pretratamiento) y se fijaron las demas condiciones en el caso base, por lo que pueden existir
interacciones en el conjunto de condiciones utilizadas que no hayan sido consideradas en este analisis.
Para ello, seria recomendable desarrollar un modelo a partir de disefio factorial, de modo de estudiar el
efecto del conjunto de variables en el resultado obtenido.

En el anexo D se muestra una tabla con los mejores resultados para cada temperatura y razon de
mezcla biomasa/LI, indicando a que tiempo de pretratamiento y a qué tiempo de SSF corresponden, tanto
para el PIL, como para el control positivo y para el control negativo.

A continuacién, se analizaran los resultados obtenidos segin lo expuesto anteriormente.
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1.1 Estudio del efecto del Tiempo de SSF

Para comenzar, se estudio el rendimiento porcentual obtenido en los experimentos, con el objetivo
de determinar el tiempo de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) que entregue la mayor
cantidad de etanol respecto del etanol potencial. Este se calcul6 a partir de la totalidad de glucosa presente
en la celulosa que estd contenida en los residuos de eucalipto. Ademas, se considerd la diferencia
porcentual entre los rendimientos de cada tiempo estudiado, para determinar el tiempo de SSF mas
adecuado en caso de escalar un proceso de produccion de bioetanol.

Se evaluaron muestras obtenidas a las 0, 24, 48 y 72 horas de SSF utilizando material pretratado
con PIL a 110 °C (caso base).La Figura 11l — 1 muestra los rendimientos porcentuales obtenidos para las
razones biomasa/LI: 1/3, 1/6 y 1/10, luego de 1, 3 y 5 horas de pretratamiento.

a Rendimiento Porcentual b Rendimiento Porcentual
Razén biomasa/LIl = 1/3 Razén biomasa/Ll = 1/6
25 25
. 20 — 20
3 g
=} 8
§ 15 5 15
= £
-_g 10 g 10
[} (<)
o 5 | x 5

o
|
o

24 48 72 24 48 72

Tiempo de SSF[h] Tiempo de SSF[h]

Tiempo de pretratamiento Tiempo de pretratamiento
m1h m3h ®w5h m1h m3h =5h

C Rendimiento Porcentual
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N
(8]

N
o

=
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=
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Rendimiento [%0]

[&)]

o
1
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Figura I11-1: Rendimiento porcentual respecto de lo potencial para cada razén biomasa/L 1, en base a
muestras de SSF con material pretratado a 110°C en las tres razones biomasa/L1 y los tres tiempos de
pretratamiento mencionados en la figura.

Se observa que en la mayoria de los casos, a las 24 horas de SSF el rendimiento porcentual no

supera el 5%, excepto para el material pretratado por 3 horas a la razén biomasa/L1 1/10 (Figura Il — 1.c)

que alcanza cerca del 10% de rendimiento. Por otro lado, a las 72 horas de SSF solo en una ocasion se
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supera el 20% de rendimiento (Figura Il — 1.c), estando generalmente entre 10 y 15%, incluso menor.
Aun siendo bajo el rendimiento tras un dia de SSF, la diferencia entre las 24 y las 72 horas no supera el
10% de rendimiento, por lo que si se disefia un proceso de produccion de bioetanol, seria conveniente
realizar el proceso cada 24 horas y repetirlo. El efecto del tiempo de pretratamiento y de la razén
biomasa/L | en las concentraciones finales de etanol se discutiran mas adelante.

Comparativamente con lo mostrado por Oloffson et al. ¥, los rendimientos antes mencionados
son inferiores a lo producido por otros tipos de pretratamiento. EI mayor de ellos es el obtenido en paja de
cebada pretratada con explosion de vapor y sacarificada y fermentada a 35 °C, donde el etanol alcanz6 un
63% de rendimiento y 22,1 g/l de etanol. Puede que la diferencia radique, ademas del tipo de
pretratamiento, en la temperatura de SSF, ya que se sabe que la temperatura ptima para la S. cereviseae
es cercana a los 30 °C ¥ a diferencia de los 40 °C utilizados en este estudio.

Complementariamente, para determinar el tiempo de SSF que entrega mayor cantidad de etanol,
se determiné la productividad de etanol por hora de SSF (g/hssg). Esto Gltimo es importante ya que el
proceso de produccion (en particular, la SSF) requiere mantener en el tiempo ciertas condiciones de
temperatura, lo que consume energia y, a su vez, puede aumentar los costos de produccién, disminuyendo
su factibilidad economica.

La productividad es un pardmetro interesante al momento de disefiar un proceso de produccion de
bioetanol, ya que a pesar de que la concentracion obtenida a las 72 horas de SSF deberia ser siempre
mayor que tiempos menores, la productividad por hora de SSF indica si el proceso se debe realizar por
dichas horas o efectuar procesos mas cortos en el mismo intervalo de tiempo.

Se evaluaron muestras obtenidas luego de 0, 24, 48 y 72 horas de SSF utilizando material
pretratado con PIL a 110 °C. La Figura Ill — 2 muestra la productividad obtenida para las razones
biomasa/LIl: 1/3, 1/6 y 1/10 respectivamente, luego de 1, 3 y 5 horas de pretratamiento. Es importante
mencionar que no se considero el tiempo 0 de SSF, ya que solo indica la concentracion de etanol que se
genera en el pretratamiento, ademas de hacer imposible el analisis de productividad (se indetermina).
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Figura I11-2: Productividad por hora de SSF para cada razon biomasa/L |, en base a muestras de SSF con
material pretratado a 110°C en las tres razones biomasa/L 1 y los tres tiempos de pretratamiento mencionados
en la figura.

En primer lugar, se puede observar que en los tres casos, el maximo global de productividad en
cada razén biomasa/L| se encuentra a las 24 horas de SSF (para mas detalle de valores maximos, ver
anexo D). Por otro lado, en 6 de los 9 casos mostrados en la figura Il — 2la tendencia es decreciente, 2 de
ellos se mantienen en sus valores y 2son crecientes. Con todo lo anterior, se deduce que el tiempo de SSF
que entrega mayor concentracion de etanol por hora de SSF se encuentra a las 24 horas. A pesar de que es
posible encontrar valores maximos productividad a las 72 horas de SSF, estas ocasiones son las minimas y
menores que el maximo global por cada razén biomasa/L.

Lo anterior se basa en el hecho de que se estd midiendo la concentracion generada por hora de
SSF. La diferencia ente las 0 y 24 horas de SSF es sustancial, debido a que al inicio no existe etanol (o
esta en concentraciones despreciables) y luego de 24 horas se incrementa notoriamente, como se observa
en la figura Il — 3. Transcurridas 48 horas de SSF, si bien existe un aumento de la concentracion de etanol
respecto de las 24 horas, este no es tan significativo como en primer incremento, por lo que el aporte de
cada hora de SSF disminuye. Lo mismo sucede con las 72 horas respecto de las 48 horas, donde la
contribucion de cada hora de SSF es ain menor.
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Figura I11-3: Concentraciones obtenidas por dia de SSF para cada razon biomasa/Ll, en base a muestras de
SSF con material pretratado a 110°C en las tres razones biomasa/L1 y los tres tiempos de pretratamiento
mencionados en la figura. Barras de error indican la desviacién estandar de cada muestra.

La disminucién en el incremento de la concentracion puede ocurrir ya que transcurrido cierto
tiempo de SSF se comienza a agotar la celulosa disponible para hidrolizar, debido al efecto del
pretratamiento, lo que agota también los azucares fermentables y, por ende, el aumento de la
concentracion de etanol. Para probar lo anterior, se realizaron mediciones de azUcares reductores y de
glucosa, los cuales disminuyen al aumentar el tiempo de SSF, como se puede observar en la figura 11l — 4.
Es importante mencionar que si bien la concentracion de azlcares reductores no se anula al aumentar el
tiempo de SSF, si se ve disminuida con el incremento del tiempo. Caso contrario sucede con la
concentracién de glucosa, donde esta disminuye notoriamente conforme aumenta el tiempo de SSF.

Con lo anterior, se deduce que los bajos rendimientos en la SSF mencionados en la primera parte
de este apartado no se deben a problemas en el proceso de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea, si
no que a baja liberacion de celulosa en el pretratamiento.
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Figura I11-4: Concentracion de azUcares reductores y glucosa luego de cada dia de SSF, en base a muestras de

SSF con material pretratado a 110°C en las tres razones biomasa/L1 y los tres tiempos de pretratamiento

mencionados en la figura.
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El analisis del efecto de la cantidad de LI utilizado y de tiempo durante el pretratamiento se
analizara en el punto I11.3 de este capitulo, por medio de la productividad g/g L1y g/Npretratamiento-

Por lo anterior, los siguientes analisis se realizaron en base a los resultados obtenidos para las
muestras con 24 horas de SSF. Ademéas, dados estos indices, puede ser recomendable realizar
experimentos por menos tiempo de SSF (gj.: 3, 6, 12, 18 horas).

11.2. Efecto de la Temperatura de pretratamiento

Para estos experimentos se pretratd la biomasa a 70 °C y 110 °C. Para cada temperatura y dados
los resultados anteriormente expuestos, se buscaron las maximas concentraciones de etanol y el maximo
de rendimiento para las 24 horas de SSF (independientemente del tiempo de pretratamiento) y se
compararon entre las distintas temperaturas, como muestra la figura 111 — 5:

a Pretratamientoa 70 °C b Pretratamientoa 110°C

1,6 12

_ 14 ’ L 10
So12 S
2 )
— c = b=
é .9 \g T I L 6 .5
T g I J— §
Q 20 S . -4 2
L ) L o]
m . 7 2 D:

- -0
1/3 1/6 1/10 1/3 1/6 1/10
Razén Biomasa/LlI Razdén Biomasa/L |
| | Protico = C- LI Préticorend C-rend mm | | Protico = C- LI Prético rend = C-rend

Figura I11-5: Maximas concentraciones (g/l) de etanol (barras, eje izquierdo) y rendimientos porcentuales
(lineas, eje derecho) obtenidos para las distintas temperaturas de pretratamiento. Corresponden a maximos
valores a partir de material pretratado a 1, 3y 5 horas con PIL, no necesariamente en orden. El control
negativo (C-) corresponde a las concentraciones de etanol obtenidas a partir de material sin pretratamiento.
Barras de error indican la desviacion estandar de cada muestra.

En primer lugar, se observa que tanto para el material pretratado con PIL como para el material
sin pretratar, las concentraciones y los rendimientos porcentuales obtenidos son mejores para 110 °C
(Figura 111 — 5.b) que para 70 °C (Figura Ill — 5.a).

Por otro lado, para el material pretratado con PIL a 110 °C, tanto las concentraciones de etanol
como los rendimientos porcentuales son superiores que los obtenidos en el material sin pretratamiento.
Caso contrario sucede en los resultados con pretratamiento a 70 °C, donde el material sin pretratar genera
mejores resultados que el material pretratado con PIL para las tres razones biomasa/LI. Sin embargo, la
desviacion estandar de los resultados es alta, sobre todo para las muestras obtenidas con razon biomasa/L |
de 1/6 en ambas temperaturas, por lo que la precision de los valores encontrados es baja y pueden ser no
representativos.
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Lo anterior es analogo a lo observado en estudios previos de material pretratado con [EMIM]
[Ac]. Sang et al. indicd que el incremento en la temperatura de pretratamiento genera un aumento en la
perdida de cristalinidad de la biomasa pretratada con este AIL ¥%. Similar comportamiento puede tener el
2 — HEAA con el incremento de la temperatura, disminuyendo mas facilmente la cristalinidad de la
biomasa, liberando celulosa y haciendo mas facil el acceso de las enzimas en la etapa de hidrolisis
enzimatica.

Los resultados expuestos coinciden con lo esperado. Como se indica en el estudio de L.
Martinez™, el material pretratado a 70 °C por 30 y 60 minutos genera rendimientos muy bajos en la
sacarificacion, incluso menores que el material sin pretratamiento, alcanzando rendimientos del 2%. Como
ahi se indica, esto se puede deber a queel anion acetato interactia con la lignina s6lo a mayores
temperaturas de operacion o porque el cation 2-hidroxietilamonio no es capaz de interactuar con la
celulosa, por lo que ésta se mantuvo cristalina a 70°C. Por ello, resulta interesante estudiar la misma
temperatura con mayores tiempos, de modo de determinar si al dejar la biomasa en contacto con el LI
durante mas tiempo, las concentraciones obtenidas son similares a los resultados obtenidos a 110 °C.

Segun lo anterior, se determina que 70 °C es una temperatura ineficiente para pretratar la madera,
ya gue en ningun caso se supera el 5% de rendimiento, y las concentraciones de etanol obtenidas son
bajas (menor al material sin pretratar).

En el estudio de L. Martinez ™ al pretratar el material por 30 y 60 minutos a 70°C, se obtuvieron
rendimientos porcentuales cercanos a 2% Comparativamente, si se aumenta el tiempo de pretratamiento a
3 0 5 horas los rendimientos aumentaron hasta un 5% (Figura Ill — 5.a), por lo que se obtuvo un
incremento de los rendimientos a 70 °C de cerca de un 3%. Lo anterior, significa que a pesar del aumento
del tiempo en el pretratamiento, no hubo un incremento significativo en la produccion de bioetanol
pretratando a 70 °C por mas tiempo.

Aun siendo los rendimientos inferiores al 12%, el material pretratado a 110 °C genera mayor
concentracion de etanol que el material sin pretratamiento a la misma temperatura, por lo que es una
temperatura eficiente si se requiere aumentar la concentracion obtenida de bioetanol. Este rendimiento
equivale a generar 37 | EtOH/ton de material pretratado con PIL.

Es recomendable estudiar mayores temperaturas de pretratamiento con mayores razones
biomasa/L1, para comprobar si un aumento de la cantidad de LI en conjunto con mayor temperatura puede
generar mayor cantidad de etanol. Estas temperaturas no pueden superar los 130 °C, ya que mayores
temperaturas de pretratamiento pueden degradar el PIL segin datos de la literatura ¢!,

11.3. Efecto del tiempo y de la razén biomasa/L| en el pretratamiento.

Para el siguiente analisis se compararon los resultados obtenidos a partir de SSF por 24 horas con
material pretratado durante 1, 3 y 5 horas con razones biomasa/L | de 1/3, 1/6 y 1/10 (en p/p), en base a 1
gramo de biomasa himeda. En la Figura Il — 6 se muestran los resultados de las concentraciones
obtenidas luego de los tres tiempos de pretratamiento en las razones biomasa/L | establecidas.
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Figura I11-6: Concentracion de etanol luego de 24 horas de SSF utilizando material pretratado a 110 °C en los
tiempos y razones biomasa/L | correspondientes. La figura a. muestra la concentracion para material
pretratado con PIL. La figura b. muestra la concentracion utilizando material si pretratar (control negativo).

En primer lugar, es posible ver que en la mayoria de los casos, el material pretratado con PIL
genera mayor cantidad de etanol que el material sin pretratamiento (control negativo). Esto solo no se
cumple para el material pretratado por 5 horas con una razon biomasa/L| de 1/3 (Figura Il — 6). Lo
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anterior cumple con lo esperado, ya que las condiciones elegidas para evaluar los resultados (24 h de SSF
y 110 °C), deberian generar mayores concentraciones de etanol para el material pretratado con PIL que
para el material sin pretratar (control negativo), segun lo observado en las secciones anteriores de este
capitulo.

A pesar de no tener la concentracion mas alta de etanol, la mayor diferencia porcentual entre el
material pretratado con PIL y el control negativo se dio para las 5 horas de pretratamiento en la razén 1/10
(Figura 11— 6), siendo un 192% superior el PIL frente al material sin pretratamiento.

Las diferencias porcentuales entre lo producido por el material sin pretratamiento y el pretratado
con PIL se ven en la Tabla 1l — 2. Estos porcentajes indican cuan superior es la concentracion de etanol
utilizando material pretratado con PIL que utilizando material sin pretratar.

Tabla 111-2: Diferencias porcentuales’ entre las concentraciones obtenidas con el material sin pretratamiento y
material pretratado con PIL a 110 °C en cada tiempo de pretratamiento y para cada razén biomasa/L .

Tiempo de pretratamiento [h]
Razon biomasa/LI 1 3 5
1/3 18% 3% -10%
1/6 13% 30% 70%
1/10 2% 55% 192%

Respecto de las diferencias porcentuales entre las concentraciones de etanol mostradas en la Tabla
Il — 2, se puede observar que las diferencias entre lo producido por el material sin pretratar y el material
pretratado con PIL en las razones biomasa/LI de 1/6 y 1/10 son crecientes con el tiempo de
pretratamiento. Lo anterior concuerda con lo esperado, ya que mayores tiempos de pretratamiento
deberian generar mayores concentraciones de etanol.

En cuanto al comportamiento observado para la razon 1/3, las diferencias porcentuales
disminuyen con el tiempo, llegando incluso a ser negativo (debido a que el material sin pretratar genero
mas etanol que el material pretratado con PIL). En este caso, la razon pequefia de biomasa/L| puede
generar problemas en la interaccion biomasa — LI, debido a que existirian problemas de transferencia de
masa al ser poca la cantidad de PIL. Al aumentar el tiempo de pretratamiento, puede que el LI no degrade
la lignina de la biomasa si no que comience a degradar la celulosa a glucosa, la que posteriormente queda
disuelta durante el lavado y se elimina al separar el sobrenadante.

Respecto de la concentracion de etanol en cada razon biomasa/LI, no se cumple ningln patron de
comportamiento estandar al aumentar el tiempo de pretratamiento (Figura Il — 6.a). Se esperaria que los
resultados fuesen similares a lo que ocurre en la razon 1/6, ya que a mayor tiempo de pretratamiento
deberia haber mayor liberacion de celulosa, a la vez de mayor cantidad de azlcares fermentables y por
Gltimo, mayor generacion de etanol.

La mejor concentracién de etanol para material pretratado con PIL se dio para la razén 1/10 con 3
horas de pretratamiento (Figura Il — 6.a), y no para 5 horas, como era de esperar. En la Figura Ill - 7 se
observa las concentraciones de azlcares reductores y glucosa para 1, 3 y 5 horas de pretratamiento con la
razén 1/10. Se observa que si bien los azucares reductores aumentan conforme lo hace el tiempo de
pretratamiento, la cantidad de glucosa a las 3 horas de pretratamiento es mayor que la cantidad a las 5

fcalculo de diferencias porcentuales en anexo F.b.6
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horas. Este comportamiento puede deberse a que 5 horas de pretratamiento pueden generar una
degradacion de la celulosa a glucosa y pérdida de ésta durante el lavado, como fue explicado
anteriormente. Es por esto que seria recomendable probar con 3 y 5 horas de pretratamiento con otras

razones biomasa/L | (tanto mayores y menores), de modo de corroborar en qué conjunto de condiciones la
celulosa se comienza a degradar.

Concentraciénde azucares

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0 - —

1 3 5
Tiempo de pretratamiento [h]

Concentracion [g/l]

B AzU(cares reductores ™ Glucosa

Figura I11-7: Concentracion de azlcares reductores y glucosa luego de 24 horas de SSF utilizando material
pretratado con PIL en razén biomasa/LIl de 1/10 durante los tres tiempos de pretratamiento mencionados en
el gréfico.

Por otro lado, como se observa en la Figura Il — 6.a, las concentraciones de etanol para el material
pretratado con PIL durante 1h, disminuyen al aumentar la razon biomasa/LI. Este resultado no concuerda
con lo esperado, ya que independiente del tiempo de pretratamiento, la concentracion de etanol obtenida
deberia aumentar conforme se incrementa la cantidad de LI utilizado. Contrariamente, es posible observar
un aumento de la concentracion de etanol al aumentar la razon biomasa/LIl si la biomasa es pretratada
durante 3 y 5 horas, ya que en ambos casos, al aumentar la cantidad de LI utilizado, aumenta también la
cantidad de etanol generada. Este aumento se observa significativamente en el material pretratado por 3
horas con razon 1/10 respecto de la razon 1/6, siendo un 73% superior.

En la Figura Il - 8 se muestra los resultados de los rendimientos porcentuales obtenidos para
cada hora de pretratamiento, respecto de cada una de las tres razones biomasa/L| pretratando a 110 °C,
tanto para lo obtenido a partir de material pretratado con PIL como el material sin pretratar.
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Figura I11-8: Rendimientos porcentuales de etanol luego de 24 horas de SSF utilizando material pretratado a
110 °C en los tiempos y razones biomasa/L | correspondientes. La figura a. muestra los rendimientos
porcentuales para material pretratado con PIL. La figura b. muestra los rendimientos porcentuales utilizando
material si pretratar (control negativo).

Se puede observar en la Figura 11l — 8.a que el mayor de los rendimientos porcentuales se obtuvo
para las 3 horas de pretratamiento con razén biomasa/Ll de 1/10, alcanzando el cerca del 10%. Cabe
destacar que las demas configuraciones no superan el 6% de rendimiento porcentual. Se puede observar
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ademas que los rendimientos porcentuales no siguen ningun patrén en funcién del aumento de la cantidad
de LI. Se esperaria que los rendimientos se incrementen al aumentar la cantidad de LI, tal como sucede en
el caso del material pretratado durante tres horas (Figura IIl — 8.a). Sin embargo, para el material
pretratado durante 1 h, el aumento de LI significo un descenso en el rendimiento obtenido, tanto para el
material pretratado con PIL como para el material sin pretratar. Mas aun, al pretratar la biomasa con la
razon biomasa/L | de 1/6 por 1h, el rendimiento es el mismo que tiene el material sin pretratar (2%).

En cuanto al pretratamiento por 5 h (Figura 111 — 8.a), al aumentar la cantidad de LI el rendimiento
porcentual aumenta, al contrario del material sin pretratamiento que disminuye su rendimiento porcentual.
Cabe mencionar que el control negativo sirve como referencia en los resultados de rendimiento solo para
el tiempo de pretratamiento y no para la razon biomasa/LI, ya que no cuenta con ningun tipo de solvente
de material lignoceluldsico (material sin pretratamiento).

Posteriormente, para determinar el mejor tiempo de pretratamiento, se calculd la productividad
por hora de pretratamiento (g/Npretratamiento), d€ Modo de determinar qué tiempo genera la mayor cantidad de
etanol por hora de pretratamiento. Se evaluaron muestras obtenidas luego de 24 horas de SSF, para
material pretratado durante 1, 3 y 5 horas a 110 °C de temperatura con razon biomasa/LIl de 1/3, 1/6 y
1/10.

Productividad por hora de pretratamiento

0,016

0,012 \

0,008 \

0,004 \

Productividad [g EtOH/h pret]

0,000

1 3 5
tiempo de pretratamiento [h]

Razo6n Biomasa/LI
——1/3 -#-1/6 1/10

Figura 111-9: Productividad de etanol por hora de pretratamiento (9/hpretratamiento) Obtenidos para material
pretratado a 110°C por el tiempo y las razones biomasa/Ll que se indican, y luego de 24 horas de SSF.

Se puede observar en la Figura Il - 9 que para las razones biomasa/L1 1/3 y 1/6, la productividad
g EtOH/hpretramiente decrece en funcion del aumento del tiempo de pretratamiento. A pesar que la
concentracion obtenida al pretratar en razon 1/3 es baja en todos los tiempos de pretratamiento (Figura Il1
— 6.2), se observa que la tendencia de la productividad es a disminuir en funcion del tiempo. Lo mismo
sucede con los resultados para la razén 1/6, donde la productividad cae al aumentar el tiempo de
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pretratamiento. Lo anterior cumple con lo esperado, debido a que las concentraciones de etanol obtenidas
luego de pretratar por 3 y 5 horas debian incrementarse con el aumento del tiempo de pretratamiento, lo
que no sucedid (Figura Il — 6.a). En cuanto a la razon 1/10, el comportamiento del parametro g
EtOH/Npretraamiento N0 cumple con la tendencia anterior, debido al importante crecimiento en la
concentracion a las 3 horas de pretratamiento y la caida en las 5 horas explicado anteriormente.

En la Tabla Il — 3 se encuentran los valores maximos, la concentracion alcanzada para tal valor y
el tiempo de pretratamiento aplicado a la muestra.

Tabla 111-3: Valores maximos obtenidos para el rendimiento g EtOH/hpretratamiento Y SU COrrespondiente
concentracion de etanol y tiempo de pretratamiento.

. Tiempo de Maximo .. | Rendimiento [| EtOH/
Razon ) .. Concentracion .
biomasa/L| | Pretratamiento productividad /1] ton de material
[h] [g EtOH/hpretratamiento] g pretratado]
1/3 1 0,015 0,75 19
1/6 1 0,007 0,35 8,9
1/10 3 0,010 15 37

Es posible ver que el maximo global se produce para la razon biomasa/L | de 1/3 luego de 1 hora
de pretratamiento. Coincidentemente, en el caso de la razén 1/6el valor mas alto también se obtiene luego
de 1 hora de pretratamiento. Distinto es el caso de la razén 1/10 donde su maxima productividad se
obtiene luego de 3 horas de pretratamiento.

Los valores de la Tabla 111 — 3 muestran que no se justifica pretratar la biomasa por mas de 1 hora,
si se considera la repetitividad del proceso. Esto ya que si bien la cantidad de etanol obtenida con mas
tiempo de pretratamiento es mayor, aumentar el tiempo de pretratamiento puede generar mayores costos
energéticos (debido a que se debe mantener la temperatura a 110 °C), costos que no se compensan con la
cantidad de etanol generado por hora. Por ejemplo, dados los valores por hora mencionados, en 3 horas se
podria procesar 0,045 g de etanol para la razdn biomasa/LI| de 1/3, superior a lo obtenido con 3 horas de
pretratamiento en razén 1/10 (0,03 g de etanol).

En el caso del tiempo de pretratamiento, es interesante estudiar los litros de etanol generados por
tonelada de material pretratado, mostrados en la Tabla Ill — 3. Como se puede observar, estos
rendimientos son muy bajos respecto a lo obtenido al pretratar la biomasa con AlL, que, segun lo obtenido
por L. Martinez®", puede llegar cerca de los 360 | EtOH/ton de material seco pretratado.

Por lo tanto, el tiempo recomendado para pretratar la biomasa con el PIL a 110 °C es de 1 hora,
debido a que las mayores productividades por hora de pretratamiento se obtuvieron luego de pretratar
durante 1 hora, como se observo en la Tabla 111 — 3.

Finalmente, para determinar la mejor razon biomasa/L 1, se establecid la productividad g EtOH/g
LI, de modo de determinar qué cantidad de LI genera la mayor concentracion de etanol. Se evaluaron
muestras obtenidas luego de 24 horas de SSF, para material pretratado durante 1, 3 y 5 horas a 110 °C de
temperatura con razén biomasa/Ll de 1/3, 1/6 y 1/10.La Figura Il — 10 muestra los resultados para la
productividad por gramo de LI utilizado.

36



Productividad por gramo de LI
0,005
0,004 A\
= \
g 0,003 N\
©
g 0,002 -\\ /.
> 1
>
e
o
& 0,001
0,000
1/3 1/6 1/10
Razén biomasa/L
Tiempo de pretratamiento
~—1h -W-3h 5h

Figura 111-10: Productividad de etanol por gramo de L1 utilizado (g/g L1) obtenidos para material pretratado
a 110°C por el tiempo y las razones biomasa/L | que se indican, y luego de 24 horas de SSF.

En cuanto a la productividad de etanol por gramo de LI utilizado (g/g LI), como se puede ver en la
Figura 111 — 10 los valores maximos se encuentran en la razén biomasa/L|1 de 1/3 para los tres tiempos de
pretratamiento, alcanzando valores de 0,0042, 0,0033 y 0,0026 g EtOH/g LI, paral h, 3 hy 5 h de
pretratamiento, respectivamente.

Para el material pretratado por 1 h y 5 h, el aumento de la cantidad de LI utilizado hace que la
curva de productividad sea decreciente. Distinto sucede en el caso del material pretratado durante 3 horas,
que para la razon 1/10 vuelve aumentar su productividad, alcanzando cerca de 0,0024g EtOH/g LI, similar
al maximo de productividad obtenido para la razon 1/3 pretratada por 1 horas. Ciertamente, es mas
conveniente realizar el pretratamiento por menos tiempo si las productividades son similares.

Para este parametro y segun los valores maximos antes mencionados, los litros de etanol
generados por tonelada de material pretratado con PIL para la razon biomasa/LI de 1/3corresponden a 19,
11,8 y 15,2 | EtOH/ton de material pretratado durante 1, 3 y 5 horas, respectivamente.

Segun lo anterior, la razén biomasa/L| recomendada para realizar un proceso de produccion de

bioetanol de segunda generacion es de 1/3 (en p/p). Esto coincide con lo reportado en trabajos anteriores
[25]

En el anexo E se encuentran las tablas con los resultados generales para cada conjunto de
condiciones evaluadas.
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11.4. Comparacion entre los pretratamientos con PIL y AIL

En este caso, se compar6 el comportamiento del AIL (C+ [EMIM] [Ac]) para 110 °C y 3 horas de
pretratamiento para las 3 razones biomasa/LIl, luego de 24 horas de SSF. Los resultados de concentracion
de etanol y rendimiento porcentual respecto de lo potencial se muestran en la Figura 111 — 10:

Concentracion/Rendimiento [%] Etanol
110°C, 3h pretratamiento

60

30

EtOH [g/1]
o | ] N w SN (@) ] (o] ~ oo

Rendimiento [%0]

i 10
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1/3 1/6 1/10
Razon Biomasa/Ll

mmC- = | | Protico C+ =>«=C-rend = LI Protico rend C+rend

Figura I11-11: Concentracion (barras, eje izquierdo) y rendimiento porcentual (lineas, eje derecho) para
EtOH en distintas razones biomasa/L | aplicadas en el pretratamiento, luego de 24 horas de SSF El control
negativo (C-) corresponde a los resultados en la concentracion de etanol aplicando material sin
pretratamiento. El control positivo (C+) corresponde a los resultados en la concentracion de etanol aplicando
material pretratado con Liquido Iénico Aproético (AIL) [EMIM] [Ac].

Se puede observar en la Figura Il — 10 que la concentracion alcanzada por el control positivo
Ilego hasta los 7 g/l, logrando un 50% de rendimiento porcentual. Comparativamente con lo obtenido por
L. Martinez !, se obtuvo un rendimiento similar al sacarificar la biomasa por 60 minutos con razon
biomasa/L | de 1/3, llegando también al 50%. Asi mismo, en el estudio de Nazife et al (9] se obtuvo que el
rendimiento de la sacarificacion alcanzo el 65% luego de 72 horas. Si bien el rendimiento obtenido en este
caso para el [EMIM] [Ac] fue menor que lo reportado en la literatura, 50% de rendimiento sigue siendo un
valor alto respecto a otros AlLs utilizados en los pretratamientos. Tal es el caso del [EMIM] [CI] donde en
el estudio de L. Martinez se obtuvo un rendimiento de sacarificacion de 5,5% y en el caso de Nazife et al.
éste alcanzo un 26%.

También se observa en la Figura Ill — 10 que la concentracion de etanol para pretratamiento con
AIL fue siempre mejor que el resultado para pretratamiento con PIL?, siendo superior el AIL en un
358%para la razon biomasa/L | de 1/3, 58% superior para la razén 1/6 y 382% superior para la razon 1/10.
Aqui se puede ver quelas diferencias porcentuales para las razones 1/3 y 1/10 son practicamente iguales

9Calculo de diferencias porcentuales en el anexo F.h.6.
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(358% y 382% respectivamente), lo que significa que a pesar de que se agregue mas LI, la diferencia entre
el etanol producido por el PIL y el AIL cumplird con una relacién directa (la diferencia seria constante).

Era de esperar que la mayor diferencia porcentual se encontrara en la razon 1/10, debido a que al
haber mayor cantidad de LI, existe mayor interaccion entre la matriz lignocelulésica y los iones del L1, lo
que produciria mayor rompimiento de la lignina y liberacién de celulosa. Con el resultado obtenido se
muestra que el nivel de interaccion aumenta de igual manera para los dos LI al aumentar la cantidad
utilizada en el pretratamiento.

Por otro lado, si se compara la concentracién mostrada en la Figura Ill — 10 para cada raz6n
biomasa/L I, se observa que el AIL en la razén 1/3 genera cerca de un 70% menos etanol que la razén
1/10, como era de esperar. En este sentido seria recomendable estudiar la factibilidad econdmica de un
proceso de produccion con ambas cargas de LI para determinar si la superioridad en generacion de etanol
de la razén 1/10 compensa el costo de utilizar tal cantidad de L.

Respecto al material sin pretratar (control negativo, (C-) Figura Ill — 10), las diferencias
porcentuales entre las concentraciones de etanol muestran que la generacion al utilizar biomasa pretratada
con AIL es mucho mejor que al utilizar biomasa sin pretratar, siendo superior el pretratamiento con AIL
para la razén biomasa/L1 de 1/3 en un 373% que el material sin pretratar, 105% superior para la razon 1/6
y 649% superior para la razon 1/10. En el caso del PIL, las diferencias porcentuales entre las
concentraciones muestran que el material pretratado con PIL en razon 1/3 es en un 3% mejor que el
material sin pretratar, 29% en el caso de la razon 1/6 y 55% superior en el caso de la razon 1/10. Asi, es
posible ver que el material sin pretratar género menor concentracion de etanol que el material pretratado
tanto con PIL como con AlL.

Se utilizd en el andlisis la productividad de etanol por gramo de LI (g/g LI). Los mejores
resultados de este parametro se muestran en la tabla 111 — 3:

Tabla I11-4: Mejores valores de productividad por gramo de LI para cada tipo de L1 estudiado y las
condiciones de operacion correspondientes, para material pretratado a 110 °C de temperatura y 24 horas de

SSF.
Liquido i6nico [g etanol/g LI] Tiempo pretratamiento [h] | Razon biomasa/LI
AlL 0,014 1 1/6
PIL 0,005 1 1/3
Un punto importante a considerar es el costo del liquido i6nico. En la Figura Il — 10 se observa

que el rendimiento porcentual del PIL para la razon 1/10 es cercano al 10% y en el caso del AIL a razén
1/3 es de 15%. Esto que indica que utilizar PIL en mayor cantidad genera casi el mismo rendimiento que
utilizar AIL en menor cantidad. En el caso de la productividad de etanol por gramo de L1, la diferencia es
mas notoria (Tabla Il — 3), pues si se utiliza el doble de AIL que de PIL se genera casi el triple de etanol
por gramo de LI. Sin embargo, el costo del AIL es cerca de 50 veces mayor al costo del PIL, por lo que en
caso de disefiar un proceso de produccion de bioetanol, es conveniente evaluar el precio de ambos liquidos
idnicos y realizar un trade-off entre estos y la cantidad de etanol obtenida para cada uno de ellos,
considerando ademas las otras ventajas que tiene el PIL sobre el AlL.

Finalmente, es importante mencionar el volumen de etanol generado por cada tonelada de material
pretratado con AIL y con PIL. En el mejor de los casos (razon 1/10), este valor corresponde a 179 | EtOH/
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ton de material pretratado con AL, superior a lo obtenido por el material pretratado con PIL que alcanza
37 | EtOH/ton de material pretratado en las mismas condiciones. Es importante mencionar que en el
trabajo de L. Martinez " se realizé una SSF durante 96 horas con material pretratado con [EMIM] [Ac],
obteniendo un rendimiento de 412 | EtOH/ton de material pretratado, rendimiento que comparativamente,
es superior a lo obtenido en este estudio. Esta diferencia se puede deber a que los resultados de este
experimento presentaron una alta desviacion estandar.

11.5. Discusion general

Las concentraciones de etanol obtenidas para el material pretratado con PIL alcanzaron un
maximo de 3,1 g/l (22% de rendimiento). En el caso del material pretratado con AIL este valor llego hasta
9,2 g/l (65% de rendimiento). En cuanto al material sin pretratar, el maximo de concentracion obtenido fue
de 2,5 g/l (18% de rendimiento). Todas estas concentraciones fueron obtenidas para 110 °C con razon
biomasa/L1 de 1/10 luego de 72 horas de SSF.

Luego de hecho el estudio, se determina que las condiciones que mejor funcionan en el
pretratamiento de biomasa lignocelulésica con 2 — HEAA (liquido idnico prético), se obtienen luego de 1
hora de pretratamiento, 110 °C de temperatura, razon de biomasa/L| de 1/3 y aplicando una SSF por 24
horas.

Esta combinacion de condiciones no significé el maximo de concentracién de etanol de los
ensayos realizados con PIL, si no que se basa en la repetitividad del proceso de pretratamiento y SSF, y
considerando que realizar estos procesos no solo generan gastos en insumos de LI y materia prima, sino
que también generan un costo energético al requerir ciertas condiciones de operacion especificas. Seria
recomendable realizar un modelo factorial de modo de determinar qué condiciones en conjunto producen
la mayor cantidad de bioetanol, con las interacciones que no fueron consideradas en el anélisis realizado.

Entonces, en las condiciones antes mencionadas, los mejores valores de productividad obtenidos
de cada variable fueron los siguientes:

- Por hora SSF: 0,0012 g EtOH/hssr
- Por hora de pretratamiento: 0,015 g EtOH/hyretratamiento
- Por gramo de PIL: 0,0043g EtOH/g LI

Con estos datos y un disefio factorial, seria posible obtener una productividad en g EtOH/h al
determinar la interaccion entre estas variables y su contribucion en la concentracion final de etanol por
hora de proceso. Por esto, seria de utilidad modelar una funcién de costos que involucre las variables del
proceso, tanto las condiciones de operacion estudiadas en este trabajo, como la energia, los insumos
necesarios y el etanol producido, de modo de poder optimizar esta funcién y obtener el maximo beneficio.

Es por esto que se recomienda realizar un estudio de factibilidad econdmica posterior a estos
resultados, que pueda determinar si las bajas concentraciones y rendimientos de etanol obtenidos pueden
ser compensados con una reduccién en el costo del insumo LI, considerando también el gasto energético
del proceso.
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I\VV. Conclusiones

Debido al agotamiento de las reservas de combustibles fosiles y la creciente demanda de consumo,
al cambio climatico producido por los gases de efecto invernadero y al cada vez mayor interés de los
paises de independizarse energéticamente, es que surge la motivacion para el estudio de nuevas fuentes de
energias no convencionales. Una de las fuentes de energia alternativa son los biocombustibles, entre ellos,
el bioetanol de segunda generacion, a partir de biomasa lignocelulésica. Este tipo de fuente de biomasa
requiere de un pretratamiento que, entre otras formas, puede realizarse mediante la utilizacion de liquidos
idnicos (LI).

El trabajo realizado consistio en evaluar el proceso de produccion de bioetanol, variando
condiciones de operacion tanto en el pretratamiento con LI (tiempo, temperatura, razon biomasa/LI
utilizado) como en la Sacarificacion y Fermentacién Simultaneas, SSF (tiempo).

Al evaluar las condiciones de pretratamiento con el liquido i6nico prético (PIL, por sus siglas en
inglés) Acetato de 2- hidroxietilamonio (2 — HEAA) que generen la mayor produccién de etanol luego de
la SSF, se determind que las condiciones que logran este objetivo en el pretratamiento de biomasa
lignoceluldsica, se obtienen luego de 1 hora de pretratamiento a 110 °C con razon de biomasa/L| de 1/3 y
luego de aplicar una SSF por 24 horas. Las condiciones antes mencionadas produjeron 0,47 g de etanol
por litro. Si bien no es la mayor concentracion obtenida, es en estas condiciones que se obtiene el mayor
valor para la productividad por hora de pretratamiento, gramo de LI utilizado y hora de SSF.

Para la determinacion de estas condiciones se definid la productividad respecto del tiempo de
pretratamiento y SSF, y a la cantidad de LI utilizado. Esto Gltimo es importante ya que el proceso de
produccién requiere mantener en el tiempo ciertas condiciones de temperatura, 1o que consume energia y,
aumenta los costos. Esto ultimo, sumado al costo de adquirir cierta cantidad de LI puede disminuirla
factibilidad econdmicade producir bioetanol de segunda generacion. Seran Utiles estos parametros al
momento de realizar un trade — off entre el alto costo del AIL respecto a la alta cantidad de etanol
producida, y el bajo costo del PIL (50 veces menor) respecto a los bajos rendimiento obtenidos.

Por otro lado, se estudi6 el tiempo de SSF para 0, 24, 48 y 72 horas. Nuevamente, se determiné la
productividad en funcién de la concentracién de etanol generada por cada hora de SSF, lo que arrojé que
el tiempo recomendable al realizar una SSF es de 24 horas, considerando la posible repeticion del proceso.

Entonces, en las condiciones antes mencionadas, las mejores productividades obtenidas de cada
variable fueron los siguientes:

- Por hora SSF: 00012 g EtOH/hsse
- Por hora de pretratamiento: 0,015 g EtOH/hyretratamiento
- Por gramo de PIL: 0,0043 g EtOH/g LI

Ademas, fue posible demostrar que comparativamente, el liquido idnico aprotico (AIL) Acetato de
1-etil-3-metilimidazol ([JEMIM] [Ac]) es muy superior al PILAcetato de 2 — hidroxietilamonio (2-HEAA),
siendo superior hasta en un 382% respecto a lo obtenido pretratando con PIL. Luego de la SSF, este
altimo genera en el mejor de los casos un 10% de rendimiento porcentual para el pretratamiento durante 3
horas, a razon biomasa/L1 de 1/10, en comparacion al 50% obtenido por el pretratamiento con AIL a 110
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°C. Es interesante mencionar que, como se menciond anteriormente, es en estas condiciones donde el PIL
genera su mayor productividad

Finalmente, aunque el estudio de los liquidos i6nicos proticos aun se esta iniciando en el campo de
la degradacion de la matriz lignocelulésica, bajo las conclusiones obtenidas anteriormente se puede inferir
que el comportamiento del liquido i6nico prético 2 — HEAA aun dista mucho de lo obtenido por el AIL y
es insuficiente para ser aplicado industrialmente en el proceso productivo de bioetanol de segunda
generacion. Sin embargo, puede ser util hacer un estudio similar con otro PIL o realizar un estudio de
factibilidad econdmica con los datos entregados en este trabajo, de modo de determinar si, a pesar de los
bajos rendimientos, disminuyen los costos de produccion al ser este PIL més barato.
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Recomendaciones

e Alserel 2—-HEAA mas econémico que el [EMIM] [Ac], y porque produce mayor cantidad de etanol
que el material sin pretratamiento, se recomienda realizar un estudio técnico — econdémico del proceso
de produccion de bioetanol a partir de material pretratado con 2 — HEAA. Esto con el fin de
determinar si el ahorro en costos de insumo en cuanto al LI compensa los bajos rendimientos
obtenidos, ademas de considerar dentro del estudio los gastos energéticos que conlleva mantener las
condiciones de operacion.

e Se recomienda estudiar el mismo conjunto de condiciones de operacion con el PIL 2 — HEAF, dado
su buen rendimiento en el estudio realizado por Nazife et al. Luego de ello, podria ser conveniente
realizar el mismo estudio técnico — econdmico mencionado anteriormente.

e Se recomienda realizar futuros experimentos con tiempos menores a 72 horas de SSF, debido a que
los indices entregados en este estudio indican que la contribucion de una hora extra de SSF es poca si
se aumenta el tiempo de SSF por mas de 24 horas.

e Por lo anterior, seria recomendable realizar estudios en un intervalo de 0 a 24 horas de SSF, de modo
de encontrar el tiempo que entregue mayor concentracion por hora de SSF.

e Se recomienda realizar pretratamientos con razones biomasa/L | superiores a lo probado, debido a que
el precio del 2 — HEAA es cerca de 50 veces menor que el precio del [EMIM] [Ac]. Una vez
realizado esto, es recomendable realizar el estudio técnico — econdmico por las razones mencionadas
en el primer punto de este apartado.

e En este sentido seria recomendable estudiar la factibilidad econdmica de un proceso de produccion
con ambas cargas de LI para determinar si la superioridad en generacion de etanol de la razon 1/10
compensa el costo de utilizar tal cantidad de LI.

e Es recomendable modelar una funcion de costos que involucre las condiciones de operacion, la

energia consumida y los insumos necesarios, de modo de poder optimizar esta funcion y obtener el
méximo beneficio.
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ANnexos

A. Composicion porcentual de biomasa

En la tabla A — 1 se muestra la composicion porcentual de celulosa, hemicelulosa y lignina
presente en distintos tipos de biomasa.

Tabla A-1: Composicién de la distintos tipos de biomasa (Adaptacion L. Cuervo #2).

Material Lignocelulésica Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Madera dura 40-55 2440 18-25
Madera Suave 45-50 25-30 25-35
Céscara de nuez 25-30 25-30 30-40
Olote de maiz 45 35 15
Desechos de pastos 25-40 35-40 18-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Algodon 80-95 0 0
Papel periodico 40-55 25-40 18-30
Ejﬁf:gsde 2l G ass 60— 70 10-20 510
De_sechos solidos de aguas 8_15 ND 2429
residuales

Desechos animales (cerdos) 6 28 ND
Desechos sdlidos de ganado 16-47 14-3.3 2,7-5]7
Hierba Bermuda 25 35.7 64
Pastos de crecimiento rapido 45 314 12

En la tabla A — 2 se encuentra la composicién porcentual de compuestos lignoceluldsicos
presentes en el eucalipto.

Tabla A-2; Composicién quimica del residuo de Eucalipto (Adaptacion L. Martinez %)

Composicion
% Teorico | % Experimental
Lignina 17-20 18
Holocelulosa 75-85 77
Celulosa 40- 50 40
Hemicelulosa 37
Extraible 2-6 48
Ceniza 1 0,2

44



B. Estructuras Lignoceluldsicas

A continuacion, se presentan las principales estructuras que componen la biomasa lignocelulésica

Unidad de celobiosa !

CH,OH OH
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o
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cnon 0 cH,0H
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Figura B-1: Estructura de la celulosa 4]

CH;0H CH,CH CH,0H

OH

f}-D-glucopiranosa [3-D-manopuranosa u—D-galuctnpunnosa
Figura B-2: Estructura de las principales hexosas presentes en la hemicelulosa [24].
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a-D-xilanopranosa a-L-arabinofuranosa
Figura B-3: Estructura de las principales pentosas presentes en la hemicelulosa [24].
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Figura B-4: Estructura de los principales grupos aromaticos que componen la lignina [24].
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Figura B-5: Subestructuras de la lignina donde se muestran enlaces tipo éter p — O — 4y formas condensadas.
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C. Mecanismo de hidroélisis enzimatica

A continuacién se muestra graficamente el mecanismo de accion de las enzimas en la hidrolisis
enzimatica. La figura C — 6.A muestra la interaccion entre la red cristalina de celulosa y un sistema de
celulasas complejo (Endoglucanasas, exoglucanasas, cohesina, celobiosa), y la figura C — 6.B muestra la
misma interaccidn, pero con un sistema de celulasas no complejo (endoglucanasas, exoglucanasas y beta

glucosidasa).
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' 4
SN g 8 NS e
Enqgglucana Exoglucanasa (CelF/CelS) 3% Glucosa 5\\ Celobiosa
Ej%rlk:r?na) &) unida a dockerina /__ _ B
Exoglucanasa (CelE)unida a / Colgrpllgosacanition
Cohesi i
m ohesina e dockerina @ Endo Exoglucanasa
; glucanasa (CBHI)
Celobiosa/celodextrina fosforilasa
8 Beta "l Exoglucanasa
Modulo de unidn a carbohidrato {CBM) glucosidasa (CBHII

Figura C-1: Representacion esquematica de la hidrolisis de la celulosa amorfa y cristalina en el sistema de
celulasas complejo (A) y no complejo (B) 2.
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D. Mejores resultados para cada condicion

A continuacién se presenta la tabla resumen para los valores maximos de concentracion y los distintos rendimientos obtenidos para el analisis de
resultados. Se puede observar que exceptuando el rendimiento de la concentracion por hora de SSF (Gltima columna), la mayoria de los maximos se
obtienen a las 72 horas de SSF.

Tabla D-1: Valores maximos de los resultados obtenidos en cada experimento, tanto para la concentracién de etanol obtenido como para los rendimientos
calculados. HEAA corresponde a los resultados del pretratamiento con PIL. C+ corresponde al material pretratado con [EMIM] [Ac]. C- corresponde a
material sin pretratamiento.

Pre- N Rendimiento porcentual y productividades por parametro estudiado
tratamiento Muestra | Maximo etanol % | EtOH/ g EtOH/ g EtOH/ g EtOH/
ton pret Noret gLl hsse
. HEAA 3,1 725h | 22,1 | 725h 80 72 5h 0,04 721h | 0,005 | 725h | 0,0012 24 3h
11(/)10C C+ 9,2 723h | 64,7 | 723h 233 72 3h 0,11 721h | 0,015 | 723h | 0,0059 24 3h
C- 2,5 725h | 175 | 725h 63 72 5h 0,03 72 1h 725h | 0,0008 24 3h
) HEAA 1,3 725h | 9,2 | 725h 33 72 5h 0,01 725h | 0,004 | 725h | 0,0006 24 5h
111?6C C+ 7,6 723h | 5322 | 723h 191 72 3h 0,09 723h | 0,021 | 723h | 0,0036 24 1h
C- 1,2 483h | 8,1 | 483h 29 48 3h 0,02 48 3h 483h | 0,0005 48 3h
. HEAA 2,0 725h | 139 | 725h 50 72 5h 0,04 725h | 0,011 | 725h | 0,0006 24 1h
111(/)3C C+ 8,2 725h | 57,6 | 725h 207 72 5h 0,03 725h | 0,045 | 725h | 0,0048 24 5h
C- 1,8 725h | 139 | 721h 44 72 5h 0,02 72 5h 725h | 0,0006 24 5h
70 °C HEAA 1,3 725h | 9,4 | 725h 34 72 5h 0,01 725h | 0,002 | 725h | 0,0005 24 3h
1/10 C- 15 733h | 10,6 | 723h 38 72 3h 0,01 72 3h 723h | 0,0005 24 5h
70 °C HEAA 1,4 721h | 10,0 | 721h 36 72 1h 0,03 721h | 0,004 | 721h | 0,0004 48 1h
1/6 C- 1,2 723h | 8,2 | 723h 29 72 3h 0,02 72 3h 723h | 0,0005 48 5h
70 °C HEAA 1,4 725h | 9,7 | 725h 35 72 5h 0,02 725h | 0,008 | 725h | 0,0004 24 5h
1/3 C- 1,2 721h | 8,7 | 721h 31 72 1h 0,02 72 1h 721h | 0,0005 24 5h
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E. Resultados generales

Tabla E-1: Resultados de la SSF para material pretratado a 110 °C con razén biomasa/L | de 1/10.

Tiempo | Tiempo Muestra Etanol Rendimiento Productividad
SSF[h] | pret. [h] g/l % | | EtOH/ton pret | g EtOH/h,e | gEtOH/g LI | g EtOH/hssr
HEAA 0,1 0,5 2,0 0,002 0,0001
1 C+ 0,2 13 4,6 0,004 0,0003
C- 0,1 0,8 2,8 0,002
HEAA 0,9 6,4 23,1 0,006 0,0015
0 3 C+ 0,7 51 18,3 0,005 0,0012
C- 0,7 5,0 18,0 0,005
HEAA 0,3 18 6,6 0,001 0,0004
5 C+ 0,3 2,3 8,4 0,001 0,0006
C- 0,1 0,4 15 0,000
HEAA 0,2 15 5,4 0,004 0,0004 0,0002
1 C+ 11 79 28,4 0,022 0,0019 0,0009
C- 0,2 15 53 0,004 0,0002
HEAA 15 |103 37,0 0,010 0,0024 0,0012
24 3 Car 7,0 | 496 178,5 0,047 0,0117 0,0059
C- 0,9 6,6 23,8 0,006 0,0008
HEAA 0,7 51 18,5 0,003 0,0012 0,0006
5 C+ 0,0 0,0 0,0 0,000 0,0000 0,0000
C- 0,3 18 6,3 0,001 0,0002
HEAA 0,5 3,7 13,2 0,010 0,0009 0,0002
1 G 21 | 151 54,2 0,043 0,0036 0,0009
C- 0,6 39 14,2 0,011 0,0002
HEAA 21 | 145 52,2 0,014 0,0034 0,0009
48 3 C+ 8,7 |613 220,8 0,058 0,0145 0,0036
C- 16 | 114 41,1 0,011 0,0007
HEAA 15 | 10,6 38,0 0,006 0,0025 0,0006
5 C+ 0,6 44 16,0 0,003 0,0011 0,0003
C- 0,8 55 19,8 0,003 0,0003
HEAA 19 | 130 46,9 0,037 0,0031 0,0005
1 C+ 54 | 382 137,6 0,109 0,0091 0,0015
C- 15 | 10,7 385 0,030 0,0004
HEAA 22 | 156 56,0 0,015 0,0037 0,0006
72 3 C+ 92 | 647 232,7 0,061 0,0153 0,0026
C- 16 | 109 39,3 0,010 0,0004
HEAA 31 | 221 79,6 0,013 0,0052 0,0009
5 C+ 16 | 111 40,1 0,006 0,0026 0,0004
C- 25 | 175 63,1 0,010 0,0007
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Tabla E-2: Resultados de la SSF para material pretratado a 110 °C con razén biomasa/L | de 1/6.

Tiempo | Tiempo Etanol Rendimiento Productividad
Muestra
SSFE[h] | pret. [h] g/l % | | EtOH/ton pret | g EtOH/hye | g EtOH/g LI | g EtOH/hss
HEAA 0,3 2,1 7,7 0,006 0,0008
1 C+ 04 2,5 9,1 0,007 0,0010
C- 04 3,0 10,6 0,008
HEAA 0,2 1,4 51 0,001 0,0006
0 3 C+ 0,4 2,5 8,9 0,002 0,0010
C- 04 2,9 104 0,003
HEAA 0,5 3,3 119 0,002 0,0013
5 C+ 0,3 1,8 6,3 0,001 0,0007
C- 0,2 1,7 6,1 0,001
HEAA 0,35 2,5 8,9 0,007 0,0010 0,0003
1 C+ 4,3 30,3 109,0 0,086 0,0119 0,0036
C- 0,3 2,2 79 0,006 0,0003
HEAA 0,5 3,6 12,8 0,003 0,0014 0,0004
24 3 C+ 0,8 5,6 20,3 0,005 0,0022 0,0007
C- 0,39 2,7 9,9 0,003 0,0003
HEAA 0,7 4.8 17,1 0,003 0,0019 0,0006
5 C+ 2,9 20,1 72,2 0,011 0,0079 0,0024
C- 0,39 2,7 9,9 0,002 0,0003
HEAA 0,6 39 14,1 0,011 0,0015 0,0002
1 C+ 0,9 6,1 21,8 0,017 0,0024 0,0004
C- 04 3,0 10,9 0,009 0,0002
HEAA 04 2,5 8,9 0,002 0,0010 0,0001
48 3 C+ 2,1 14,4 52,0 0,014 0,0057 0,0009
C- 1,2 8,1 29,2 0,008 0,0005
HEAA 1,2 8,3 30,0 0,005 0,0033 0,0005
5 C+ 5,2 36,7 132,1 0,021 0,0145 0,0022
C- 0,8 55 19,8 0,003 0,0003
HEAA 0,49 34 12,3 0,010 0,0013 0,0001
1 C+ 0,8 59 21,3 0,017 0,0023 0,0002
C- 1,0 7,0 25,1 0,020 0,0003
HEAA 09 6,2 22,3 0,006 0,0024 0,0002
72 3 C+ 7,6 53,2 191,4 0,050 0,0210 0,0021
C- 0,8 54 19,5 0,005 0,0002
HEAA 1,3 9,2 331 0,005 0,0036 0,0004
5 C+ 6,2 435 156,7 0,025 0,0172 0,0017
C- 0,7 49 17,7 0,0 0,0002
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Tabla E-3: Resultados de la SSF para material pretratado a 110 °C con razén biomasa/L | de 1/3.

Tiempo | Tiempo Etanol Rendimiento Productividad
Muestra
SSF[h] | pret. [h] g/l % | |EtOH/ton pret | g EtOH/h,e | g EtOH/g LI | g EtOH/hssr
1 HEAA 0,3 2,1 7,7 0,006 0,0017
C- 0,2 1,3 4,6 0,004
HEAA 0,1 0,8 29 0,001 0,0006
0 3 C+ 0,1 0,8 2,8 0,001 0,0006
C- 0,2 1,4 51 0,001
HEAA 0,1 0,8 2,8 0,000 0,0006
5 C+ 0,2 1,6 5.8 0,001 0,0013
C- 0,1 0,8 2,8 0,000
1 HEAA 0,8 53 19,0 0,015 0,0042 0,0006
C- 0,5 3,8 13,7 0,011 0,0005
HEAA 0,5 3,3 11,8 0,003 0,0026 0,0004
24 3 C+ 2,1 15,0 54,0 0,014 0,0118 0,0018
C- 0,5 3,2 114 0,003 0,0004
HEAA 0,6 4,2 15,2 0,002 0,0033 0,0005
5 C+ 58 40,8 146,8 0,023 0,0322 0,0048
C- 0,7 4,7 17,0 0,003 0,0006
1 HEAA 1,0 73 26,2 0,021 0,0058 0,0004
C- 0,9 6,5 23,3 0,018 0,0004
HEAA 09 6,0 215 0,006 0,0047 0,0004
48 3 C+ 32 22,5 81,1 0,021 0,0178 0,0013
C- 1,1 79 28,4 0,007 0,0005
HEAA 1,1 75 27,0 0,004 0,0059 0,0004
5 C+ 5,6 39,7 142,7 0,023 0,0313 0,0023
C- 1,0 7,0 25,3 0,004 0,0004
1 HEAA 2,0 13,9 50,1 0,040 0,0110 0,0005
C- 1,2 139 29,4 0,023 0,0003
HEAA 1,3 9,3 33,6 0,009 0,0074 0,0004
22 3 C+ 3,0 20,8 75,0 0,020 0,0164 0,0008
C- 1,4 9,6 345 0,009 0,0004
HEAA 2,0 139 50,2 0,008 0,0110 0,0006
5 C+ 8,2 57,6 207,4 0,033 0,0454 0,0023
C- 1,8 12,3 444 0,007 0,0005
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Tabla E-4: Resultados de la SSF para material pretratado a 70 °C con razon biomasa/L.| de 1/10.

Tiempo | Tiempo Etanol Rendimiento Productividad
Muestra
SSFE[h] | pret. [h] g/l % | | EtOH/ton pret | g EtOH/h,e | g EtOH/g LI | g EtOH/hgge
1 HEAA 0,36 2,5 57 0,007 0,0006
C- 0,30 2,1 7,6 0,006
HEAA 0,27 19 6,8 0,002 0,0005
0 3 C- 0,10 0,7 25 0,001
HEAA 0,10 0,7 25 0,000 0,0002
> C- 0,42 3,0 10,6 0,002
i HEAA 0,35 2,4 8,7 0,007 0,0006 0,0003
C- 0,12 0,8 3,0 0,002 0,0001
24 3 HEAA 0,58 4,1 14,6 0,004 0,0010 0,0005
C- 0,47 3,3 11,9 0,003 0,0004
c HEAA 0,38 2,6 9,5 0,002 0,0006 0,0003
C- 0,65 4,6 16,5 0,003 0,0005
1 HEAA 0,54 3.8 13,6 0,011 0,0009 0,0002
C- 0,66 4,6 16,7 0,013 0,0003
48 3 HEAA 0,88 6,2 22,3 0,006 0,0015 0,0004
C- 0,30 2,1 7,6 0,002 0,0001
HEAA 0,49 35 12,4 0,002 0,0008 0,0002
> C- 0,75 53 19,0 0,003 0,0003
1 HEAA 0,56 39 14,1 0,011 0,0009 0,0002
C- 0,72 51 18,3 0,014 0,0002
- ) HEAA 0,98 6,9 24,8 0,007 0,0016 0,0003
C- 1,50 10,6 38,0 0,010 0,0004
5 HEAA 1,33 9 33,7 0,005 0,0022 0,0004
C- 0,44 3,1 11,2 0,002 0,0001
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Tabla E-5: Resultados de la SSF para material pretratado a 70 °C con razon biomasa/L| de 1/6

Tiempo | Tiempo Etanol Rendimiento Productividad
Muestra
SSF [h] | pret. [h] g/l % | |EtOH/ton pret | g EtOH/h,e | g EtOH/g LI | g EtOH/hssr
1 HEAA 0,09 0,6 2,2 0,002 0,000
C- 0,10 0,7 2,5 0,002
0 3 HEAA 0,11 0,8 2,8 0,001 0,0003
C- 0,13 0,9 3,3 0,001
5 HEAA 0,06 04 15 0,000 0,0002
C- 0,06 04 15 0,000
) HEAA 0,48 3,3 12,0 0,010 0,0013 0,0004
C- 0,51 3,6 12,9 0,010 0,0004
24 3 HEAA 0,38 2,7 9,6 0,003 0,0011 0,0003
C- 0,51 3,6 129 0,003 0,0004
HEAA 0,28 2,0 7,1 0,001 0,0008 0,0002
> C- 0,43 3,0 10,9 0,002 0,0004
1 HEAA 1,05 74 26,5 0,021 0,0029 0,0004
C- 0,98 6,9 24,8 0,020 0,0004
18 3 HEAA 0,81 5,7 20,4 0,005 0,0022 0,0003
C- 0,70 49 17,7 0,005 0,0003
5 HEAA 0,63 4.4 16,0 0,003 0,0018 0,0003
C- 1,11 78 28,1 0,004 0,0005
1 HEAA 1,42 10,0 36,0 0,028 0,0039 0,0004
C- 1,01 71 25,6 0,020 0,0003
22 3 HEAA 0,97 6,8 245 0,006 0,0027 0,0003
C- 1,16 8,2 29,4 0,008 0,0003
. HEAA 1,08 7,6 274 0,004 0,0030 0,0003
C- 0,86 6,1 21,8 0,003 0,0002
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Tabla E-6: Resultados de la SSF para material pretratado a 70 °C con razon biomasa/L| de 1/3.

Tiempo | Tiempo Etanol Rendimiento Productividad
Muestra
SSFE[h] | pret. [h] g/l % | |EtOH/tonpret | g EtOH/hye | g EtOH/g LI | g EtOH/hssr
HEAA 0,29 2,0 72 0,006 0,0016
! C- 0,06 04 15 0,001
HEAA 0,25 1,8 6,3 0,002 0,0014
0 3 C- 0,29 2,0 7.4 0,002
HEAA 0,26 1,8 6,6 0,001 0,0014
> C- 0,23 1,6 58 0,001
i HEAA 048 | 3,35 12,0 0,010 0,0026 0,0004
C- 044 | 3,10 11,2 0,009 0,0004
24 3 HEAA 049 | 345 12,4 0,003 0,0027 0,0004
C- 0,39 | 2,75 9,9 0,003 0,0003
c HEAA 050 | 3,52 12,7 0,002 0,0028 0,0004
C- 055 | 3,87 139 0,002 0,0005
1 HEAA 0,87 6,1 22,1 0,017 0,0048 0,0004
C- 1,01 7.1 25,6 0,020 0,0004
48 3 HEAA 0,49 3,5 124 0,003 0,0027 0,0002
C- 0,53 3,7 134 0,004 0,0002
HEAA 0,89 6,2 22,4 0,004 0,0049 0,0004
> C- 0,87 6,1 22,1 0,003 0,0004
1 HEAA 1,21 8,5 30,7 0,024 0,0067 0,0003
C- 1,24 8,7 314 0,025 0,0003
- ) HEAA 0,82 5,7 20,7 0,005 0,0045 0,0002
C- 1,20 8,5 30,4 0,008 0,0003
HEAA 1,38 9,7 35,0 0,006 0,0077 0,0004
> C- 1,14 8,0 28,9 0,005 0,0003
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F. Memoria de calculo

F.a. Célculo del etanol potencial

Para determinar la cantidad de etanol potencial presente en los residuos de eucalipto, es necesario
considerar siguiente reaccion:

Celulosa - nGlucosa

Si se considera que el eucalipto cuenta con un 40% de celulosa, que el nimero de monomeros de
glucosa en la celulosa (“n” de la reaccion anterior) es de aproximadamente 10.000 ™!y que el peso
molecular de la celulosa es de 1.296.000 g/mol °], es posible calcular la cantidad de glucosa potencial del
residuo de eucalipto si se utiliza 1gramo de esta biomasa, segun las siguientes formulas:

Celulosapotencial [g] = biomasa[g] * % de celulosa=1g *40% = 0,4 g

celulosapotencial [g] 049
Celul l[l= = =3,1*10""mol
ertosa [mo ] PMcelulosa 1.296.000% i motes
mo

Glucosa [mol] = n * Celulosa [mol] = 10.000 * 3,1 * 10~ moles = 3,1 x 1073 moles

Si se considera la reaccion de fermentacion mencionada en el capitulo 1.2.iii (ecuacion 2), se
puede ver que un mol de glucosa genera 2 moles de etanol, por lo que para calcular la cantidad de etanol
que se puede producir se utiliza la siguiente ecuacion:

Etanol potencial [mol] = 2 * glucosapotencial [mol] = 2 * 3,1 * 103 moles = 6,2 x 1073 moles

Si el peso molecular del etanol es de 46 g/mol, entonces se obtienen los gramos de etanol que
puede generar 1 gramo de eucalipto.

Etanol potencial [g] = etanol potencial [mol] * PMegnor = 6,2 * 1073 * 46% =0,284g

Finalmente, es necesario tomar en cuenta el volumen en que se realizé la fermentacién de modo
de obtener la concentracion potencial de etanol. En este caso, se utilizaron 20 ml como volumen de
reaccion.

etanol potencial [g] 0,284 g 1000 ml 142 g
= = k = —_
volumende reaccion[l] 20 ml 11 /

Etanol potencial [%] =
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F.b. Célculo del rendimiento y paréametros utilizados

F.b.1. Rendimiento porcentual

Luego de calculado el etanol potencial, se calculd el rendimiento porcentual de cada una de las
concentraciones obtenidas. Por ejemplo, la concentracion obtenida al pretratar con 2 — HEAA durante 3
horas en razon biomasa/L| de 1/3 a 110 °C luego de 24 horas de SSF es de 0,47 g/l. El rendimiento

porcentual de estas condiciones se calcula de la siguiente manera

Etanol real [g] 0,47g
L= %100 = ——+ 100 = 3,3 %

etanol potencial [Q] )
1 l

Rendimiento [%] =

F.b.2. Rendimiento [I| EtOH/ton material pretratado]

En primer lugar, es necesario considerar que para realizar la SSF se utilizd 1g de eucalipto,
ademas de conocer que la densidad del etanol es de 0,789 g/ml 24 Para calcular este rendimiento, se
deben calcular los gramos de etanol en la concentracién obtenida en las condiciones mencionadas en el

punto F.b.1, de la siguiente manera:

g . g 11
E = - =047=x*2 —_—= 4
tanol [g] = etanol [l] * volumen de reaccion [l] = 0,47 l * 20 ml * 1000 mi 0,0094 g

Luego, se divide la masa obtenida por la densidad del etanol, de modo de determinar los litros

obtenidos en el proceso

(etanol[g]) 0,0094 g 11 B
Etanol [ml] = - 1= i*IOOOml:ng*lOSl
densidad [7] 0,789

Finalmente, se calculan los litros por tonelada de material. En este caso, se utilizd 1gramo de

biomasa, lo que equivale a 1 * 10 toneladas de material.
lEtOH

ton mat pret

[ EtOH ] 1,19 x 10751

Rendimiento [ = =
ton mat pretl 1*107° ton mat pret

F.b.3. Productividad [g EtOH/hsse]

Para el célculo de esta productividad, se tom6 el tiempo de SSF correspondiente a cada
concentracién de etanol. El valor que se estd tomando como ejemplo (0,47 g/l) se hizo reaccionar por 24
horas en un volumen de 0,02 I. La productividad g EtOH/hsse se calcula de la siguiente manera:

_ g EtOH
24 hgsp hssr

o g EtoH] 0477
Rendimiento ] x 0,021 = 0,0004

hSSF
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F.b.4. Productividad [g EtOH/hyretratamiento]

En este caso, se tomé el tiempo de pretratamiento correspondiente a cada concentracién de etanol.
El valor que se estd tomando como ejemplo (0,47 g/l) se pretraté por 3 horas. La productividad g EtOH/I
Npretratamiento S Calcula de la siguiente manera:

= * 0,021 =0,003

3 hpretratamiento hpretratamiento

o g EtOH 0,47 % g EtOH
Productividad _——

hpretratamiento

F.b.5. Productividad [g EtOH/g L1]

Finalmente, se considerd la cantidad de LI utilizada para la correspondiente concentracion de
etanol. Si se utiliz6 como base 1,2 gramos de biomasa y se pretratd con razon biomasa/L| de 1/3, la
productividad para el valor que se estd tomando como ejemplo (0,47 g/l) g EtOH/g LI se calcula de la
siguiente manera:

g EtOH

! g EtOH
* (0,021 = 0,0026
* 1,2 g biomasa gL

g EtOH] B 0,47
gLl | 39U

g biomasa

Rendimiento [

F.b.6. Diferencias porcentuales

El objetivo de calcular una diferencia porcentual es conocer cuan superior o inferior es un dato
respecto de otro. En particular, en este trabajo se desed conocer cuan superior es el pretratamiento del AlL
respecto del PIL. Asi, si la concentracion obtenida con material pretratado con PIL a 110 °C con raz6n
biomasa/L I de 1/10 por 3 horas luego de 24 horas de SSF es de 1,5 g/l y en el caso del AIL esde 7,0 g/l, la
diferencia porcentual se calcula de la siguiente manera:

1,5% — 7,0%
—L——L1%100 = 382%

|

Diferencia porcentual [%] =

Si se desea calcular cuan inferior es el PIL que el AIL, solo se debe cambiar el valor del
denominador.
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G. Imagenes

A continuacion se muestran imagenes que ayudaran en la comprension de algunos segmentos del
trabajo realizado.

Figura G-1: Molino utilizado en trituracion de eucaliptus.

Figura G-2:Material listo para ser agregado al medio. Primera y segunda columna de material pretratado con
PIL, tercera columna control positivo y Gltima columna control negativo.
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