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Resumen

El uso de los combustibles fdsiles cada vez se hace mas complejo, ddndole un mayor espacio al uso de
nuevas alternativas energéticas de caracter renovables y con menor impacto en el medio ambiente.
Como alternativa y/o suplemento a la gasolina del transporte terrestre aparece el bioetanol, que tiene
un mayor octanaje y permite una mejor combustién. En Chile aparece la inquietud de producir bioetanol
de segunda generacién debido al potencial biomdsico que existe en el pais y por ser una alternativa
vigente para su desarrollo.

El presente trabajo de memoria consistid en estudiar la estrategia de sacarificacion y fermentacion
simultanea (SSF) para residuos forestales (eucalipto y lenga) que fueron pretratados mediante
estrategias alternativas: liquidos idnicos (LI) reciclados y hongos de pudricidn blanca (HPB).

La primera parte del trabajo consistié en estudiar la factibilidad de utilizar el liquido idnico reciclado y
luego ver los resultados en la sacarificacion enzimatica, compararlo con el pretratamiento de liquido
idnico puro, con distintas cargas de material y liquido idnico (1:3, 1:5, 1:9, 1:10 p/p). Para eucalipto el
mejor pretratamiento se logrd con una carga de 1:3 p/p a 150°C por 30 minutos como condiciones de
operacion con un rendimiento de glucosa/celulosa del 67% respecto al liquido idnico puro (185,1 mg de
glucosa por gramo de material). Para lenga el mejor resultado se dié con una carga 1:5 a 150°C por 15
minutos de pretratamiento, lograndose un 94% del rendimiento glucosa/celulosa respecto al liquido
idnico puro (408,3 mg de glucosa por gramo de material). Esta diferencia se justifica principalmente en
que el eucalipto tiene una mayor resistencia a la humectacién por solventes que la lenga, debido a su
densidad.

La segunda parte consistio en realizar la estrategia de sacarificacién y fermentacidon simultanea previo
pretratamiento con liquido idnico reciclado para lenga con distintas concentraciones iniciales de indculo
(0,1; 0,5y 1,0 [g.p.s/L]) y cargas enzimaticas (5, 15, 20 [FPU/g material]). Utilizando la mejor condicion de
pretratamiento para lenga, se siguid con la segunda parte de este trabajo, lograndose el mejor
rendimiento del 23% sobre el maximo valor tedrico del rendimiento etanol/glucosa total disponible con
una concentracion inicial de inéculo de 1,0 [g.p.s./L] y 5 [FPU/g material], con lo cual es posible obtener
19.290 m® de bioetanol que representa el 29% y 12% de la demanda de bioetanol suponiendo un
reemplazo de 2% y 5%, respectivamente.

La tercera parte consistié en realizar la estrategia de sacarificacion y fermentacién simultdnea sobre
lenga y eucalipto pretratado con hongos de pudricion blanca a 30 y 45 dias, utilizando una condicién
encontrada en la segunda parte (concentracidn inicial de indculo =1,0 [g.p.s./L] y 20 [FPU/g material]),
donde se obtuvo el rendimiento cuando se realizé un pretratamiento con S. hirsutum por 45 dias con un
rendimiento del 56% respecto al maximo tedrico. Con este rendimiento hipotéticamente se podria
producir 39.329 m® de bioetanol abarcando el 60% y 24% de la demanda de bioetanol al 2% y 5% de
mezcla en gasolina, respectivamente. Sin embargo a largo plazo se logra mejores niveles de



productividad para la estrategia de sacarificacion y fermentacién simultdnea si se aplica un
pretratamiento con hongos de pudricién blanca a 30 dias.

En conclusion, el uso de pretratamientos alternativos como liquidos idnicos reciclados y hongos de
pudricién blanca, son factibles para la produccién de bioetanol de segunda generacién, por lo tanto se
deberia continuar con la investigacion.
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CapituloI. Introduccion, Marco Teorico,
Antecedentes Bibliograficos y Objetivos.

1.- Introduccion y Motivacion

Este capitulo presenta la motivacidon para el desarrollo de la investigacion para producir bioetanol de
segunda generacidn a partir de residuos forestales (material lignocelulésico). Dicha motivacion se basa
principalmente en la existencia de un escenario favorable a la produccién de bioetanol de segunda
generacion, debido a los problemas energéticos y medioambientales que existen por el consumo actual
de combustibles fosiles, viéndose reflejado en un uso sostenible de residuos forestales y por las
proyecciones de la cantidad de materia prima que se puede obtener en Chile con estos recursos
renovables.

1.2.- Vision Energética y Medioambiental del uso de combustibles

Actualmente existe una disminucién progresiva de las fuentes energéticas fésiles, principalmente porque
no son renovables (petréleo). Ademas, el aumento en el consumo energético crece a pasos agigantados,
esperandose que al afio 2030, el consumo mundial de energia sea un 35% mayor que al afio 2010 ",
Debido a esto es de suma importancia buscar alternativas que permitan sustituir el uso de los
combustibles fdsiles, por otros de caracteristicas renovables y menos contaminantes.

En la actualidad la biomasa surge como fuente de energia alternativa importante y renovable. Se puede
producir a partir de diferentes sustratos o residuos como son los agricolas, forestales, animales,
agroindustriales, sélidos urbanos y cultivos energéticos %, lo que permitiria obtener energia de manera
diversificada sin afectar directamente otras necesidades importantes como la alimentacion. En el Gréfico
A.1 (ver Anexo A.1) se muestra la proyeccion de la utilizacion de energias a nivel global, siendo la
biomasa la de mayor proyeccién y los combustibles fésiles (carbén y petréleo) los de menor proyeccion,
llegando al afio 2100 bajo un 10% de utilizacién ..

En el Grafico 1.1 se observa la dependencia porcentual de recursos desde el afio 1830 hasta sus
proyecciones del afio 2100, donde es posible percibir el uso importante que tuvo en su comienzo el uso
de carbdén que posteriormente fue reemplazado por el uso del petrdleo y otras alternativas de caracter
fosiles, como el gas, sin embargo las proyecciones para los préximos afios hablan de un recambio de las
energias fdsiles a energias renovables como solar, edlica, hidraulica y la con mayor proyeccidn es el uso
de biomasa como energia.
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Grafico 1.1. Proyeccion de la utilizacidn de energias utilizadas hasta el ailo 2100 [1]

Ademas, es importante mencionar que el uso de biocombustibles produce gases de efecto invernadero,
pero dichas emisiones de CO, generadas por la produccién y uso de biocombustibles son compensadas
por la absorcién de CO, durante el crecimiento de los cultivos y de otros materiales vegetales (proceso
de fotosintesis). Hay antecedentes que indican que una hectarea de cultivos ricos en energia usada para
la produccién de bioetanol y biodiesel pueden evitar la emisién de 0,2-2,0 toneladas de carbono a la

atmésfera en comparacion con el carbono liberado en el empleo de combustibles fésiles &%,

1.2.- Bietanol como alternativa

El etanol puede ser utilizado como oxigenante de gasolina, elevando su contenido de O, permitiendo una
mayor combustidn de la misma y disminuyendo las emisiones contaminantes de hidrocarburos no
oxidados completamente, contiene un mayor octanaje y no es toxico. Como aditivo oxigenante de la
gasolina puede ser utilizado hasta 10% p/p ©' sin cambiar los motores convencionales. En paises como
Brasil y Estados Unidos ya existen politicas y tecnologia sobre los motores de transportes (automoviles)
gue permiten utilizar un porcentaje mayor de etanol en los combustibles Bl 1o gue hace del bioetanol
una alternativa real al consumo de combustibles fésiles.

Al afio 2009, la produccion de bioetanol fue de aproximadamente 90 millones de m?, siendo
aproximadamente el 80% utilizado (73 millones de m?) como combustible y el otro 20% utilizado para

61

usos domésticos o industriales, superando con creces la produccién de biodiesel Los mayores

productores de bioetanol son Estados Unidos y Brasil, con una produccién de 40,6 millones de m?y 23,9

6.7 sin embargo, la generacion de estos combustibles proviene de la

millones de m® respectivamente
explotacién de maiz y cafia de azlcar, cultivos destinados para la alimentacion humana lo que ha
generado una gran controversia social, econdmica y politica 6] Como solucién a este problema existe la
posibilidad de utilizar bioetanol de segunda generacién que se puede obtener a partir de fuentes no

comestibles como desechos agricolas y forestales (residuos lignocelulésicos).
2



1.3.- Bioetanol a partir de cultivos de segunda generacion

El bioetanol se obtiene de la fermentacion de azucares, que provienen de fuentes directas que puedan
proveer del sustrato facilmente, por lo tanto la biomasa vegetal cumple con este requisito. Como
principal fuente de almacenamiento de energia los vegetales tienen el almidén que es una cadena larga
de glucosa presente principalmente en raices, tubérculos, frutas y semillas; pero también como
polisacarido de glucosa contiene la celulosa, que es parte del tejido de sostén de los vegetales
dificilmente digerible .

El bioetanol de primera generacion se obtiene de la fermentacidon de vegetales que contengan un alto
porcentaje de almiddn y/o azucares, concentrado en vegetales comestibles. En cambio el bioetanol de
segunda generacion proviene de fuentes no comestibles que contienen un alto porcentaje de celulosa,
por lo tanto no afecta mayormente otras dreas socio-econdmicas; contiene un gran potencial energético,
debido a su alto contenido de azucares de 5 y 6 carbonos, cercano al 66% de la masa total que

eventualmente puede ser hidrolizado y fermentado para producir bioetanol Bl

Aproximadamente el material lignoceluldsico corresponde al 50% de la biomasa total del planeta ©, lo
gue permite proyectar su uso a nivel industrial.

En particular en este trabajo se utilizard material lignoceluldsico a partir de maderas duras Nothofagus
pomilio (desde ahora lenga) y Eucalyptus globulus Labell (desde ahora eucalipto), las cuales se
caracterizan porque su hoja es caduca'. Ademas ambas son de caracter refractaria®. No obstante, existe
una diferencia en la densidad entre ellas, lo que hace a la lenga mas susceptible que el eucalipto a la
humectacién (mojado) por un solvente liquido. A nivel molecular, ambas son latifoliadas y su
composicion es relativamente parecida .

1.4.- Proyecciones en Chile para el bioetanol y material lignocelulésico

El escenario para el 2011 proyecta una demanda de gasolina de 3,3 millones de m?, si se supone un
mezclado de 2%, 5% y 10%, se tendria una demanda de 66, 165, 330 mil m?* de etanol respectivamente
[0 Ante esta opcién, la Comisién Nacional de Energia propone aumentar la oferta de biocombustibles
producidos en Chile con materia prima nacional, adicionando superficies para cultivos
dendroenergéticos.

Para suplir esto, en Chile existen mas de 13,4 millones (MM) de hectéareas (ha) de bosques nativos de los
cuales 5 MM de ha pueden ser manejados, lo que generarian 7 MM de m? de residuos lignoceluldsicos
por afio. Existen 2,3 MM de ha de plantaciones industriales que producen una gran cantidad de residuos,
donde el pino radiata genera 1,7 MM de m>. Ademas exiten 3 MM de ha de suelos no utilizados que
podrian ser utilizados como cultivos dendroenergéticos =

Especificamente las plantaciones de lenga cubren el 25,3% de la superficie del bosque nativo con una
generacion de 1,2 MM de m® de residuos 0 Sin embargo la lenga no es considerada en la industria

1% . . . , ~ .
Arboles que se caracterizan porque sus hojas se secan y caen en las estaciones frias (Otofio/Invierno)
2 , .
Impermeables a los liquidos polares (agua) [9]
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maderera por ser mayormente arboles viejos con bajos rendimientos para la produccion de madera
industrial ™, por lo tanto sus residuos podrian ser utilizados exclusivamente para la produccién de
biocombustibles. Por otro lado tenemos el eucalipto, que compone parte de las plantaciones industriales
con un 28% de la superficie total, después del pino radiata con un 64%, las cuales generan 37,5 MM de
m? de madera reutilizable y 500 mil m® de desechos .

En consecuencia, el potencial de utilizar estas maderas como materia prima para la produccion de
bioetanol de segunda generacién es muy alto y dependeria directamente de los rendimientos que se
puedan obtener de los procesos que siguen rio abajo del proceso de produccion

1.5.- Vision en la factibilidad técnico-econdémica en la produccion de bioetanol de segunda
generacion

Para la produccion de bioetanol de segunda generacidn se debe analizar minuciosame el proceso de
produccién. Como se observa en la llustracién 1.1. la cantidad de etapas involucradas no es menor, por
lo tanto es de suma importancia revisar las estrategias utilizadas, condiciones de operacién aplicadas y
rendimientos resultantes para considerar el proceso factible técnico-econémicamente.

Reduccion de Detoxificacion
tamafo y Pretratamiento Y
seleccién neutralizacién

Separacion
fraccién sélida
y liquida

Fermentacion
Hidrdlisis

Sohes de azlcares
Fraccién Enzimatica o \
2 celuldsicos
sélida

Recuperacion g
del producto

Fermentacion
de azucares
hemiceluldsicos

Procesamiento
Fraccién de residuos

liquida

llustracion 1.1. Procesos involucrados en la transformacion bioquimica del material lignoceluldsico a bioetanol [13]



Como primer factor importante esta la utilizacion del material lignocelulésico adecuado, ya que las
condiciones de operacién varian segln el sustrato, disponibilidad de azicares fermentables vy
disponibilidad como materia prima, en la Tabla 1.1 se ilustran algunos ejemplos de composicion
lignocelulésica.

Tabla 1.1. Composicidn de distintos residuos lignocelulésicos (Adaptacion [14])

Material Lignoceluldsico Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)

Residuos de maderas duras 40-55 24-40 18-25
Residuos de maderas blandas 45-50 25-35 25-35
Mazorca de maiz 45 35 15
Paja de arroz 32 24 18
Bagazo 33 30 19
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Pasto 45 31 12

Otro factor importante es el pretratamiento a elegir, ya que estos pueden variar en tiempo, costos y
condiciones de operacién segun se estime, en la Tabla 1.2. es posible ejemplificar las diferencias entre
algunos pretratamientos. La principal funcién que tiene esta etapa es aumentar la superficie de reaccion
donde puedan actuar las enzimas hidroliticas® de polisacéridos.

Tabla 1.2. Comparacion energética de distintos tipos de pretratamientos. (1) [g de azticar/100 g de base seca]. (2) [kJ/ton
materiall. (3) [10 g azticar/J*min]. (Adaptacion [15]).

)

Tipo Pretratamiento Rendimiento ™ Costo Energético ' Productividad ™

Explosion de vapor 29 2,18 5,96
Hidrdlisis acido diluido 39 3,66 1,75
Hidrdlisis alcalina 31 0,84 0,1
Bioldgico 23 0,003 0,2
Hot compress water 37 1,78 0,7

Por ultimo, estan las estrategias que involucran la sacarificacion y fermentacién a utilizar que es
precisamente donde se produce el bioetanol por medio de la actividad de algin microorganismo (desde
ahora MO).

(1617 e estima que realizar una planta de bioetanol no es atractivo

En estudios exploratorios anteriores
econdmicamente, por sus altos costos de operacién, a menos que se considere el concepto de
biorefineria que entrega co-productos al bioetanol de igual o mayor valor econémico, que permitirian
hacer rentable este tipo de proyectos. Entonces es de suma importancia hacer un estudio de factibilidad
técnica sobre los parametros relevantes que influyen directamente en los costos de operaciéon como lo
son los MO fermentadores, enzimas hidroliticas, tipo de pretratamiento, estrategia de fermentacion,

procesos de destilacién y deshidratacién de bioetanol.

3 1y Lps e . ey P . . . . . . ,
Hidrdlisis: Descomposicion de macromoléculas complejas a unidades mas simples de azlcares mediante algun
agente quimico o bioldgico en presencia de agua.
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2.- Marco Teorico

En el presente capitulo se busca ilustrar en detalle los mecanismos involucrados en la sacarificacion y
fermentacién simultdnea (desde ahora SSF) para la produccidn de bioetanol, desde la caracterizacién de
la materia prima; el material lignocelulésico, los pretratamientos a utilizar y descripcion de la estrategia
SSF para producir bioetanol. Adicionalmente se detallardn los pretratamientos con liquidos idnicos y
hongos de pudricién blanca, como principales pretratamientos a utilizar.

En la llustracion 2.1. se puede observar el proceso estandar para la produccidn de bioetanol,
comenzando por la seleccién de la biomasa lignoceluldsica a utilizar, hasta la destilacién vy
deshidratacién. En el presente trabajo se abordardn todas las etapas, menos la etapa de Destilacion y
Deshidratacién, por lo tanto no serd descrita en la memoria

Seleccion material lignoceluldsico y reduccidn de tamafio

A4

Pretratamiento (deslignificacion y detoxificacion)

4

Hidrdlisis enzimatica (obtencion de azucares simples)

v

Fermentacion (obtencion de bioetanol)

A4

Destilacion y Deshidratacion (purificacion del bioetanol)

llustracion 2.1. Diagrama de bloques del proceso de obtencion de bioetanol de segunda generacion.

2.1.- Material lignoceluldsico

El material lignoceluldsico se compone principalmente por tres polimeros: celulosa, hemicelulosa y
lignina. En la llustracién 2.2 se muestra la estructura de biomasa lignocelulésica, donde es posible
observar las macrofibrillas compuestas por cadenas de hemicelulosa y lignina.
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llustracion 2.2. Estructura de biomasa lignocelulésica [7]

En el interior de las macrofibrillas es posible encontrar las cadenas lineales de celulosa formadas por
residuos de glucosa unidos por enlaces beta 1-4. Estas cadenas lineales interaccionan entre si por medio
de enlaces de puentes de hidrégeno dando lugar a microfibrillas que le dan el caracter de insolubilidad,
rigidez y resistencia al ataque enzimatico de las celulasas 8.

La hemicelulosa, por otro lado, es una cadena de azlicares de hexosas y pentosas de menor grado de
polimerizacidon (100 a 200 unidades) que la celulosa (10.000 a 40.000 unidades). Debido a que se
componen principalmente por xilanos las principales enzimas encargadas de la hidrdlisis de la
hemicelulosa son las xilanasas. Por otra parte, la lignina es de naturaleza aromatica, compuesta por 3
alcoholes cinamilicos hidroxilados, y las enzimas encargadas de hidrolizarla actian sobre los anillos
aromaticos, oxidandolos; estas son las lignina peroxidasa, hay otras que la degradan de manera
indirecta, como la glioxal oxidasa y superéxido dismutasa .

El material lignoceluldsico a utilizar son principalmente maderas duras (residuos forestales), los cuales
tienen una composicion entre 40 — 55% de celulosa y de 24 — 40% de hemicelulosa, con un porcentaje de
lignina entre 18 y 25%, lo que hace de la madera dura una potencial materia prima para la produccidn de
bioetanol. Especificamente las plantaciones de lenga abarcan aproximadamente el 25,3% del total de los

[13]

bosques nativos, siendo solo entre un 10 — 30% material aserrable >, lo que permitiria una gran

volumen en términos de materia prima para fines energéticos. Existe un alto potencial para utilizar el

MU por lo tanto, entre

eucalipto como materia prima, ya que podrian ser 1,2 millones de toneladas
ambos tipos de arboles es posible obtener grandes cantidades de materia prima para ser utilizado en la

produccién de bioetanol. En la Tabla 2.1 se muestra la composiciéon del material lignocelulésico para
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lenga y eucalipto. Es de notar que la composicion de celulosa y hemicelulosa aportan con mas del 80% de
la masa en ambos casos, por lo tanto este tipo de biomasa puede ser una fuente importante de azucares
para la produccién de bioetanol.

Tabla 2.1. Composicion quimica de los residuos forestales en estudio (Adaptacion de [19])

Componente Residuos de Eucalipto Residuos de Lenga
(%) (%)

Lignina
Celulosa
Hemicelulosa

2.2.- Pretratamientos del material lignocelulésico

Los pretratamientos permiten aumentar la tasa de produccion, debido a que permiten la liberacidn de
una mayor cantidad de aztcares para la etapa de hidrdlisis ?%, incluso llegar a rendimientos superiores al
20% ! comparados a hidrdlisis sin pretratamiento. El mecanismo de los pretratamientos es variado, pero
su principal funcién es la de aumentar el drea de contacto entre las enzimas celuloliticas y la celulosa,
rompiendo la estructura cristalina de la celulosa, depolimerizandola parcialmente y solubilizando la

7]

lignina y/o hemicelulosa ! como se muestra en la Ilustracion 2.3.

Hemicelulosa

Pretratamiento

ANV N - WA S
O S 8

Celulosa
Lignina

llustracion 2.3. Esquema del cambio estructural del material lignoceluldsico luego de un pretratamiento [13]



Existen variados pretratamientos utilizados: fisicos (molienda), fisico-quimicos (SE, LWH y AFEX)*
quimicos (Hidrdlisis Acida, Alcalinidad, Agentes oxidantes, oxidacién himeda, Ozondlisis, Liquido I6nico®)
y bioldgicos (Uso de Hongos)
detalle aquellos pretratamientos que se utilizardn durante el trabajo: Liquidos Iénicos y Bioldgico. El

. Sin embargo para efectos del trabajo a realizar solo se dardn en mas

resto de los métodos de pretratamiento se detallardn en el Anexo A.

2.2.1.- Pretratamiento con Liquido Iénico

Los Liquidos Idnicos (desde ahora LI) son sales organicas que tienen un punto de fusion por debajo de los
100°C. Los LI son denominados “solventes verdes” debido a su alta estabilidad térmica, no inflamables y
su baja volatilidad en condiciones normales. Debido a sus excelentes propiedades fisicas, tienen la
habilidad de disolver tanto compuestos orgdnicos polares y no polares e inorgdnicos, como compuestos
poliméricos ™. Son compuestos factibles de sintetizarlos aplicaciones particulares Y. Las propiedades
generales de los LI se adjuntan en el Anexo A.

Se ha comprobado en diversos estudios ** %> !

gue los LI tienen propiedades para disolver celulosa y
que después de la disolucion, la celulosa puede ser recuperada por adicion de compuestos anti-solventes
como agua o acetona %> %! En la Ilustracién 2.4 se muestra como es el mecanismo de accién de los LI
sobre la celulosa, donde se ataca directamente a los puentes de hidrégeno formado entre las cadenas de
celulosa, el catién se une directamente al oxigeno y el anidn se une iénicamente con el hidrégeno,
disminuyendo fuertemente la unién del puente de hidrégeno que existia entre las cadenas de celulosa.
El LI se mantiene ligado a la cadena de celulosa como un solvente, destruyendo asi la estructura

cristalina que mantenian las cadenas de celulosa.

cellulose Hlul
, cellulose
8+ i ,CI) " mi 6+
HO\\\ /lOH + I(‘Jmim] (.|6—> H.’ H(Jmlln]
OH \\Clb 4
5t Ci
| [('_umm]. z ,\ H
0"
cellulose 3
cellulose
cellulose
ot Cl(\)
lQnmn]. o -H [solvent
— VA N
cellulose

llustracién 2.4. Mecanismo de accion de los LI sobre las cadenas de celulosas como pretratamiento. Liquido Iénico utilizado
en el esquema es el [C;mim]ClI [24].

Como pretratamiento se considera una buena alternativa ya que se ha logrado obtener rendimientos del

40% y 29% de liberacidn de azucares respecto al total de azlcares presentes en el material para lenga y

eucalipto, respectivamente (9l

* SE: Steam Explotion; LHW: Liquid Hot Water; AFEX: Ammonia Fiber Explotion.
> L; Liquido l6nico
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Debido a su potencial uso como solvente de la pared lignocelulésica se propone la alternativa de

reutilizarlo, debido a sus altos costos econémicos '*°. Para esto se considera la recuperacién del liquido

idnico por medio de una destilacidn, ya que su baja volatilidad (201

[21]

permitiria separar facilmente el agua
utilizada como antisolvente, técnica que se ha patentado y que se utiliza como referencia en este

trabajo.

2.2.2.- Pretratamiento Bioldgico

El tratamiento bioldgico consiste principalmente en la utilizacion de un hongo capaz de degradar la
lignina, lo que se ha visto reflejado en un aumento de la digestibilidad de la lignocelulosa *® #”). Este
factor se debe a la accion oxidativa de las enzimas anteriormente mencionadas sobre los anillos
aromaticos de la lignina. Estas enzimas son producidas por un hongo especifico que permite degradar los

troncos de los arboles *®

y que estd capacitado para crecer degradando la lignina selectivamente.
Debido a esto ultimo, el mecanismo deberia impedir la reduccién del rendimiento de la produccidn de

bioetanol en etapas siguientes, causada por el consumo de la glucosa por el hongo.

El uso de este pretratamiento como alternativa a los pretratamientos quimicos, tiene menor
gasto energético, es operado en condiciones mucho mds amigables e integra las actividades hidrolitica y

[20]

depolimerizadora de la celulosa . En otros estudios 2 se ha logrado observar una disminucion de los

agentes inhibidores (furfurales y lignina) y un aumento en el rendimiento de la produccién de bioetanol.

Trabajos con pretratamientos bioldgicos se han realizado con varios tipos de materias primas,

obteniéndose resultados importantes 2% %7

que se mostraran en el siguiente capitulo. Este
pretratamiento se ha realizado abundantemente con eucalipto, una de las materias primas de interés en
Chile, por lo tanto es de importancia llevar a las siguientes etapas, todos los beneficios que podria

presentar la utilizacion del pretratamiento bioldgico.

2.3.- Etapas de Sacarificacion y Fermentacion: Estrategia SSF para produccion de bioetanol

Segun la llustracion 2.1, la hidrdlisis enzimatica (sacarificacién) y la fermentacion, son etapas que
ocurren en forma consecutiva, sin embargo con la estrategia SSF es posible realizar ambas etapas
simultdneamente. Para entender mejor la estrategia, primero se daran a conocer las etapas por
separado, para luego dar paso al reconocimiento de la estrategia SSF que, por el momento, ha mostrado
mejorar el rendimiento en la produccidn de bioetanol (13

2.3.1.- Sacarificacion (Hidrdélisis enzimdtica)

En esta etapa se produce la liberacidon de azlcares simples que provienen del material lignoceluldsico
degradado por enzimas especificas para este propésito. Las enzimas involucradas en este proceso son
principalmente las endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas 201 gue trabajan sinérgicamente en
la liberacidn de glucosa. Las endoglucanasas atacan sitios internos de las regiones de baja cristalinidad de
la fibra de celulosa para transformarla en cadenas de extremos libres. Las exoglucanasas atacan los
extremos libres, removiendo unidades de moléculas de celobiosa, las cuales son transformadas en
glucosa por la accidn de las B-glucosidasas. La Ecuacién 2.1 ilustra el mecanismo utilizado para la
transformacion de celulosa a simples unidades de glucosa.
10



Endoglucanasas
(CeH1205)2n ~ EXxoglucanasas — nCgHy,0,, F—glucosidasas  ancgH;,04
_— _ —_— e - 767476

; [Ecuacion 2.1.]
Celulosa Celobiosa Glucosa

(20,27 |3 hidrolisis enzimatica sufre de inhibicién por sustrato y por

Segln algunos estudios
producto final, lo que puede afectar importantemente la liberacidon de glucosa y légicamente en el
rendimiento de produccidn de bioetanol. En la Tabla 2.2 se encuentran los pardmetros de operacién mas
relevantes a los que se trabaja para la hidrdlisis enzimatica en condiciones éptimas, lo que permite

obtener altos rendimientos de glucosa.

Tabla 2.2. Rango 6ptimo de operacion de los parametros mas relevantes en la hidrdlisis enzimatica (Adaptacion [20])

Parametro Rango optimo de operacion
Temperatura 45 -55°C

pH 4-5

LGN TEREN 10 — 30 [FPU/g material lignocelulésico]
Tiempo de accion EEEVFEl]rH

Es posible que en muchos casos exista un decaimiento en la actividad enzimatica de las celulasas por la
disminucién irreversible en la capacidad de adsorcién de la celulosa, por lo tanto para disminuir este
efecto se utilizan surfactantes que modifican la forma natural de la celulosa, aumentando la superficie
de contacto, previniendo la denaturacién de las enzimas, lo que se traduce significativamente en un
aumento del rendimiento de glucosa. El surfactante que ha mostrado mejores resultados, siendo
también el mas efectivo, es el Tween 20 %,

Junto con la liberacién de azlcares de 6 carbonos, también el pretratamiento influye sobre la estabilidad
de la hemicelulosa, lo que permitiria liberar azicares de 5 carbonos, como xilosas 7 por lo tanto si se
conjugasen las celulosas con otras enzimas hemiceluloliticas seria posible obtener rendimientos mucho
mayores.

2.3.2.- Fermentacion

La fermentacion es un proceso bioldgico de oxidacion incompleta realizada por MQ’s los cuales obtienen

(131 Existen diversas fermentaciones, pero la que interesa en

energia a partir de una fuente de carbono
este trabajo es la fermentacion alcohdlica, donde un MO en ausencia de oxigeno transforma la glucosa
en etanol y CO,, obteniendo energia para llevar a cabo el metabolismo. La Ecuacion 2.2 representa la

estequiometria de la fermentacion alcohdlica.

Microorganismo , .,
C¢H,1,0¢ === 2C;Hs0H + 2C0, + Energia [Ecuacién 2.2]
Para un proceso fermentativo que tiene como finalidad un proceso industrial productivo es de suma
importancia contar con alglin microorganismo que entregue un alto rendimiento de bioetanol, alta

| 20291 En adicién a lo

productividad y que sea capaz de tolerar altas concentraciones de bioetano
anterior, para un proceso de SSF, es necesario un MO capaz de soportar altas temperaturas (45°C) y bajo

pH cercano a 3, por lo tanto MQO’s con estas cualidades han sido tremendamente estudiados y usados
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29 s una levadura utilizada en diversos procesos productivos, en especial para la produccidn de vinos,

g etanol ]

esta levadura es la Saccharomyces cerevisiae con rendimientos superiores a 0,43 [gglucosa

condiciones éptimas y una productividad volumétrica de bioetanol de 0,7 [ﬁ] en las primeras 5 horas

8] En el actual proyecto se utilizard una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae RED STAR®

donacién de la empresa S.I. LESAFFRE FERMENTIS que resiste concentraciones superiores a 12 [g/L] de
etanol 9

Dentro de las desventajas que presenta la especie nativa de Saccharomyces cerevisiae es la imposibilidad
de utilizar xilosas para producir etanol ?°. Otros MO si tienen la capacidad de oxidar xilosas en bioetanol,

| [20]

pero son de baja tolerancia y en muchas ocasiones tienden a reasimilar el bioetano . En diversos

[20,28,29) 5& han modificado genéticamente algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae para que

estudios
puedan fermentar xilosas y por ende aumentar los rendimientos. Sin embargo en el presente trabajo
solo se utilizard la cepa Saccharomyces cerevisiae RED STAR® sin modificaciones que permitan
transformar pentosas en etanol, por lo tanto seran relevantes los rendimientos que esta cepa pueda

tener sobre la fermentacién con glucosa y otros azucares de 6 carbonos.

2.3.3.- Estrategia SSF

La estrategia SSF se caracteriza principalmente por realizar las etapas de sacarificacién y fermentacién en
forma simultdnea (como lo dice su nombre). La ventaja de esta estrategia es que los rendimientos son
mayores que los logrados por la técnica mas cercana 3] 1a SHF (sacarificacidon y fermentacion separadas)

(8] Este aumento se debe principalmente a que la glucosa es transformada

gue era mayormente usada
en bioetanol rapidamente, evitando su efecto inhibitorio sobre las enzimas hidroliticas, lo que hace que
el rendimiento de glucosa aumente y en consecuencia que haya mayor disponibilidad de sustrato para la
fermentacidn alcohdlica. En términos productivos, el tiempo de operacion es mucho menor (50% menos)
que la SHF, ya que la etapa de hidrdlisis y de fermentacidon toman, por separado, 6 dias, lo que se reduce
a 3 dias, en el caso de la SSF. Las altas concentraciones de bioetanol que pueden estar presentes en el
medio, evitan la presencia de otros MO contaminantes ¥, lo que contribuye al rendimiento final de

bioetanol.

Sin embargo esta estrategia tiene algunas desventajas, la primera y mas evidente, es que las condiciones
de operacion deben realizarse a una temperatura y pH intermedios (37-40°C y pH igual a 4-5), ya que las
condiciones de operacidn dptimas para las enzimas hidroliticas y el MO a utilizar son distintas, lo que
eventualmente puede disminuir el rendimiento de alguna de las dos etapas y obviamente el rendimiento

final 18,
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3.- Antecedentes al trabajo a desarrollar

En el presente capitulo se mostrara los trabajos realizados con anterioridad, que son parte del trabajo de
investigacion global que se ha hecho y que dan pie a la continuacién del trabajo. Dado los tépicos que se
quiere investigar, se hara referencia a los trabajos realizados con liquidos iénicos puros, Hongos de
pudricién blanca y la estrategia SSF luego de pretratamientos para lenga y eucalipto con liquidos idnicos,
materiales de interés en este trabajo.

3.1.- Pretratamiento con Liquidos Iénicos puros e Hidrdlisis Enzimatica

9]

Cortinez ™ en su trabajo de tesis, estudié los efectos de tres pretratamientos distintos aplicados sobre

lenga y eucalipto: acido diluido, alcalino diluido y liquidos idnicos. Al igual que el trabajo actual la
eleccion de dichos materiales lignocelulésicos fue por su abundancia que existe en las regiones del sur de
Chile y por su gran potencial en la utilizacién de sus residuos para la produccién de bioetanol. Lenga y
Eucalipto fueron pretratados con los tres métodos anteriormente nombrados, posteriormente se realizé
la sacarificacion enzimdtica del material sélido resultante, para luego analizar la liberacion de azucares
reductores y glucosa en el medio.

Para el pretratamiento acido se utilizé acido sulfurico con una razén 1:10 en peso al 0,50%, 0,75%, 1,00%
y 1,25% v/v por 30 y 60 minutos a una temperatura de 121°C. Para el pretratamiento alcalino se uso
NaOH al 2% v/v a una razén 1:20 en peso® por 60 minutos a una temperatura de 121°C. En el
pretratamiento con liquidos idnicos se utilizd [Emim]Cl y [A336]OH a una razén 1:20 en peso a 80°C,
121°C y 150°C por 30 y 60 minutos. Por ultimo, para la hidrélisis enzimdtica se utilizaron enzimas
celulasas comerciales, Celluclast® 1.5 L (Novo Co., Denmark) y Novozyme® 188 (Novo Co., Denmark), con
cargas enzimaticas de 102 FPU/g y 147 CBU/g respectivamente a una temperatura promedio de 48°C
durante 72 horas.

Los resultados obtenidos indican que todos los pretratamientos realizados aumentan el rendimiento de
la sacarificacion respecto al material sin pretratar. En la Tabla 3.1 se resume las mejores condiciones
encontradas para los distintos pretratamientos y sus resultados en la sacarificacion enzimatica.

Es posible concluir que el mejor resultado se obtiene con un pretratamiento alcalino diluido que entrega
el mejor rendimiento para lenga y eucalipto, sin embargo con LI los rendimientos para lenga son
similares, no asi para eucalipto. De todas maneras es de considerar que los LI tienen un efecto positivo
sobre la sacarificacion del material lignocelulésico, aumentando el rendimiento obtenido con acido
diluido o sin pretratamiento, lo que permite considerar esta alternativa de pretratamiento para el
trabajo a realizar.

® Razén Peso material de biomasa : Peso de solvente
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Tabla 3.1. Resumen de los resultados obtenidos en la sacarificacidon enzimatica para los tres distintos pretratamientos. Carga
Enzimatica: 102 FPU/g material. Tiempo reaccién: 72 horas. Temperatura: 48°C promedio.

Mejores Relacion

Rendimiento .
%) glucosa/x*lylﬁosa
(%/%)

Material

Pretratamiento |, L . condiciones de
lignocelulésico v
operacion

T=121°C
Lenga t =30 min 30
1,00% v/v H,S0,
T=121°C
Eucalipto t =30 min 27
1,00% v/v H,S0,
T=121°C
Lenga t =60 min 49
0,75% v/v H,SO,
T=121°C
Eucalipto t =60 min 45
1,00% v/v H,SO,
T=150°C
t =30 min
Lenga [Emim]Cl 1:20 40
T=150°C
. t =60 min
Eucalipto [Emim]cl 1:20 29
*Cantidad de azucares reductores liberados respecto al contenido tedrico en el material lignocelulésico
**Promedio del porcentaje respecto a la cantidad de Glucosa + Xilosa liberadas por los tres pretratamientos
***Razdn: Material lignoceluldsico/Liquido iénico utilizado

Acido diluido 7/93

Alcalino diluido 75/25

75/25

Liquidos ionicos

3.2.- Pretratamientos con Hongos de Pudricion Blanca (HPB)

[26] [32]

Trabajos anteriores de Carmona y colaboradores ™' y Fritz **, realizaron pretratamientos con Hongos de
Pudricion Blanca sobre eucalipto y lenga, respectivamente. El objetivo principal era observar los efectos
del pretratamiento sobre la sacarificacién enzimatica utilizando distintos tipos de hongos de pudriciéon

blanca.

El primer trabajo, realizado por Carmona y colaboradores ** se enfocé en observar el comportamiento

del pretratamiento biolégico con Hongos de pudricién blanca (HPB) sobre Eucalyptus globulus Labill
(eucalipto) y de sus efectos sobre la sacarificacion enzimatica. El material lignocelulésico fue sometido al
ataque fungico de cinco especies distintas: Coriolus versicolor, Peniophora gigantea, Lentinus edodes,
Stereum hirsutum y Pleurotus ostreatus; por periodos de incubacién de 30, 45 y 60 dias, dando 15
combinaciones posibles de pretratamiento.

El complejo de celulasas utilizado fue el mismo que en el trabajo realizado por Cortinez % (Celluclast®
1.5 L) sin embargo la carga enzimatica utilizada fue distinta, ya que se utilizé una carga enzimatica de 38

[FPU/g material] a 37°C durante 48 horas. Cabe mencionar que en este trabajo no se utilizé la enzima
14



celobiasa, ya que sdlo se buscaba observar el comportamiento del ataque directo de las celulasas y sus
efectos directos sobre la hidrdlisis enzimatica.

Como principales resultados se observa que la mayor pérdida de peso del material lignocelulésico se
observé utilizando las cepas Stereum hirsutum y Lentinus edodes para todos los tiempos de incubacidn,
alcanzando pérdidas de peso de 27,2% vy 25,8% a los 60 dias respectivamente. La menor pérdida de peso
se observa con P. ostreatus y C. versicolor, llegando a 9,1% y 6,0% a los 60 dias de incubacidn. Los
resultado de todos los pretratamientos pueden observarse en el Grafico F.1 (ver Anexo F).

Ademas para todos los pretratamientos fungicos fue posible observar en la sacarificacion un aumento
considerable sobre el material sin pretratamiento (Gréfico F.2), siendo el mejor caso con S. hirsutum,
lograndose una concentracion molar de azlcares reductores de 143,6 mM; 148,4 mM y 153,9 mM para
los 30, 45 y 60 dias, respectivamente. La conversion de celulosa’ a glucosa liberada se estima de 16,1%
para S. hirsutum como el mejor resultado, lo siguen L. edodes y P. ostreatus con 13,5% y 10,3%,
respectivamente.

Los autores destacan el pretratamiento con S. hirsutum, y que a mayor tiempo de pretratamiento existe
un aumento en la liberacién de azucares, pero destacan también que el aumento no es considerable, por
lo tanto estiman al pretratamiento con S. hirsutum en un periodo de incubaciéon de 30 dias como la
mejor alternativa.

B2l En este

Los resultados que se obtuvieron para Nothofagus pumilio provienen del trabajo de Fritz
trabajo solo se realizé pretratamiento con tres especies fungicas distintas: Stereum hirsutum, ganoderma
applanatum y Aurantioporus albidus y durante los mismos tres tiempos de pretratamiento: 30, 45, 60
dias. Se evalud la pérdida de peso causada por los hongos y la cantidad de azucares reductores y glucosa

obtenidos luego de la hidrdlisis enzimatica.

En la etapa de hidrdlisis o sacarificacidn enzimatica se utilizan enzimas comerciales correspondientes a
Celluclast® 1,5L y Novozyme® 188. Esta etapa se realizé en un agitador orbital a 250 rpm durante 48
horas, aplicando una carga enzimatica de 25 FPU/g seco de residuos de lenga, con una concentracion del
sustrato de 10% (p/v), en buffer acetato y pH 5, similares condiciones utilizadas en los trabajos
anteriomente mencionados.

En general, los resultados obtenidos indican que a mayor tiempo de ataque del hongo mayor es la
pérdida de peso y mayor es la concentracion obtenida de azlcares reductores y glucosa, comparados
con residuos de lenga que no fueron pretratados. Sin embargo, una mayor pérdida de peso no involucra
necesariamente una mayor liberacién de azucares.

El tratamiento que permite obtener la mayor cantidad de glucosa corresponde al pretratar los residuos
de lenga con el hongo G. applanatum durante 60 dias, obteniéndose un 12% de rendimiento de glucosa,
con una pérdida de peso de 28,18%. Los resultados de todas las combinaciones de pretratamientos se
presentan en el Grafico F.3 y Grafico F.4.

mg glucosa liberada en el medio

* 100

7 .z
Conversion celulosa a glucosa = — - —
mg celulosa total tedrica del material utilizado
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Todos los resultados obtenidos con pretratamientos con Hongos de pudricién blanca se resumen en la
Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Resumen de los resultados de pérdida de peso y sacarificacion total y de glucosa para los trabajos de
pretratamiento con Hongos de Pudricién Blanca. S/P (sin pretratamiento). Todos los resultados se llevaron a [g/L], por lo
tanto el trabajo de Carmona y colaboradores se asumié que todos los aztcares reductores observados tienen el mismo peso
molecular de la glucosa. Se destacan los mejores resultados para eucalipto y lenga.

S/P
P. gigantea 13 15,5 20 23 2,8 3,6
P. ostreatus 5 7,5 91 09 14 16
S. hirsutum 15,8 22 27,2 2,8 4 49
L. edodes 11,1 20 25,8 2 3,6 4,6
C. versicolor 3 5 6 0,5 0,9 1,1
S/P 0 0 0 52 6 4,4 21 | 19 14
S. hirsutum 3 4,4 10,1 6,4 6,9 12,9 14 2,5 59
G. applanatum 126 | 164 | 282 | 20,7 | 233 24,9 6,7 8,7 11,8
A. albidus 2,9 3,7 5 131 | 12,2 14,3 4 43 6,9

3.3.- Estrategia de Sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF), previo pretratamiento con
Acido diludo y Liquidos iénicos.

Niklitschek ™ realiz6 su trabajo de memoria de titulo en estudiar la estrategia SSF como principal
estrategia de fermentacién sobre los residuos de lenga, ya que permite aumentar considerablemente el
rendimiento respecto a otras estrategias como la SHF (50% mds).

El estudio comprendié una primera etapa en donde se identificaron los pardmetros criticos que afectan
el rendimiento de etanol al utilizar la estrategia SSF. En una segunda etapa, se realizé un trabajo
experimental sobre éstas y se determinaron las mejores condiciones de operacidn. El factor que mostré
tener un efecto mas significativo en el rendimiento de etanol correspondid al tipo de pretratamiento
utilizado: acido sulfurico diluido (ASD 0,75%) versus LI ([EMIM]CI).

Dentro de las metodologias utilizadas en la primera etapa se destaca el uso de distintas cargas de
sustrato (5; 7,5; 9 y 10% p/v); cargas enzimaticas (7, 13, 20 y 37 [FPU/g de material]), tipo de MO
fermentador y concentracién de inéculo inicial (0; 0,1; 10 [g.p.s/I]).

Los resultados obtenidos mostraron que la mayor concentracidon de etanol; 10,4 g/l; fue alcanzada
usando una fraccién sélida al 9% p/v del material pretratado con el liquido idénico [EMIM]CI (razén 1:3 g
material/ g de LI). Se utilizé la levadura S. cerevisiae cepa Red Star como MO fermentador, una
concentracidn inicial de indculo de 10 [g.p.s./I], una carga enzimatica de 37 [FPU/g de material], 40°C
como la temperatura de fermentacién, 72 horas como el tiempo de reaccion, 300 rpm como la velocidad
de agitacién y el surfactante Tween 20 como modificador de la actividad enzimdtica. Para el mejor caso
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se obtuvo un rendimiento de etanol de 0,12 g/g de material pretratado y una productividad volumétrica
de etanol de 1,2 [g/I-h] para las primeras 6 horas.

Al comparar los dos tipos de pretratamiento, se obtuvo que utilizar el LI se logré un valor de rendimiento
de fermentaciéon del orden de un 47% respecto del valor tedrico mdaximo; mientras que para el
pretratamiento con Acido Sulfurico diluido (ASD) sélo se logré un valor del 23%. Ademas, se observé que
un aumento en la masa a pretratar implicaria una disminucion de los azucares fermentables disponibles
en la etapa de sacarificacidon y una consecuente disminucién en el rendimiento final de etanol. Por otro
lado, se compard la estrategia SSF con la estrategia Sacarificacion y Fermentacion Separadas (SHF). Se
obtuvieron valores de 146 y 72 litros de etanol por tonelada de material pretratado con LI [EMIM]CI,
respectivamente, destacdndose un incremento del 103% en la produccidn de etanol por la tecnologia
SSF respecto de la estrategia SHF. En la ilustracién 3.1 se puede observar el resultado principal del
trabajo realizado.

Etanol [g/1] Etanol [mz [z sustl]
14 140
12 120 T

10 100 //’1
= — —

-

b F 50 |[1 — .’,’/"’/.7
4 . 40 H — 1
2 2 ‘;fi’/ —F

L=
(=}

@l 0 10 20 3 4 s 6 70 sothibo 10 22 3 4 s e 7w stM

llustracién 3.1. Resultados del trabajo de Niklitschek.”Comparacion SHF vs SSF para sustrato pretratado con ASD y LI”. En
azul: SHF ¢/ pretratamiento con ASD. En rojo: SSF ¢/ pretratamiento con ASD. En amarillo: SHF ¢/ pretratamiento con LI. En
verde: SSF ¢/ pretratamiento con LI.

Considerando una masa potencial de 254 mil toneladas anuales de residuos de lenga, se estimd una
produccién de 32 mil m® de bioetanol, que corresponderian al 50 y 20% de la demanda nacional del
biocombustible necesario para utilizarse en las mezclas normadas de 2 y 5% etanol-gasolina.

Dentro de las principales recomendaciones que se presentan al terminar este trabajo son los motivos
gue permiten desarrollar el trabajo que se presentara a continuacion. Estos son:

e Realizar un estudio del efecto de la concentracién inicial del MO para un rango de menor valor,
entre 0,1 -5 [g.p.s/L].

e Aumentar el tiempo de reaccidn de la estrategia SSF para ver su efecto sobre el rendimiento.
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e Realizar un estudio de diferentes metodologias que permitan recuperar el liquido idnico utilizado
y realizar experimentos con el quimico reciclado, con el objetivo de determinar si hay un
compromiso en sus propiedades como solvente.

e Realizar las experiencia con cargas enzimaticas mas bajas dado el alto valor econémico que
tienen en las estrategias de fermentacion que permitan obtener rendimientos similares o
mejores.

Debido a esta revisidon, se consideran los pretratamientos con LI, Hongos de pudricién blanca y las
recomendaciones entregadas por Niklitschek ™ en la estrategia SSF con pretratamientos con LI, como
punto de partida para construir los objetivos principales del trabajo a desarrollarse en la presente
memoria.
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4.- Objetivos
4.1.- Objetivo Principal

Estudiar la estrategia de Sacarificacion y Fermentacidn simultanea (SSF) para la produccién de bioetanol
sobre lenga y eucalipto, utilizando como alternativas de pretratamiento L.I. reciclado y Hongos de
pudricién blanca (HPB).

4.2.- Objetivos Especificos

e Estudiar la factibilidad de los pretratamientos con L.I. reciclado y sus efectos sobre Ia
sacarificacién enzimatica de los materiales lignocelulésicos lenga y eucalipto

e Analizar la factibilidad del pretratamiento con L.I. reciclado en la estrategia SSF para los
materiales lignoceluldsicos lenga y eucalipto

e Validar la factibilidad del pretratamiento con HPB en la estrategia SSF, para los materiales
lignocelulésicos lenga y eucalipto.
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Capitulo II. Materiales, Metodologia y
Procedimientos.

5.- Materiales y Metodologias

5.1.- Materiales

5.1.1.- Enzima

Las enzimas empleadas se adquirieron al Laboratorio SIGMA - ALDRICH®, las celulasas provienen del
hongo Trichoderma reesei (ATCC 26921) y su nombre comercial es Celluclast® 1,5L (Cat C2730), mientras
que la celobiasa provienen del hongo Aspergillus niger y su nombre comercial es Novozyme® 188
(CatC6105).

5.1.2.- Material Lignocelulésico (Madera)

Como material lignoceluldsico se utilizd Nothofagus pumilio (lenga) y Eucalyptus Globulus Labell
(eucalipto), el primero obtenido de los recursos existentes en el CIBYB de la Universidad de Chile,
mientras que el segundo fue proveido cordialmente por el Departamento de Ingenieria de la Madera de
la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad de Chile. Ambos materiales fueron entregados ya
tamizados en el tamafio “pin-chip” adecuado, correspondiente a 0,5-1 mm de espesor, 0,5-1 mm de
ancho y 0,5-10 mm de largo, con excepcién del largo promedio entregado por los “pin-chips” de
eucalipto que se encontraron entre 10-20 mm. Como caracteristica granulométrica general, ambos
materiales son retenidos por la malla n°40 (0,425 mm). La edad de eucalipto y lenga son de 15 y 60 afios,

informacion obtenida por los estudios realizados previamente ™).

5.1.3.- Material Lignocelulésico pretratado biologicamente

El material lignoceluldsico pretratado bioldgicamente fue proveido por el Departamento de Ingenieria de
la Madera de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad de Chile. El material utilizado
corresponde a las dos especies lignoceluldsicas anteriormente mencionadas, con caracteristicas fisicas
distintas al material anterior, el tamafio “pin-chip” utilizado corresponde a 0,5-1 mm de espesor; 0,4-2,5
mm de largo y 0,5-1 mm de ancho. El detalle de tipo de hongo y tiempo de incubacién del
pretratamiento se encuentra en el capitulo de Procedimientos, en la Tabla 6.1.

5.1.3.- Microorganismo Fermentador

Para el estudio de las distintas fermentaciones se utilizé la levadura Saccharomyces cerevisiae, cepa
Ethanol Red® (RED STAR), donada por la empresa S.Il. LESAFFRE FERMENTIS.
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5.1.4.- Liquido Ionico Puro

El liquido idnico empleado correspondié al 1 etil-3 metil imidazol cloro ([EMIM]CI), el cual fue adquirido
por la empresa MERCK cédigo EQ412754 (MERCK KGA, Alemania).

5.1.5.- Liquido Iénico reciclado

El liquido idnico a reciclar se obtuvo del stock mantenido en el CIBYB por los trabajos realizados
anteriormente y bajo un proceso de destilaciéon que se menciona en las Metodologias Generales.

5.2.- Metodologias

Antes de profundizar en detalle cada metodologia y procedimiento, en la llustracidn 5.1 se presenta un
diagrama de bloques que indica todas las etapas relevantes y/o involucradas en el actual estudio para
producir bioetanol a partir de residuos forestales.

Recuperacién
de L.l
mediante
destilacién

L.l. reciclado L.l. diluido

Generacién
de residuos
forestales

Molienda y
seleccion de
tamafio por

Secado y
Pretratamiento
con L.I.

tamizado

Separacion
fraccidén
soliday
liquida Medicion
Sacarificacién azlcares post
Sacarificacion

Fraccion Fraccion
liquida salida

Medicién de
azucares

Fermentacién
Y
Sacarificaciéon
simultanea

Medicién de
etanol y
azucares

Generacién
de enzimas
(celulasas y
celobiasas)

Pretratamiento
Bioldgico con
Hongos

llustracidn 5.1. Diagrama de Bloques de las etapas relevantes y/o involucradas en el estudio para producir bioetanol a partir
de residuos forestales. Los bloques de color azul corresponden a las etapas contempladas en el trabajo; en naranjo, etapas no
realizadas en el trabajo realizado y en verde las etapas realizadas en el trabajo como ensayos de control, pero no reportadas
en los resultados.
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5.2.1.-Secado de Material

Las muestras de madera son llevadas a secado por 24 horas a una estufa Gallenkamp a 60°C,
asegurando que no exista una carbonizacion de material. La pérdida de masa se estima midiendo el
porcentaje de humedad hasta que se mantenga constante el peso del material. La Ecuacién 1 indica la
férmula de porcentaje de humedad utilizado.

Masa Inicial — Masa Final

%Humedad = Vasa Inicial [Ecuacién 5.1]

5.2.2.- Recuperacioén de Liquido Iénico

Para recuperar el liquido idnico se realiza una destilacién en dos etapas. La primera etapa se realiza en
un Rotovapor Stuart mediante un bafio de glicerol a 110°C con una rotacion de 30 RPM, el cual permite
eliminar el 90% del agua de lavado. Como segunda etapa de destilacidon se utiliza el equipo MERCK
HEIDOLPH MR Hei-Standard con un bafo de glicerol a 150°C el cual provoca la ebullicidon del resto de
agua presente en la mezcla, con lo que disminuye al minimo la cantidad de agua retenida en la mezcla
(bajo el 5%), sin embargo no fue posible determinar la humedad exacta del liquido iénico debido a su
propiedad hidroscdpica al agua, que evita disminuir aun mas la humedad, sin importar el método de
secado utilizado.

Desde la segunda recuperacidon en adelante, previamente a la destilacidén, se realiza un proceso de
filtrado con papel filtro con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de sdlidos en suspension y
azucares disueltas en la solucion “Agua-L.1.”.

5.2.3.- Aislamiento de colonias de levadura y obtencién de inéculo

La metodologia utilizada para el aislamiento de colonias de levadura y obtencion de inéculo son los
mismos realizados en el estudio de Niklitschek '**

5.2.4.- Determinacion actividad de celulasas

La actividad para las celulasa Celluclast® 1,5L empleada en el presente estudio fue de 87 FPU/ml. El
procedimiento para estimar dicho valor corresponde al método clasico utilizado en previos estudios 7,
21 En el estudio de Niklitschek™! se utilizé celulasa Celluclast® 1,5L con una actividad nominal promedio
de 70 FPU/ml.

5.2.5.- Determinacion actividad de celobiasas

La actividad para las celobiasa Novozyme® 188 empleada en el presente estudio fue de 650 CBU/ml. El

.. . . , ;. . . . 1
procedimiento para estimar dicho valor corresponde al método clasico utilizado en previos estudios ™
22]
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5.2.6.- Medicion de Glucosa

Para estimar la concentracién de glucosa se utiliza un kit comercial de ensayo Gluco-Pap marca Randox
(GL2623). El procedimiento usado para determinar dichos valores fue el método cldsico utilizado en
previos estudios 2,

5.2.7.- Medicion de azucares reductores

Para estimar la concentracidn de los azucares reductores se utiliza el método del acido dinitrosalicilico
(DNS), en donde el estdndar corresponde a glucosa. El procedimiento usado para determinar dichos
valores fue el método clasico utilizado por estudios anteriores ™ * 2 |a curva de calibracién de
Concentracion de Azucar vs Absorbancia a 540 nm, con un ajuste R’= 0,9975, se puede observar en el
Anexo B.

5.2.8.- Medicion de etanol mediante Cromatografia Gaseosa (GC)

Para disminuir el ruido provocado por la presencia de compuestos orgdnicos no deseados en las
muestras obtenidas de la fermentacidon, las muestras son filtradas utilizando una membrana de
nitrocelulosa de 0,22 um de poro y 13 mm de diametro Advantec MFS. Inc. El cromatdgrafo gaseoso
utilizado es de marca PerkinElmer modelo Clarus 500 con un detector de Ilama ionizante FID que se
encuentra a 250°C para gasificar las muestras en estado liquido, se utiliza una columna capilar Supelco
Nukol de silica con medidas de 15 m X 0,53 mm X 0,5 um (catalogo #25326). El gas “carrier” (fase movil)
es helio y los estandares son de etanol diluido.

El software integrado Total Chrome proporciona la interfaz computador-cromatdgrafo. El método
utilizado fue el siguiente: Inicialemte el horno se mantiene a 50°C por 2 minutos y luego, mediante una
rampa de 20°C/min, se alcanza la temperatura de 150°C manteniéndola por 5 minutos.

Se utiliza una microjeringa para inyectar 5 pl de muestra, lo que se traduce en un pico de banda de
etanol con un area asociada proporcional a la concentracién de etanol presente en la muestra. Se
realizan dos mediciones por muestra y se estima la concentracién de etanol mediante las curvas de
calibracién, que se realizan cada vez que se hacen las mediciones. Un ejemplo de curva de calibracion se
puede observar en el Anexo B.
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6.- Procedimientos

El procedimiento del trabajo a realizar consta de tres etapas. La Primera Etapa consiste en la realizacion
de un estudio de pretratamientos con liquidos iénicos reciclados (desde ahora L.I. rec.) con distintas
cargas de L.I. realizadas paralelamente a Nothofagus pumilio (lenga) y Eucalyptus globulus Labell
(eucalipto), para luego ver sus efectos en la hidrdlisis enzimatica (desde ahora H.E.).

La Segunda Etapa es una continuacion del estudio anterior donde se busca realizar Fermentaciones y
Sacarificaciones simultaneas (SSF’s) con variaciones en pardmetros recomendados que permitan obtener
el mejor rendimiento posible, todo esto utilizando un pretratamiento con L.I. rec. conforme a los
resultados de la primera etapa. Los pardmetros que se variardan se consideraron respecto a las

[13]

recomendaciones de estudios anteriores ", éstos se mencionan a continuacioén:

e Carga Enzimatica entre 5-20 [FPU/g material]
e Concentracion inicial de inéculo entre 0,1 -1,0 [g.p.s./L]
e Aumento del tiempo de Fermentacion a 96 [horas]

La Tercera Etapa es realizar una SSF con material pretratado biolégicamente recomendado por

BU utilizando las condiciones de la segunda parte que entreguen el mayor

estudios anteriores
rendimiento posible, tanto para lenga como para eucalipto. En el Anexo C se entrega un Diagrama de

Decisiones que ilustra cémo se seguird el trabajo a realizar.

6.1.- Estudio de pretratamiento con Liquido I6nico y Sacarificacion

6.1.1- Pretratamiento con Liquido Iénico (L.I)

El pretratamiento con LI puro, utilizado como control, fue realizado bajo las mejores condiciones de

13 el cual considera una proporcién de material

operacion encontradas en trabajos anteriores
lignoceluldsico / L.I. de 1:3 p/p, con una base de 0,5 gr. de material por tipo de residuo (lenga o
eucalipto). El pretratamiento se realizé en un equipo MERCK HEIDOLPH MR Hei-Standard con un bafio
de glicerol a 150°C controlados por una termocupla. Las muestras de lenga y de eucalipto se incubaron

por 15y 30 minutos respectivamente.

El pretratamiento con LI reciclado se realizé con las proporciones 1:3, 1:5, 1:9 y 1:10 basandose en

[13, 19]

estudios anteriores en base a un uso de 0,5 gr. de material por tipo de residuo (lenga o eucalipto).

El pretratamiento se realizd bajo las mismas condiciones que con LI puro.

Posterior a los pretratamientos las muestras son llevadas a un recipiente con hielo, la fraccidn sélida de
las muestras fue lavada con 200 ml de agua destilada y filtrada con papel filtro. Las muestras son llevadas
al proceso de secado de material. Del agua de lavado se toman 50 pl para la posterior medicién de
azucares reductores y glucosa. El resto del volumen de agua utilizada para el lavado se recupera en una
botella para una nueva destilacion y recuperacién de L.1.
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El calculo de la pérdida de peso no se considerd un factor relevante para determinar la factibilidad de los
pretratamientos con LI reciclado, por lo tanto no seran reportados. Sin embargo el rango estimado para
las muestras de lenga fue entre 10 — 15% en base seca y entre un 5 — 8% en base seca, para eucalipto.

6.1.2.- Sacarificacion (Hidrdlisis Enzimdtica)

La sacarificacion fue realizada bajo las mejores condiciones encontradas en estudios previos ** el cual
considera una carga de sustrato 5% p/v, en base a 0,1 gramos de material por muestra. La carga
enzimatica de celulasas fue de 37 [FPU/gr. material] y la adicion de celobiasas se mide segln la relacion
celulasas/celobiasas (v/v) de 7,5:1.

Definido los volumenes de enzimas se completan los 2 ml del volumen de trabajo con tampdn acetato de
sodio (50 mM; pH 4,8) y Tween 20 (2,5 g/l) y se deja incubando en un agitador rotatorio (ZHCHENG
modelo ZHWY-100B) a 200 rpm por 72 horas a 50°C. Se toman muestras de 40 ul a las 0, 24, 48 y 72
horas. Las muestras son centrifugadas en un equipo Eppendorff Centrifuge 5403 a 12.857g por 5
minutos a 4°C. El sobrenadante se almacena a 4°C para la posterior determinacion de glucosa y azlcares
reductores. Todos los experimentos fueron realizados en triplicado y los valores promedios (con su
debida desviacién estandar) fueron reportados.

6.2.- Estudio de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) mediante un pretratamiento
con Liquido Idnico reciclado

6.2.1.- Pretratamiento con Liquido Ionico puro (Control)

El material utilizado fue sometido a un pretratamiento con liquido iénico puro. Segun los resultados

3] se estimd la carga de material de 1:3 para lenga . Para lenga el

reportados en estudios anteriores
pretratamieto se realizd en un bafo de glicerol a 150°C controlados por 15 minutos y para eucalipto, a
un bano de glicerol a 150°C controlados por 30 minutos. Todo esto se realizd en el equipo MERCK
HEIDOLPH MR Hei-Standard, luego el material fue lavado con agua destilada y posteriormente llevado a

secado en una estufa Gallenkamp a 60°C.

(13]

Solo se realizd un experimento control sobre lenga, ya que existen referencias y resultados que

permiten comparar los resultados.

6.2.2.- Pretratamiento con Liquido Iénico reciclado

El material utilizado fue sometido a un pretratamiento con liquido iénico reciclado. Segun los resultados
de la parte anterior. Para lenga, se cargd el material en una proporciéon 1:5 (g material/g LI reciclado) en
un bafo de glicerol a 150°C controlados por 15 minutos. Todo esto se realizé en el equipo MERCK
HEIDOLPH MR Hei-Standard, luego el material fue lavado con agua destilada y posteriormente llevado a
secado en una estufa Gallenkamp a 60°C.
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6.2.3.- Sacarificacion y Fermentacion Simultdnea (SSF)

De la fraccion sélida (secada) post pretratamiento, se pesa el material lignoceluldsico y se carga en una
razén 10% p/v, considerando un volumen de trabajo de 40 ml en matraces Erlenmeyer-modificados. La
suspension en donde se realizan las reacciones estd constituida por un medio base-enzima que se detalla
a continuacion.

Para lenga, la carga enzimatica a utilizar fue de 5, 15, 20 [FPU/g material]. El medio tiene como base el
tampdn Acetato de Sodio (50 mM; pH 4,8), 5 [g/1] de extracto de levadura; 0,5 [g/I] de (NH,4),HPO,4; 0,025
[g/l] de MgS0O.x7H,0 vy 2,5 [g/1] de Tween 20. La cantidad del medio base a utilizar se estima segun el
volumen de enzimas e indculo aplicados. Las concentraciones iniciales de indculo fueron 0,1; 0,5y 1
[g.p.s/l], para lenga. Las condiciones de incubacién son a 37°C a una agitacion de 200 RPM durante 96
horas. Todas las incubaciones son realizadas en un incubador rotatorio marca Innova modelo 4300 o en
un agitador rotatorio (ZHCHENG modelo ZHWY-100B).

Durante el proceso de SSF, se tomaron muestras de 300 pl con una jeringa estéril de 3 ml de capacidad a
los tiempo 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Las muestras se centrifugan (Eppendorff Centrifuge 5403) 12.857g
por 5 minutos a 4°C, 40 ul se almacenan a 4°C para el posterior andlisis de azucares reductores y glucosa,
realizando el mismo procedimiento que en el Estudio de Pretratamiento con Liquido Iénico y
Sacarificacién. El volumen restante del sobrenadante se almacena, en tubos eppendorf de 1,5 ml a 4°C,
para el posterior andlisis de etanol, siguiendo la metodologia detallada anteriormente. Todos los
experimentos fueron realizados en duplicado y se reportan los valores promedios y su error de
medicién®.

6.3.- Estudio de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) mediante un pretratamiento
bioldgico

6.3.1.- Pretratamiento con Hongos de Pudricion Blanca

El pretratamiento con Hongos de Pudricidn Blanca (HPB) se realizé paralelamente al trabajo realizado y

dada las recomendaciones de los resultados obtenidos anteriormente 2% 2% %

, se entrega la tabla 6.7 que
indica las condiciones de operacidn del pretratamiento y resultados obtenidos (razén glucosa/azucares

reductores).

Tabla 6.1. Mejores resultados de la Hidrélisis Enzimatica de eucalipto y lenga pretratados con Hongos de Pudricién Blanca.
A.R.: Azucares Reductores. Adaptacién [32].

Parametro Lenga Eucalipto
Cepa fuingica Ceriporiopsis subvermispora Stereum hirsutum
Tiempo de incubacién (dias) 45 45
Temperatura (°C) 25 25
Razén Glucosa/A.R. 0,79 0,91
Pérdida de peso (%) 12,5 14

8 |Muestra 1-Muestra 2|
Error = 2
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En la Tabla B.1 del Anexo B.5 se muestran los resultados obtenidos de pretratamientos sobre lenga y
eucalipto con otras especies fungicas que no fueron consideradas en el trabajo.

6.3.2.- Sacarificacién y Fermentacion simultdnea (SSF)

El material pretratado con HPB, ya seco, se tamizé para separar la mayor cantidad de fragmentos de
hongos presentes en las muestras. De acuerdo a la Tabla 6.1 se considerd también realizar la estrategia
SSF con un material pretratado a 30 dias de manera de observar el comportamiento y diferencias. Se
estima que a 60 dias la pérdida de peso del material es alta *® 32 por lo tanto se descart6 de los
experimentos.

El volumen de trabajo a utilizar fue el mismo que el utilizado en el subcapitulo 6.2.3, al igual que la
preparacion del medio de cultivo y condiciones de operacién utilizadas. La toma de muestras sigue el
mismo procedimiento que el subcapitulo 6.2.3.
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Capitulo III. Resultados y Discusion.

7.- Resultados y Discusion

La presentacion de los resultados seguird el orden acordado en el Capitulo VI de Procedimientos del
trabajo de investigacién. Como recordatorio se tiene que la primera parte consta de un estudio de
pretratamientos con LI reciclados a distintas cargas para eucalipto y lenga, usando proporciones de
material lignoceluldsico y LI de 1:3, 1:5, 1:9, 1:10 para observar su factibilidad. La segunda parte
corresponde a la estrategia SSF previo pretratamiento con LI reciclados con variaciones en los
parametros: Concentracion inicial de inéculo (0,1; 0,5; 1,0 [g.p.s./L]) y carga enzimatica (5, 15, 20 [FPU/g
material]). La tercera parte consta de la realizaciéon de la estrategia SSF previo pretratamiento con
hongos de pudricion blanca, utilizando los mejores pardametros encontrados. (Ver Anexo C)

A continuacidn se presentardn las discusiones independientes de las etapas del trabajo, las conclusiones
finales y finalemente se dardn las recomendaciones que permitan continuar con el trabajo en la
produccién de bioetanol a partir de residuos forestales, mediante pretratamientos alternativos.

7.1.- Primera etapa: Estudio del efecto del uso de Liquido idnico reciclado, sobre la hidrdlisis
enzimatica

En esta Primera Etapa se observaran los resultados obtenidos en las sacarificaciones posteriores a la
realizacion de pretratamientos con liquidos idnicos reciclados con distintas cargas o proporciones
(material/ LI) para lenga y eucalipto.

La etapa de reciclo del LI consta principalmente de 3 etapas importantes:

1. Obtencidn del LI utilizado: una vez que el LI es utilizado, después del lavado se acumula en
recipientes. La caracteristica principale de esta solucion es que contiene azlcares y otros
compuestos inhibitorios como furfurales y lignina ™, los cuales se van acumulando a medida
gue aumenta la cantidad de veces que se recicla.

2. Filtracidn: en esta etapa se busca eliminar la mayor cantidad de sélidos en suspension y en lo
posible, compuestos no deseados que interfieran en la actividad del LI.

3. Destilacidn: realizada principalmente en un rotovapor que eliminaria gran cantidad del agua
utilizada para el lavado del material, ademas se recomienda utilizar LI reciclado con menos de un
5% p/p de agua ¥ por lo tanto se realiza otra etapa de destilacién a mayor temperatura para
asegurarse de eliminar casi en su totalidad el agua de lavado.

En la llustracidn D.1 (ver Anexo D) se muestra una imagen del proceso de obtencion del LI reciclado.

7.1.1.- Resultados para Eucalipto

En la llustracién 7.1, que corresponde a la Hidrdlisis enzimatica realizada a eucalipto, se observa una
sacarificacion en todos los casos superior al caso sin pretratamiento (destacado con color azul), lo cual

28



era de esperarse debido a los antecedentes obtenidos 19 se puede apreciar que a las 72 horas no es
concluyente la aparicién de un valor maximo en la sacarificacion, esto se explica porque la concentracion
de azucares y glucosa en particular no son lo suficientemente alta para producir la inhibicién por
producto final de las enzimas hidroliticas 2.

La sacarificaciéon con LI reciclado (LI rec.) es factible para todos los casos lograndose obtener
aproximadamente 200 mg de azucares reductores por gramo de material cuando se utiliza una carga 1:3.
Sin embargo el mejor caso se reporta cuando se utiliza LI puro, obteniéndose a las 72 horas sobre 250
mg de azUcares reductores por gramo de material.

Algo similar se obtiene para la glucosa, siendo el mejor caso nuevamente el pretratamiento con LI puro.
Para los pretratamientos con LI rec. se obtiene un mejor resultado con LI rec. con una carga peso
material lignoceluldsicos/LI reciclado de 1:9, lograndose 150 mg de glucosa por gramo de material. Estos
resultados tienen un comportamiento similar a las obtenidos en trabajos anteriores ™, ya que las
conversiones y rendimientos para eucalipto son bajos en comparacidn a otros materiales lignoceluldsicos
como lenga, maiz o trigo > ** 22, Esto tiene una explicacién ya que la densidad del eucalipto es mucho
mayor que el resto de los otros materiales lignoceluldsicos mencionados ), por lo tanto tiene una
resistencia mayor a la humectaciéon por solventes y por ende una resistencia a la exposiciéon de la
celulosa para la sacarificacidn. Es por esto ademads que el pretratamiento realizado debié ser por mayor
tiempo (30 minutos), de la misma forma que en estudios previos 9],
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llustracidn 7.1. Hidrdlisis enzimatica para eucalipto durante de 72 horas con una carga enzimatica de 37 FPU/g material a
50°C por 30 minutos. La carga de L.I. puro fue de 1:3 (p/p), las cargas de LI reciclado fueron: 1:3, 1:5, 1:9 y 1:10. S/P indica Sin
Pretratamiento. (A) Perfil de azticares reductores totales. (B) Perfil de glucosa.
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Para el eucalipto se aprecia la llustracion 7.2, que consecuentemente indica que el mejor caso es con LI
puro con una selectividad® del 70% obteniéndose asi un 44% de rendimiento™ (261,59 [mg A.R./g de
eucalipto] y 185,05 [mg glucosa/g de eucalipto]), luego lo sigue el pretratamiento con LI reciclado 1:3
con un rendimiento del 69%/67%"" respecto al tedrico. Entonces como decision final se puede optar por
utilizar LI puro como el mejor caso, pero dada una visién econdmica a la problematica ante el valor del LI,
es posible decidir a favor del pretratamiento con Ll reciclado con una carga 1:3.
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llustracién 7.2. Cantidad de azucares liberadas en eucalipto a las 72 horas y Selectividad de la sacarificacidn. A.R. (aztcares

reductores). La carga de L.I. puro fue de 1:3 (p/p), las cargas de LI reciclado fueron: 1:3, 1:5, 1:9 y 1:10. S/P indica

Sin Pretratamiento (A) Cantidad de azticares liberadas a las 72 horas. (B) Selectividad del pretratamiento entre glucosa y
otros azlicares

7.1.2.- Resultados para lenga

En la llustracidn 7.3 se observan los resultados para lenga. Aqui los pretratamientos con LI rec. tienen un
comportamiento muy similar a lo que ocurre con el LI puro, obteniéndose cantidades similares de
azucares reductores totales y de glucosa. Ademas es posible notar que la sacarificacion llega a un platé a
las 48 horas, esto puede deberse a que la concentracién de azlcares, sobre 30 [g/L], liberadas provocan
la inhibicion por producto (celobiasa y glucosa) de la celulasa, lo cual es similar a lo observado con

mg glucosa liberada

9 i 0Ly —
Selectividad (%) = mg de fotal AR,

* 100

% ver Anexo E

" ver Anexo E
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estudios que caracterizan estas enzimas, en que sobre los 35 [g/L] existe el problema de la inhibicién [33],
Esto se puede reflejar en los mejores casos de pretratamiento, no asi en los casos de carga 1:3 y 1:10
donde la liberacidn de azucares no es suficiente para interpretar que se alcanzé un valor maximo de la
concentracién de azucares reductores en el medio.

Los mejores casos se observan con cargas 1:5 y 1:10, con una cantidad aproximada de 600 mg de
azucares reductores por gramo de material y de 400 mg de glucosa por gramo de material, similar a lo
esperado para la sacarificacién para lenga ™31 Por lo tanto existe una gran factibilidad de utilizar LI
reciclado para los pretratamientos de lenga.
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llustracidén 7.3. Hidrdlisis enzimatica para lenga durante de 72 horas con una carga enzimatica de 37 FPU/g material a 50°C
por 15 minutos. La carga de L.I. puro fue de 1:3 (p/p), las cargas de LI reciclado fueron: 1:3, 1:5, 1:9 y 1:10. S/P indica Sin
Pretratamiento. (A) Perfil de azticares reductores totales. (B) Perfil de glucosa.

Dado que la sacarificacion llega a un valor constante a las 48 horas en la mayoria de los casos y luego
ocurren anomalias, tales como la reduccién de la cantidad de azlcares a las 72, en algunos casos se
prefirié6 tomar como referencia la sacarificacion hasta las 48 horas. Siguiendo el mismo razonamiento
que para eucalipto, el resultado con LI puro entrega un rendimiento de sacarificacion del 91% con una
selectividad del 70% (674,7 [mg A.R./g de lenga] / 408,3 [mg glucosa /g de lenga]). Los pretratamientos
con Ll rec. 1:5 y LI rec. 1:10 entregan un total de glucosa y A.R. liberadas respecto al obtenido con LI
puro de 94%/104% y 90%/104%, respectivamente. Entonces como mejor opcidn tecno-econémica se
tiene el pretratamiento con LI reciclado 1:5.

Cabe mencionar que el efecto de lograrse sobre el 100% de la sacarificacidon de celulosa, se puede deber
principalmente al arrastre de A.R. que el LI reciclado contiene, debido principalmente al lavado de éste
cuando se utiliza para pretratamientos y que al momento de reutilizarlo en el pretratamiento puede
existir una adhesion de los azlcares al material que no se retira al momento de ser lavado y que termina
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aportando a los valores encontrados de glucosa, efecto que se ha reportado en estudios anteriores 117, 20]

Sin embargo no se estimd el aporte del efecto. Algo que si se podria realizar para observar dicho aporte
es observar el material pretratado con LI reciclado en un medio adecuado sin enzimas hidroliticas y
observar si existe un aumento considerable de los azlcares totales en el medio por efectos difusivos y
convectivos de la agitacion misma, que liberen los azlcares adheridos. Por lo tanto para evitar este
efecto que puede conducir a confusién, solo se utiliza LI reciclado que fue recuperado maximo dos veces
para evitar una acumulacién de azucares y la acumulacién de compuestos toxicos o inhibitorios para los
procesos fermentativos, como furfurales. En todo caso este efecto a nivel industrial no debiese ser
negativo, ya que se logra con esto poder recuperar gradualmente los azlcares reductores que se pierden
con el solvente.
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llustracion 7.4. Cantidad de aztcares liberadas en lenga a las 48 horas y Selectividad de la sacarificacion. A.R. (azucares
reductores). (A) Cantidad de azucares liberadas a las 48 horas. (B) Selectividad del pretratamiento entre glucosa y otros
azucares

Comparando los resultados de sacarificacion, previo pretratamiento con LI reciclados aplicados a
eucalipto y lenga, es posible indicar que el pretratamiento para lenga es mucho mejor que para eucalipto
y esto puede explicarse por las diferencias de densidad que tienen ambas especies, siendo la lenga
mucho mas susceptible a la humectacién por algin solvente .. Ademds es posible observar estas
diferencias en los rendimientos en trabajos anteriormente realizados '*”). Otro factor no menor es que la
granulometria de ambas especies no era exactamente la misma. A pesar de que en ambos casos las
particulas de madera se retenian por el mismo nimero de malla, existié una pequeiia diferencia de
tamafio (largo especificamente) lo que podria afectar directamente en la superficie de reaccién
enzimatica por gramo de material. El material lignocelulésico utilizado y sus diferencias se pueden ver en
la llustracién D.2 del Anexo D.
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Para efectos del trabajo, las condiciones de pretratamiento escogidas para la siguiente etapa se resume
en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Resumen de los pretratamientos a utilizar para la Segunda Etapa del trabajo

Razén
Glucosa/A.R.

Material Condiciones de Concentracion de A.R.
lignocelulésico pretratamiento [mg/g material]
Lenga L.l. reciclado con carga 1:5 a

150°C por 15 minutos 578 0,68
Eucalipto L.I. puro 1:3 con carga 1:3 a
150°C por 30 minutos 207 0,65

7.2.- Estudio de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) previo pretratamiento con
Liquido Idénico reciclado

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Parte | y por lo que indica el Diagrama de Decisiones
(Hustracién C.1), en esta seccidn se presentaran todos los resultados respecto a la estrategia SSF previo
pretratamiento con LI reciclado, bajo las condiciones que se indicaron en la Tabla 7.1. Los resultados se
presentaran en miligramos (mg) por gramo de material lignocelulésico, lo que permite representar de
mejor manera los resultados.

En la llustracidn 7.5, se observa el comportamiento de la estrategia SSF en lenga con la menor
Concentracidn Inicial de Inéculo (C.1.1.) utilizada, que fue de 0,1 [g.p.s./L]. Como es posible analizar en la
llustracion 7.5A a medida que transcurre el tiempo de la fermentacidon, mayor es la cantidad de
bioetanol presente, lo que era de esperarse. Para determinar que si existe una sacarificacion conjunta y

[13] Ia

no solo hubo un consumo de los nutrientes presentes en el medio como extracto de levadura
llustraciéon 7.5B muestra que la cantidad de azlcares reductores aumenta en el transcurso del tiempo,
pero la concentracion de glucosa se mantiene practicamente nula, lo que permite inferir que si existe

una sacarificacion de la madera y también un consumo de la glucosa para producir bioetanol.

Para las C.I.I. de 0,5 y 1,0 [g.p.s./L] los resultados tiene un comportamiento similar que se presentan en
las llustraciones 7.6 y 7.7 lo que permite deducir que el comportamiento general de la estrategia SSF es
similar independiente de la C.I.I., pero donde existen diferencias es en los rendimientos que se presentan
en la Tabla 7.2.
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llustracidn 7.5. . Perfiles cinéticos de fermentacion, usando la estrategia SSF para lenga previo pretratamiento con LI
reciclado, con una C.1.1.= 0,1 [g.p.s./L], a distintas cargas enzimaticas. En azul 15 [FPU/g material], en rojo 20 [FPU/g material]
y en verde 5 [FPU/g material]. (A) Perfil cinético de la generacién de bioetanol. (B) Perfil cinético Produccidn de Azucares
Reductores totales y Glucosa.
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llustracién 7.6. Perfiles cinéticos de fermentacidén, usando la estrategia SSF para lenga previo pretratamiento con LI reciclado,

con una C.L.1.= 0,5 [g.p.s./L], a distintas cargas enzimaticas. En azul 15 [FPU/g material], en rojo 20 [FPU/g material] y en verde

5 [FPU/g material]. (A) Perfil cinético de la generacion de bioetanol. (B) Perfil cinético de Produccion de Azucares Reductores
totales y Glucosa.
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llustracidon 7.7. Perfiles cinéticos de fermentacidn, usando la estrategia SSF para lenga previo pretratamiento con LI reciclado,

con una C.l.I.= 1,0 [g.p.s./L], a distintas cargas enzimaticas. En azul 15 [FPU/g material], en rojo 20 [FPU/g material] y en verde

5 [FPU/g material]. (A) Perfil cinético de la generacién de bioetanol. (B) Perfil cinético de Producciéon de Aziuicares Reductores
totales y Glucosa.

Un comportamiento a considerar es la velocidad de generacidn continua de azlcares reductores para
todos los casos, esto tiene una explicacidn que se basa en que el MO utilizado solo puede consumir
glucosa, por lo tanto es esperable que no exista una acumulacién de glucosa, pero no consume azlcares
de cinco carbonos, los que se van acumulando. La estrategia SSF disminuye la inhibicion por producto de
las enzimas hidroliticas, por lo tanto es posible que la actividad de dichas enzimas se mantenga vy siga
liberando azucares no fermentables durante toda la fermentacién. Este efecto es el que diferencia las
estrategias SHF de la SSF %%,

Los resultados de la Tabla 7.2. muestran el rendimiento de etanol calculado para cada combinacién de
C.L.I. y carga enzimatica, con el fin de establecer si existe alguna correlacién entre ambos parametros en

estudio y su incidencia en el rendimiento de etanol de la fermentacion.

[mg etanol final-mg etanol inicial]

12 Rendimiento (%) — [mg glucosa inicial—r;g glucosa final] * 100
0,51 L—]:I
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Tabla 7.2, Resumen de la concentracidn final en [g/L] y rendimientos de etanol porcentuales de la estrategia SSF en lenga
previo pretratamiento con LI reciclado. Rendimiento méximo tedrico 0,51 [g etanol/g glucosa]. Se consideran los
carbohidratos aportados por el extracto de levadura, para que sea un rendimiento absoluto, procedimiento similar al
utilizado anteriormente "\,

Carga Enzimatica [FPU/g material]

5 15 20

Concentracion Inicial de Inéculo [g.p.s./L] 0,1 3,3 2,5 4,2
0,5 4,2 4,2 5

1 6 6,2 5,9

Carga Enzimatica [FPU/g material]

5 15 20

Concentracion Inicial de Inéculo [g.p.s./L] 0,1 14 11 18
0,5 16 17 20

1 23 23 22

Conc.final etanol—Conc.inicial etanol

e Rendimiento = —— -
Conc.inicial glucosa—Conc.final glucosa

De la Tabla 7.2. es posible destacar que a mayor concentracion inicial de indculo , mayores son los

rendimientos encontrados, y en el caso de la C.I.I. de 1,0 [g.p.s./L] resulta ser independiente de la carga

enzimatica utilizada, esto puede deberse principalmente a que a menores C.1.I. el consumo de glucosa

para crecimiento es mayor. Resultados similares se encontraron en estudio previos donde a mayor

(31 Sin embargo, no existe una

concentracién inicial de inéculo los rendimientos son mucho mayores
relacidn determinante en los rendimientos cuando se estudia el efecto de la carga enzimatica, como se

aprecia en la Tabla 7.2.

Comparando estos resultados con los estudios previos, se puede percibir que los rendimientos son entre
el 50 — 60% respecto a los reportados en la literatura ™. Esto se puede deber principalmente a que el
pretratamiento con LI reciclado puede contener compuestos toxicos (furanos) que afectan directamente
en las fermentaciones ¢, ya que podria permitir la adherencia de estos compuestos en el material
lignocelulésico y provocar la disminucién en el rendimiento de las levaduras. Esto no ocurre con el LI
puro, porque los compuestos toxicos, como furfurales y lignina, se eliminan cuando el material
lignocelulésico es lavado por un antisolvente como agua®®.

Para ilustrar de mejor forma las diferencias entre los resultados con LI puro y reciclado, se realizdé un
experimento control de SSF con un pretratamiento de LI puro sobre lenga. La llustracién 7.8, muestra el
comportamiento en la generacidén de bioetanol que llega a una concentracién de 79 [mg/ g material]
(7,93 [g/L]) a las 96 horas con un rendimiento del 33% del valor maximo tedrico, lo que indica que hay un
aumento sustancial sobre el LI reciclado, donde el mejor caso se mostré con un 23% de rendimiento bajo
las mismas condiciones de operacidn que el experimento control.
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La generacidn de azucares y glucosa tuvo un comportamiento particular respecto a las otras SSF con LI
reciclado, ya que en este caso existe una acumulaciéon importante de glucosa, efecto que no se habia
observado anteriormente, pero que se ha registrado como un comportamiento natural en otros estudios

B8 371y que la liberacién de azicares totales tiene un maximo a las 24 horas, luego disminuye su

concentracidn, efecto que se ha observado en los estudios previos '**. Estos efectos, permiten sefialar
que el LI puro tiene un efecto distinto al reciclado, a pesar de que la liberacidon de azlcares totales en
similar a las anteriores SSF (cercano a 150 [mg/g material]) el aprovechamiento para generar etanol es
mucho mejor en este caso. Lo que permitiria deducir que si existen efectos negativos del LI reciclado
sobre los microorganismos fermentadores, principalmente por la acumulacién de compuestos
inhibidores y contaminantes (furfurales y lignina) en las etapas de recuperacién del LI. Entonces es
imprescindible, si se continda el uso de LI reciclados, realizar analisis que permitan observar su
composicion y realizar etapas de purificacidn, para eliminar todo tipo de inhibidores y contaminantes no
deseados.
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llustracidn 7.8. Perfiles cinéticos de la estrategia SSF para lenga previo pretratamiento con LI puro con una C.l.Il. = 1,0

[g.p.s./L] y 20 [FPU/g material] como carga enzimatica. (A) Perfil cinético de la generacién de bioetanol. (B) Perfil cinético de
produccién de Azticares Reductores totales y Glucosa.

En la Tabla 7.3 se muestra un cuadro comparativo para los resultados encontrados en los estudios
anteriores'™ y los reportados en el actual trabajo. Es posible observar, que la C.L.I. si afecta directamente
en el rendimiento, siendo el mejor caso con una C.I.I. de 10 [g.p.s./L], trabajo realizado por NiKlitschek™?!
y no necesariamente tan influyente en las diferencias la carga enzimatica. Ademas, es posible notar que
la estrategia SHF es una técnica que se ve sobrepasada por la estrategia SSF, esto se percibe
principalmente porque el mejor resultados obtenido con la primera, no supera la estrategia SSF con un
pretratamiento con LI reciclado, a pesar de todos los factores negativos que esta ha presentado.
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Tabla 7.3. Cuadro comparativo de los resultados reportados en trabajos anteriores y el actual trabajo.

., Rendimiento
Concentracion

inicial de indculo AL
[FPU/g material] maximo

[g.p.s./L] teérico (%)

Carga Enzimatica

Estrategia Tipo Pretratamiento

e ¥ 0 -
S o ¥ 0 -
SSF** Li ;’;org ,pt;arri :r;?nz{cgsa 20 - >
"™ ;

*Resultados reportados por Niklitschek!™!
**Resultados reportados en el actual trabajo

7.2.1.- Relacion matemadtica del Rendimiento vs Carga Enzimdtica y Concentracion inicial de
inéculo (Primera aproximacion)

De los resultados obtenidos con LI reciclado, es posible apreciar que la diferencia porcentual de los
rendimientos para las distintas cargas enzimaticas disminuye a medida que aumenta la C.I.I., siendo casi
nula cuando la C.LI. es de 1,0 [g.p.s./L], por lo tanto podria existir una correlaciéon importante de los
rendimientos encontrados con la C.LIL. y carga enzimatica. Es decir, si se busca disminuir la carga
enzimatica por algin motivo técnico o econdmico, se podria resolver aumentando la C.1.1.

En la llustracidon 7.9 se muestra la relaciéon que existe entre la Pendiente del Rendimiento vs la C.L.I.
cuando se mantiene constante la Carga enzimatica (ver Anexo H) a distintas cargas enzimaticas dandose
una situacion esperable segun los datos obtenidos, ya que a medida que se aumenta la C.LI. la pendiente
tiende a disminuir, es decir, el rendimiento se vuelve independiente de la carga enzimatica utilizada y
so6lo dependiente de la C.1.I., donde a mayor sea esta Ultima, mayores son los rendimientos.
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llustracién 7.9. Comportamiento de las Curvas “Rendimiento vs C.I.I.” en funcion de la carga Enzimatica utilizada.

Logicamente, si no se quisiese sacrificar ninguna de las dos, es posible buscar una condicién intermedia
gue no perjudique totalmente ninguno de los dos parametros y que permita tener rendimientos
aceptables.

No hay que olvidar que estos resultados pueden ser considerados para un pretratamiento de lenga con
LI reciclado, entonces es posible estimar ciertas soluciones técnicas que tienen incidencia en lo

econdmico:

e Es aceptable el uso de Ll reciclados para pretratar lenga y someterlo a una estrategia SSF.

e Bajo este pretratamiento existe una correlacion significativa de la C.I.I. y la carga enzimatica con
el rendimiento final de la estrategia SSF, lo que puede resolver ciertos problemas operacionales.
Sin embargo, hay que considerar que el rango utilizado es pequefio, por lo tanto es importante
reajustar la correlacidon una vez que se utilice un rango mas amplios.

Entonces con estos resultados, para continuar con el trabajo, se estima que las mejores condiciones
operacionales que entreguen el mejor rendimiento es un pretratamiento con Ll reciclado con carga 1:5y
una estrategia SSF con una C.I.I. de 1,0 [g.p.s./L] y 5 [FPU/g material]. Sin embargo, para la Tercera parte
de este trabajo se utilizard la C.l.I. recomendada, pero una carga enzimatica de 20 [FPU/ g material],
simplemente porque la correlacién que existe entre ambos pardmetros con el rendimiento es un
supuesto y para las tres situaciones de C.I.I. el mejor rendimiento se encontré para dicha carga. Por lo
tanto es la elegida para realizar la estrategia SSF previo pretratamiento bioldgico

39



7.3.- Estudio de Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF) previo pretratamiento
biolégico

Los pretratamientos realizados se presentaron en el capitulo VI en la Tabla 6.1. donde se obtuvieron los
mejores resultados de sacarificacién previo pretratamiento con una cepa fungica especifica y tiempo de
incubacién determinado.

En la llustracién 7.10, se muestran los resultados de la estrategia SSF previo pretratamiento con Hongos
de Pudricién Blanca.
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llustracidon 7.10. Perfiles cinéticos de fermentacion de la estrategia SSF para lenga previo pretratamiento con HPB, con una
C.1.1.=1,0 [g.p.s./L] y 20 [FPU/ g material] como carga enzimatica. (A) Perfil cinético de la generacion de bioetanol. (B) Perfil
cinético de Produccion de Aztcares Reductores totales y Glucosa.

Como se aprecia, todos los resultados obtenidos son mucho mayores que los obtenidos con LI reciclado,
siendo el peor caso 13 puntos porcentuales mayor y el mejor, de 33 puntos porcentuales. El mejor caso
se encontrd cuando se realizd un pretratamiento bioldgico (hongo S. hirsutum) por 45 dias a eucalipto.
El efecto de la estrategia SSF es similar al obtenido previo pretratamiento con LI reciclado, donde es
posible observar un aumento continuo de produccién de bioetanol y de la liberacion de azucares totales
al medio; sin embargo existe un fendmeno que no se habia registrado anteriormente en esta memoria,
que es el aumento de glucosa en las primeras horas (en Eucalipto 30 y 45 dias); sin embargo este es un

136, 37]

comportamiento normal y estudiado en otros trabajos que ocurre en la estrategia SSF, y que se

debe a la acumulacidn de glucosa antes de ser consumida por el MO para transformarla en etanol.
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Como se muestra en la Tabla 6.1, también se caracterizé la cantidad de glucosa liberada por gramo de
azlcares totales, siendo mayor en el caso del eucalipto. Esto es consistente con los resultados mostrados
en la llustracién 7.8, en que se observa la liberacién de glucosa cuando se pretratd eucalipto con el
hongo S. hirsutum y se tradujo también en un aumento del etanol generado. Otra caracteristica
importante es que en ambos casos, para lenga y eucalipto, los pretratamientos de 45 dias dieron
mejores resultados que los pretratamientos a 30 dias. Se supone que a mayor tiempo de incubacién

B3.271 "nor lo tanto es posible obtener

existe una mayor liberacién de azucares y por ende de glucosa
mejores rendimientos de etanol. En resumen el rendimiento de etanol en la SSF de eucalipto pretratado
con S. hirsutum fue mejor que el pretratamiento de C. subvermispora sobre lenga, para 30 y 45 dias, lo
cual era de esperarse segun los resultados mostrados en la Tabla 6.1, donde la liberacidn de glucosa es

mayor con el hongo S. hirsutum sobre eucalipto.

La Tabla 7.4 indica los rendimientos absolutos de etanol obtenidos de la estrategia SSF previo
pretratamiento fungico.

Tabla 7.4. Pérdida de peso, rendimiento de etanol y concentracion final de bioetanol obtenidos de la estrategia SSF previo
pretratamiento fungico. Comparado con el rendimiento maximo tedrico.

Pérdida ..
Pretratamiento De peso Rendimiento . (.:onc.
(%) de etanol (%) Final de bioetanol [g/L]
Lenga 30 dias (hongo C. subvermispora) 10,4 36 8,9
Lenga 45 dias (hongo C. subvermispora) 12,5 43 10,5
Eucalipto 30 dias (hongo S. hirsutum) 9 46 10,4
Eucalipto 45 dias (hongo S. hirsutum) 14 56 12,7

*Rendimiento maximo tedrico: 0,51 [g etanol/g glucosa]

La pérdida de peso de los materiales pretratados biolégicamente tiene una cierta correlacién, donde a
mayor pérdida de peso, mayor es el rendimiento, este comportamiento se observa separadamente en
lenga y eucalipto. Si se busca determinar una correlacion entre pérdida de peso y rendimiento, se podria
considerar que a mayor pérdida de peso, mayor es el rendimiento. Para el ajuste no se considerard el
dato obtenido del pretratamiento de 30 dias sobre eucalipto, ya que se considerara una excepcién. Por
lo tanto, el ajuste se puede observar en la Ecuacién 7.1, con un R%*=0,94, lo gue indica un ajuste bastante
bueno que puede servir como primera aproximacidn para predecir el rendimiento en funcién de la
pérdida de peso.

Rendimiento = 0,17 x Pérdida de Peso(%) + 4,63 [Ecuacion7.1]

7.4.- Calculo del potencial bioetanol obtenido a partir de la biomasa disponible

Al comparar todos los rendimientos de etanal obtenidos no seria correcto, ya que los pretratamientos
con Hongos demoran bastante en comparacion a los pretratamientos con LI. Ademas el tamafio de “pin-
chip” en ambos casos tampoco es comparable, porque para este Ultimo estudio el tamafio era
considerablemente mas pequefio. Por lo tanto los resultados deben analizarse independientemente. Lo
que si es considerable comparar es la produccion de bioetanol segln el material lignocelulésico a utilizar,
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principalmente por la diferencia en el manejo operacional y disponibilidad como materia prima, que
afectan directamente en los resultados.

En efecto, el mejor resultado para lenga previo pretratamiento con LI reciclado se dié con un
rendimiento del 23% que se refleja en una cantidad promedio de 60 mg de etanol por gramo de lenga a

3] se estima una produccién de 19,3

las 96 horas, por lo tanto a partir de 254 mil toneladas de lenga
miles de m®de bioetanol, lo que abarcaria aproximadamente el 29% y 12% del bioetanol necesario al afio

para satisfacer la demanda de mezcla de etanol en la bencina al 2% y 5%, respectivamente.

Para los pretratamientos bioldgicos el mejor resultado se obtuvo para eucalipto con un pretratamiento
de 45 dias con el hongo S. hirsutum con un rendimiento del 56%, equivalente a 127 mg de etanol por
gramo de material a las 96 horas. Si se considera una masa total de eucalipto igual a la masa de residuos
de lenga, que podria provenir de los cultivos dendroenergéticos, se podrian generar aproximadamente
39,3 miles de m* de bioetanol, lo que podria representar el 60% y 24% de la demanda anual de bioetanol
en Chile al 2% y 5% respectivamente. Lo que seria un aumento significativo con respecto al mejor
resultado obtenido el estudios previos %!,

Otro aspecto que vale la pena comentar es la diferencia porcentual de los rendimientos obtenidos
después de los pretratamiento bioldgico, 30 y 45 dias. Vale la pena preguntarse si es mejor realizar una
mayor cantidad de pretratamientos de menor tiempo (30 dias) o mantener la opcién que da el mayor
rendimiento. Si consideramos 3 meses de operacion (en el cual se puede completar 3 pretratamientos de
30 dias y 2 de 45 dias) para lenga y eucalipto independientemente tenemos los resultados™
representados en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Comparacion del bioetanol generado para 3 meses de pretratamiento bioldgico en base a una tonelada de

material.
Pretratamiento Rendimiento Concentracion Total de Rendmiento
realizado (%) de bioetanol bioetanol en m* Mensual
generado a los 3 meses [m? bioetanol /
[mg/g mes]
material]
Lenga 30 dias 36 89 339 113
Lenga 45 dias 43 105 266 89
Eucalipto 30 dias 46 104 396 132
Eucalipto 45 dias 56 126 321 107

En base a los resultados de la tabla anterior se tiene que: para eucalipto el mejor resultado se obtiene
para el pretratamiento con S. hirsutum a los 30 dias y no a los 45 dias comolo sugieren los resultados si
solo se considera el rendimiento como criterio de evaluacién, lo mismo ocurre para lenga, donde es
mejor el pretratamiento a 30 dias con la cepa C. subvermispora. Por lo tanto, si se ve en términos tecno-
econdmicos el rendimiento mensual de bioetanol generado es mejor a los 30 dias, para lenga y
eucalipto. Y como era de esperarse, se estima una mayor generacion de bioetanol utilizando eucalipto

B Ver Anexo G
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que lenga, claramente definido por los rendimientos encontrados. Entonces la demanda que podria
satisfacerse anualmente para los porcentajes de mezcla de etanol en bencina al 2% y 5%, considerando
ambos criterios (rendimiento de etanol y tiempo de pretratamiento) se muestran en la Tabla 7.6, siendo
el mejor caso el pretratamiento de 30 dias sobre eucalipto con un 50% y 20% de satisfaccidon de
demanda a 2% y 5% de mezcla, respectivamente. El pretratamiento con HPB sobre eucalipto por 45 dias,
ya no es el mejor caso e incluso es sobrepasado por el pretratamiento con HPB por 30 dias sobre lenga,
lo que sugiere considerar ambos criterios y no solo el de mayor rendimiento.

Tabla 7.6. Porcentaje de demanda para los porcentajes de mezcla de etanol en bencina, a base de 245.000 toneladas de
material lignocelulésico, considerando los criterios de rendimiento y tiempo de pretratamiento con HPB.

Pretratamiento Rendimiento Concentracion Porcentaje de Porcentaje de
realizado (%) de bioetanol Demandaal 2% Demanda al 5%
generado de mezcla* de mezcla**
[mg/g
material]
Lenga 30 dias 36 89 42 17
Lenga 45 dias 43 105 33 13
Eucalipto 30 dias 46 104 50 20
Eucalipto 45 dias 56 126 40 16

*66.000 m> de etanol **165.000 m> de etanol
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Capitulo IV. Conclusiones y
Recomendaciones

8.- Conclusiones

La tendencia mundial hara que el uso de combustibles fosiles sea menos frecuente, principalmente por
gue es un recurso no renovable, por lo tanto se estd optando por alternativas mucho mas limpias y de
caracter renovable. Una alternativa al uso de los combustibles fdsiles del transporte terrestre (gasolina)
es el uso de bioetanol de segunda generacién, proveniente de residuos lignocelulésicos. En Chile las
proyecciones al uso de este biocombustible tiene un gran potencial debido a las grandes masas de
residuos lignoceluldsicos provocadas por la industria maderera y la muerte natural de bosques nativos,
superando mas de los 9 millones de m* de residuos por afio, lo que se podria traducir en las materias
primas esenciales para la produccion del bioetanol.

De acuerdo a esto es importante analizar alternativas al proceso de produccién de bioetanol de segunda
generacion, principalmente en la etapa critica que son los pretratamientos, por lo tanto se necesita
analizar la factibilidad técnica de los nuevos métodos utilizados en esta memoria.

Del trabajo realizado se desprenden las siguientes conclusiones:

Se logré realizar pretratamientos con LI reciclado para lenga, obteniéndose rendimientos satisfactorios
respecto al pretratamiento con LI puro. El mejor caso se obtuvo con LI reciclado en proporcién 1:5, con
rendimientos de azlcares reductores totales y glucosa del 94% y 104% respecto a L.I. puro,
respectivamente. El pretratamiento con LI puro tuvo una sacarificacidon de 674,7 mg azucar reductores
por gramo de material y de 408,3 mg de glucosa por gramo de material.

Para eucalipto los resultados fueron menos alentadores, aunque significativos, siendo el mejor caso de LI
reciclado 1:3 con rendimientos de azlcares reductores totales y glucosa de 69% y 67% respectivamente,
respecto a LI puro. Este ultimo logré sacarificaciones de 261,6 mg de azucares reductores por gramo de
material y 185,1 mg de glucosa por gramo de material.

Una vez realizada la estrategia SSF, para el caso de lenga se logré generar etanol con C.I.I. bajas (0,1; 0,5
y 1,0 [g.p.s./l]) y con bajas cargas enzimaticas (5, 15 y 20 [FPU/g material]) mediante un pretratamiento
con Ll reciclado, pero no mejores que los rendimientos obtenidos con LI puro. Se concluye ademds que a
mayor C.LI. existe un mayor rendimiento en la estrategia SSF, pero sin una clara relacion con la variacion
de la carga enzimatica, o sea, en el rango estudiado el aumento de la carga enzimatica no mejora el
rendimiento. El mejor caso se encontré con una combinacion de C.I.I. de 1,0 [g.p.s/l] y carga enzimatica
de 5 FPU por gramo de material con un rendimiento del 23% respecto al rendimiento tedrico.

Sin embargo, el pretratamiento con LI puro, permitié obtener un aumento de 10 puntos porcentuales
sobre el rendimiento de bioetanol, lo que permitié alcanzar un 33% del tedrico bajo las mismas
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condiciones de operacién, de lo que se concluye que si existen efectos negativos cuando se realizan
pretratamientos con LI reciclados, principalmente por la presencia de compuestos inhibidores y/o
contaminantes.

Adicionalmente, se valida el uso de Hongos de pudricién blanca como pretratamiento de residuos
forestales, ya que se logré obtener bioetanol para todos los casos planteados y con mejores
rendimientos que con Ll reciclado. En el peor caso se logré con un pretratamiento de 30 dias sobre lenga
con la cepa C. subvermispora con un rendimiento del 36% respecto al tedrico y el mejor caso se obtuvo
con un pretratamiento de 45 dias sobre eucalipto con la cepa Stereum hirsutum con un rendimiento del
56% respecto al tedrico.

En conclusion el uso de HPB como pretratamiento de material lignocelulésico para producir bioetanol es
una alternativa técnicamente viable y a priori, mejor que los LI reciclados. Otra buena alternativa es
seguir con los pretratamientos con LI puro, ya que los resultados obtenidos son considerablemente
superiores a los pretratamiento con LI reciclado.

De los mejores resultados obtenidos del pretratamiento con LI reciclado 1:5 (C.l.l.= 1,0 [g.p.s./L] y carga
enzimatica de 5 [FPU/g material]) se lograrian 19.000 m’ de bioetanol (en base a 245 mil toneladas de
lenga) que corresponderia al 29% y 12% de la demanda al 2% y 5% de bioetanol en Chile,
respectivamente. Y si se asumiera la misma cantidad masica de madera de eucalipto, segiun el
pretratamiento con hongos de pudricion blanca para eucalipto (45 dias con la cepa S. hirsutum), se
podria obtener 39.000 m® de bioetanol que representaria el 60% y 24% de bioetanol necesario en Chile
al 2% y 5% respectivamente, solo considerando el rendimiento de etanol como criterio.

Sin embargo, los pretratamientos con hongos de pudricidon blanca, en términos industriales dan una
mayor productividad con pretratamientos de 30 dias que con pretratamientos de 45 dias, por lo tanto
son una opcidn con mejores rendimientos a largo plazo.

En conclusién, los pretratamientos alternativos, como los LI reciclados y hongos de pudricién blanca
pueden ser una solucién a la hora de reducir costos operacionales, pero se requiere de un detalle
econdmico mayor ya que existen diferencias importantes entre ambos pretratamientos (recursos y
tiempo de operacidon principalmente), por lo tanto se recomienda seguir con estudios de nuevas
estrategias para los pretratamientos y produccion de bioetanol, como de la factibilidad tecno-
econdémica.
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9.- Recomendaciones

Con el propdsito de poder mejorar el trabajo realizado se recomienda lo siguiente:

e Investiga nuevos métodos de recuperacién de liquidos idnicos que permitan obtener un
producto mucho mds puro, minimizando el contenido de posibles inhibidores y agua. Esto en
conjunto de realizar analisis de actividad del liquido iénico y observar cémo varia su actividad.

e En base a utilizar nuevas estrategias de pretratamiento se recomienda investigar nuevas técnicas

como la utilizacidon de microondas y LI sobre el material lignoceluldsico, que permitiria acelerar

el proceso de solubilizacién de la celulosa 2.

e Estudiar un rango mds amplio de concentraciones iniciales de indculo para observar si realmente
puede existir una correlacion entre los rendimientos y la concentracién inicial de inéculo.

e Abarcar un rango mas amplio de los pardmetros, como carga enzimdtica y concentracion inicial
de indculo, para pretratamientos con hongos de pudricién blanca.

e Utilizar granulometrias del material lignocelulésico que permitan acercarse mas a la escala
industrial.

e Realizar un estudio quimico de posibles inhibidores presentes en la etapa de fermentacién y
proponer métodos de detoxificacion del material.

e Realizar un estudio detallado de la estrategia SSF sobre eucalipto, principalmente con LI puro a
distintas condiciones de operacion.

e Se recomienda, como parte de la Metodologia que los andlisis de etanol se realicen no mas alla

de las 3 semanas de obtenidas las muestras. Las muestras se deben mantener congeladas y una
vez que se quieran analizar dejar hasta que se descongelen a 4°C.
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Anexos

Anexo A.-Titulo I: Introduccion y Motivacion, Marco Tedrico,
Antecedentes y Objetivos

Anexo A.1. Propiedades generales de los Liquidos Idnicos.

Tabla A.1. Propiedades fisicoquimicas de los Liquidos Idnicos clorados ([EMIM]CI). Adaptacion [35]

Propiedad Descripcion

Presion de vapor Insignificante

Punto de fusion  Bajo los 100°C

Solvente Buena disolucidn de materiales orgdnicos, inorgdnicos y biomasa
Volatilidad Nula

Flamabilidad Nula (no es explosivo)

Miscibilidad Agua y Solventes orgdnicos
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Anexo A.2. Pretratamientos alternativos

Tabla A.2. Pretratamientos mayormente usados para material lignoceluldsico y sus posibles efectos (Adaptacion [18])

Clasificacion del

Tipo de pretratamiento

Efecto general sobre el

pretratamiento material lignocelulésico
e Tamizado Aumento en:
e Molienda e Superficie especifica
e Chipeado e Tamafo de poros
Fisico Disminucion en:
e C(Cristalinidad
e Grado de
polimerizacién
Hidrotermales: Aumento en:
e LHW e Superficie especifica
e Explosion de vapor e Tamafo de poros
FISICO-QUImICO Con quimicos: Degradacion parcial de
e H,SO, hemicelulosa
e AFEX
Transformacion de la lignina
Acidos: Aumento en:
e Diluido e Porosidad
e Concentrado e Superficie interna
debido a la
Alcalinos humectacion
e NaOH
. e Lima (0,1 g/g materia Disminucién en:
QUImICO seca) e Grado de
polimerizacién
Agentes oxidantes e Cristalinidad
L HzOz
e Oxidacion humeda (12 Degradacion de hemicelulosa
bar 0,)
e Ozondlisis Remocidn de lignina
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Anexo B.- Curvas de calibracion, metodologias y procedimientos

B.1.- Curva de calibracion de Biomasa vs Absorbancia a 600 nm.

En un matraz erlenmeyer de 800 ml se prepara un medio YEPD, con un medio de trabajo de 250 ml el
cual se inocula con el medio de stock que se tiene a 4°C. Luego se mantiene en agitacién por 24 horas a
200 RPM a 37°C en un incubador rotatorio marca Innova modelo 4300.

Luego de las 24 horas se preparan distintas diluciones (100, 50, 20, 10, 5, 2,5% v/v) en tubos Falcon de 15
ml con muestras de 10 ml. Se extrae 1 ml para medir la absorbancia a 600 nm vy el resto de la muestra (9
ml) son filtradas con un filtro de tamafio de poro de 47 um. Los filtros son pesados y luego son secados
en una estufa Gallenkamp a 60°C hasta que el peso de los filtros con las células retenidas sea constante.

La curva final se puede observar en el Grafico B.1. Los puntos en rojo permiten calcular la curva de
calibracién por su tendencia lineal, fuera de ese rango no se utilizaron los puntos ya que el
comportamiento deja de ser lineal y no seria representativo de los valores a utilizar.

2,5

y=2,1871x -0,4514
R?=0,9911

f e
o~

0 PN
A g T T T T T T T T 1

Abs 600 nm.

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
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M Curva Calibracién biomasa vs absorbancia 600 nm

Grafico B.1. Curva de calibracion de Biomasa a 600 nm.
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B.2.- Curva calibracion Concentracion de Azucares vs Absorbancia a 540 nm.

El reactivo DNS se prepard segun [20], luego fue guardado en un lugar oscuro y en un frasco forrado con
papel aluminio para evitar la degradacién del mismo y pérdida de capacidad de desarrollo de color en la
reaccién con azucares reductores. Por esto mismo se realizaron varias curvas de calibracidn, pero solo se
mostrara una de las utilizadas, ya que el procedimiento es el mismo en todos los casos.

Con una concentracidn estandar de glucosa de 1,5 [g/L], se realizaron distintas diluciones (0, 25, 50,75,
100% v/v). Luego se muestran 60 pl de muestra y 60 pl de reactivo DNS, se llevan a un calefactor a 100°C
por 10 minutos, luego las muestras se llevan a hielo para detener la reaccién. Muestras de 100 pl son
llevadas a lectura en un espectrofotémetro a 540 nm, dando como resultados el grafico B.2.

2,5
y=1,4115x + 0,1484
R?=0,9975 /
2
<
§ 1,5
o
<
n
S 1
<
0,5
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Grafico B.2. Curva de calibracion de Concentracion de Azticares reductores versus Absorbancia a 550 nm.
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B.3.- Curva de Calibracién Concentracién de etanol versus Area de integracién mediante
Cromatografia Gaseosa.

Al igual que el resto de las curvas de calibracidon se realizan distintas diluciones (100, 80, 50, 30, 20,10,
5% v/v) a partir de un estandar de etanol con concentracién de 7,9 [g/L]. El resultado de la curva se
observa a continuacion en el gréafico B.3.
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Grafico B.3. Curva de calibracién de Concentracion de etanol versus Area de integracion.

Para ilustrar de mejor manera los resultados se adjunta una cromatograma de un “peak” de etanol puro.
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llustracion B.1. Ejemplo de “peak” de etanol puro en una cromatografia gaseosa en la interfaz del programa Clarus 500.
Tiempo de observacion “peak” 0,56-0,57 minutos.
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B.4.- Aislamiento de colonias de levadura y obtencion de indculo.

B.4.1.- Aislamiento de colonias de levadura

Un gramo de levadura seca “Fermentis Ethanol Red” (cepa RED STAR) se rehidrata en 5 ml. de medio

)81 3 37°C por 30 minutos. Luego, 50

YEPD (1% Extracto de levadura, 2% Peptona razén, 2% Glucosa p/v
pl de la suspensidn son depositados en una Placa Petri con medio Agar-YEPD (1% extracto de levadura,
2% peptona, 2% glucosa, 1,6% agar Bacto razén p/v)®® y mediante un haza metalica estéril se dispersa
el volumen agregado, utilizando la técnica clasica de aislamiento por estrias utilizada en estudios previos

3] Todo el procedimiento se realizd en condiciones estériles.

B.4.2.- Obtencion del Inéculo

A partir de una colonia aislada de la cepa de levadura Red Star, se inoculan 2 tubos de ensayo con 5 ml.
de medio YEPD y posteriormente se incuban en un agitador rotatorio marca ZHCHENG modelo ZHWY-
100B a 40°C y 200 rpm por 8 horas. Luego, un matraz Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de trabajo
de 200 ml de medio YEPD se inocula con un 2% v/v proveniente de uno de los tubos de ensayo. Las
condiciones de incubacidon son 40°C y 200 rpm por 20 horas. Todo el procedimiento se realizé en
condiciones estériles.

Luego de la propagacion se mide absorbancia a 600 nm hasta obtener la cantidad de biomasa necesaria
segun la curva de Concentracidn de biomasa vs Absorbancia a 600 nm que se encuentra en el Anexo B.

B.5.- Otros resultados de pretratamiento fliingicos no considerados en el trabajo.

Tabla B.1. Resultados de pretratamientos flingicos a los 45 dias. Adaptacion [32].

Material Especie fluingica Pérdida de Gramo de aziicar Razon Glucosa/
Lignocelulésico peso (%) a por Kg de A.R.
los 45 dias biomasa

Ganoderma applanatum 19,6 110 0,36

Lenga Stereum hirsutum - 200 0,35
Lentinus edodes 9,4 -—- -—-

Ganoderma applanatum 19,6 190 0,53
Eucalipto Cerioporopsis subvermispora 11,1
Lentinus edodes 11,8
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Anexo C.- Diagrama de Decisiones para el procedimiento del
trabajo de investigacion

E
)
Lenga .
\ Pretratamiento: TR
o . Hidrolisis Enzimatica
Variacion cargade LI, reciclado 37FPU/ materd
, 3131519110 gmatera
Eucalipto
k=

Hay
resultados en
la
sacarificacion

Hay
resultados
satisfactorios

Variacion carga enzimatica

Si
Variacion C.L.:

llustracion C.1. Diagrama de Decision del Trabajo de investigacion. Se integran las tres etapas que completan el estudio
actual. En azul la Primera Etapa; en verde, la Segunda Etapa y en café, la Tercera Etapa.
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Material Concentracion e see
Carga Enzimatica

lignoceluldsico inicialde indculo
5 [FPU/ g material]
0,1 [g.p.s./L] 15 [FPU/ g material]
20 [FPU/ g material]
5 [FPU/ g material]
Lenga o Eucalipto 0,5 [g.p.s./L] 15 [FPU/ g material]
20 [FPU/ g material]
5 [FPU/ g material]
1,0[g.p.s./L] 15 [FPU/ g material]

20 [FPU/ g material]

llustracién C.2. Red de combinaciones para el Procedimiento del Estudio de una SSF con pretratamiento con liquido iénico
reciclado. Se fija el tipo de material lignocelulésico y se fija la concentracién inicial de inéculo, luego se varia la carga
enzimatica para concentracion de indculo. Posteriormente se cambia la concentracion inicial de indculo y se realizan las tres
variaciones de carga enzimatica, hasta completar toda la red.
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Anexo D.-Imdgenes de los montajes y procedimientos realizados.

llustracion D.1. Recuperacion de LI. (A) A la izquierda se observa la solucién “L.l.-Agua” luego del lavado de material
lignocelulésico y a la derecha, luego de ser filtrado. (B) Solucidon en el proceso de filtrado con papel filtro. (C) Rotovapor para
primera etapa de destilacion. (D) Bafio de glicerol a 150°C con una solucidén “L.l.-Agua” filtrada. (E) Baiio en aceite siliconado
para segunda etapa de destilacion. (F) A la izquierda Liquido idnico puro (sales blancas) y a la derecha, L.I. reciclado (licor
negro).
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llustracion D.2. Material lignoceluldsico, con distintos pretratamientos y granulometria utilizada. Fila superior, de izquierda a

derecha: Eucalipto sin pretratar, eucalipto pretratado con LI reciclado, eucalipto pretratado con HPB eucalipto pretratado con

LI puro. Fila inferior, de izquierda a derecha: Lenga sin pretratar, lenga pretratado con LI reciclado, lenga pretratado con HPB.
El material pretratado con LI tiene una granulometria de 0,5-1 mm espesor, 0,5-1 mm de ancho y 0,5-10 mm de largo. El
material pretratado con HPB tiene una granulometria de 0,5-1 mm de espesor, 0,5-1 mm de ancho y 0,4-2,5 mm de largo.
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Anexo E.- Memoria de cdlculo para el rendimiento de
sacarificacion total y de glucosa.

En la siguiente tabla se observa la composicién quimica de las maderas en estudio, Lenga y Eucalipto.

Tabla E.1. Composicion quimica p/p para las maderas en estudio (Adaptacion [17])

Compuesto Residuos de Lenga Residuos de Eucalipto

(%) (%)

Lignina 17% 19%
Celulosa 45% 42%
Hemicelulosa 38% 39%

Como principal supuesto es que toda la celulosa disponible se libera como potencial glucosa, por lo
tanto, como ejemplo de calculo se tiene para lenga luego del proceso de sacarificacion para L.I. puro.

Glucosa maxima disponible(gr) = 0,45 0,1 gr.de muestra de lenga = 0,045 gr.de glucosa

gr.-de Glucosa

Glucosa total liberada (gr) = * gr.de muestra de lenga

gr.de material de muestra

gr glucosa
= 0,4083———— x 0,1 gr lenga = 0,04083 gr.de glucosa

gr lenga
0,04083

Rendimiento (%) = o5

* 100 = 91%
En la Tabla F.2, se resume los valores del rendimiento para todos los pretratamientos y en la Tabla E.3, se

resume los rendimientos porcentuales respecto al LI puro.

Tabla E.2. Resumen de los Rendimientos (%) para cada tipo de residuo con cada pretratamiento. S/P (sin pretratamiento). L.I.
rec. (Liquido idnico reciclado).

Tipo Tipo de Pretratamiento (%)

Residuo S/P Ll puro1l:3 L.lvrec.1:3 Llrec.1:5 Ll rec.1:9 L.lrec.1:10
Lenga 13 91 53 94 67 95
Eucalipto 6 44 30 23 27 15
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Tabla E.3. Resumen de los Rendimientos de Sacarificacién Azucares Reductores Totales (%)/ Glucosa (%) respecto a LI puro.

Tipo de Tipo de pretratamiento
Residuo S/P Llrec. 1:3 Ll rec. 1:5 Ll rec. 1:9 Ll rec. 1:10
Eucalipto (1) 31/14 69/67 47/52 71/61 45/34

Lenga (2) 17/14 88/59 94/104 89/73 90/104

* Sacarificacion A.R. totales/ glucosa con Ll puro: (1) 261,59 [mg/gr. de euc] / 185,05 [mg/gr. de euc] (2) 674,7
[mg/gr. de lenga] / 408,3 [mg/gr. de lenga].
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Anexo F.- Resultados de los trabajos previos (Antecedentes
bibliogrdficos).
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Grafico F.1. Promedio de la pérdida de peso observada en eucalipto sometido a pretratamientos con distintos HPB.

180

160

140
120

ductores [mMM]

100 B 30dias

B 45dias
M 60 dias

-

.azucaresre
o)
S

Conc

S/p P.gigantea P.ostreatus S.hirsutum L.edodes C.versicolor

Grafico F.2. Resultados de la Hidrélisis enzimatica de azlicares reductores luego del pretratamiento con HPB para eucalipto.
S/P (sin pretratamiento). Adaptacién [24].
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Grafico F.3. Promedio de la pérdida de peso observada en lenga sometido a pretratamientos con distintos HPB
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llustracion F.1. Resultados de la Hidrolisis enzimatica de azticares reductores y glucosa luego del pretratamiento con HPB para
lenga. S/P (sin pretratamiento). Adaptaciéon [30].
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Anexo G. Memoria de cdlculo del potencial de bioetanol obtenido

G.1.- Calculo general del bioetanol generado para suplir demanda en Chile

Como ejemplo utilizaremos el mejor resultado obtenido para lenga con LI reciclado (carga 1:5) con un
rendimiento del 23% reflejado en 60 mg de etanol por gramo de material.

Si utilizamos 245 mil toneladas de lenga se obtendria:

g etanol 1 _
(1) 0,06 W * 2,54 x 10 [g lenga] = 15.220.479 [kg etanol]

(Masa etanol) kg etanol] 3
(2) - =15.220.479 ——————— = 19.290 m° etanol
(Densidad etanol) 789 [k_g]
m3

Si la demanda es de 66.000 y 165.000 m® de etanol al 2% y 5% entonces se puede cubrir el 12% y 29%
respectivamente.

G.2.- Calculo de la mejor opcion para el pretratamiento bioldgico de 30 o 45 dias

Suponemos un total de 3 meses, por lo tanto cuadran 3 pretratamientos de 30 dias y 2 de 45 dias. Si se
hace en base a 1 tonelada de eucalipto o lenga se tiene lo siguiente.

Como ejemplo se realizara el calculo para lenga. Para el pretratamiento con C. subvermispora se tiene
una generacion de 89 y 105 mg de etanol por gramo de lenga para 30 y 45 dias respectivamente.

Realizando el mismo calculo que en G.1. se obtienen 339y 266 m® de bioetanol para 30 y 45 dias.

Para eucalipto los resultados dan 396 y 321 m? de bioetanol para 30y 45 dias.
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Anexo H.  Curvas de Rendimiento vs C.LI. para cargas
enzimadticas constantes.
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Grafico H.1. Curvas de Rendimiento vs C.l.I. para cargas enzimaticas constantes.

La ecuacién H.1, indica la curva para una carga enzimatica de 5 [FPU/g material]; la H.2, para 15y H.3
para 20 [FPU/ g material].

a. Rendimiento = 10,164+ C.I.I + 12,246 , R? = 0,9405 [Ecuacion H.1]
b. Rendimiento = 13,279 x C.1.1.4+9,918 , R? =0,9959 [Ecuacién H.2]
c. Rendimiento = 4,4262* C.1.1.+17,639 , R?=0,9959 [Ecuacién H.3]
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