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Resumen

Hoy en dia el tema de abastecimiento energético es cada vez mas importante. En muchos
paises la matriz energética se basa en la explotacién del recurso fdsil, principalmente
petrdleo, el cual es un recurso limitado y que ha tenido una tendencia general al alza de
precios. A lo anterior se afiade las actuales normativas de emisiones que se estan aplicando,
las cuales prevén un futuro donde los combustibles fésiles se veran mads limitados en su
produccién y aplicacién. Los biocombustibles por tanto han sido una importante alternativa
que se ha desarrollado por afios, aunque, en un principio, muchos de los biocombustibles
disefiados asi competian (y compiten) en su materia prima con los recursos alimenticios
(biocombustibles de primera generacion). Ademas, una alternativa es el disefio de
combustibles basado en residuos industriales, es decir materias primas que no son fuentes
alimenticias (biocombustibles de segunda generacién). Este estudio busca otra opcion de
produccién de etanol, esta vez a partir de algas para producir biocombustibles de tercera
generacion, en especial se trabajé con la macroalga verde Ulva rigida.

Para alcanzar el objetivo planteado, fue necesario disefiar un procedimiento experimental, el
cual consistié en un pretratamiento con acido diluido (1% y 2% v/v de acido sulfurico) a
diferentes temperaturas (30°Cy 120°C). Después del pretratamiento es necesario neutralizar
las muestras para detener dicha reaccion. La fraccidn sélida resultante del pretratamiento es
sometida a una hidrdlisis enzimatica, gracias a la accidn de celulasas y celobiasas durante 72
horas (Celluclast® 1,5L - Cat C2730, y Novozyme® 188 - CatC6105). Luego se fermentaron los
azucares liberados en la sacarificacion mediante dos estrategias diferentes: Sacarificacién y
Fermentacién Simultaneas (SSF), y Sacarificacion Y Fermentacidn Separadas (SHF).

Los resultados mostraron que el pretratamiento no es necesario; las muestras de algas
utilizadas presentan azucares facilmente hidrolizables, y poseen una baja concentracion de
lignina, por lo que un pretratamiento con dacido diluido y temperatura no entrega mayor
ventaja al proceso. Mas aun, dicho procesamiento produce efectos negativos en la
concentracion de glucosa final. Por lo tanto, este proceso se suprimio del disefio planificado.

La sacarificacion de las algas sin pretratamiento presentd un rendimiento del 27,2% respecto
a la glucosa total de la muestra.

Por otra parte, los resultados de las dos estrategias de fermentacion SSF y SHF fueron
diferentes. El rendimiento, respecto a la conversion de glucosa total de la biomasa, de la
estrategia SSF fue de un 50%, considerado alto para ser un primer acercamiento a la
utilizacion de macroalgas. La estrategia SHF presentd un rendimiento del 24,5%. La
diferencia de rendimientos indica que la estrategia SSF es mejor, aprovechandose de mejor
forma los azucares constituyentes de las macroalgas y obteniendo una mayor concentracion
de etanol en solucion (5 g/l). Es importante mencionar que dicho rendimiento tiene su base
en la composicion total de glucosa de la macroalga, por lo que su alto valor puede
corresponder a la fermentacién de glucosa mas la fermentacion de otros azlcares no
considerados en la composicion total de glucosa. Aun asi, la estrategia SSF es mejor que la
SHF, ya que produce mayor etanol por gramo de biomasa empleado.



A partir de los resultados obtenidos, se concluye que se logré un primer acercamiento a la
produccién de etanol a partir de la macroalga Ulva rigida, disefidandose un proceso de
operacion y evaluando el pretratamiento de acido diluido en dicho procedimiento. También
se concluyd que la estrategia SSF es mejor que la estrategia SHF para la produccién de etanol
a partir de la mencionada macroalga. Finalmente, se recomienda complementar este estudio
mediante la caracterizacion completa de la macroalga utilizada.
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CAPITULO1

Motivacion, Marco Teorico, Antecedentes, Objetivos.

1. Motivacion

En el presente capitulo se describe cual fue la motivacion por la que
se desarrolla este estudio, es decir, la produccion de etanol a partir de
macroalgas. Para esto se tiene en consideracion la situacion
energética y los problemas medioambientales que hay en el pais y en
el mundo, el uso de bioetanol como combustible y como posible
sustituyente de combustibles fdsiles. Ademds, se hace una breve
descripcion de las macroalgas como materia prima para la
produccion de biocombustibles. Finalmente, se muestra la situacion
en que estd Chile respecto a los biocombustibles, especificamente
respecto al bioetanol.

1.1 Problematicas medioambientales y energéticas

En los tiempos venideros, la demanda de energia aumentard a niveles cada vez mayores a
medida que crezcan las economias y poblaciones. Esto ejercera presidon sobre el sistema de
suministro y requerird que se ponga mayor énfasis en el uso eficiente de energia, asi como
también en la busqueda de nuevas fuentes. En la actualidad el mundo emplea una gran
variedad de fuentes de energia. Hoy en dia el petrdleo y el gas natural proveen cerca del
60% de la energia primaria del mundo [1], como se observa en la imagen 1.

PETROLED I CARBON MUCLEAR EOQLICA/SOLAR
GAS Blomasa M HIDRAULICA GEOTERMAL

Imagen 1. Materias primas que proveen combustible en el mundo [1].

Su explotacion presenta algunos conflictos que deben solucionarse, tales como un posible
agotamiento de dicho recurso (incierto) o los problemas de contaminacidon que provoca,
generando un aumento de los gases de invernadero en la atmdsfera [2]. Para esto es que
sera necesario expandir todas las fuentes de energia para cubrir la demanda en forma

1



confiable. En esta oportunidad, se estudia la posibilidad de desarrollar fuentes de energia
renovables no convencionales (ERNC), especificamente, energia a partir de biomasa [3].

En Chile, la politica energética nacional pretende conciliar tres objetivos: seguridad de
suministro, eficiencia econdmica de dicho suministro y sustentabilidad ambiental en el
desarrollo del sector. Es por esto que se ha estimulado el desarrollo de las ERNC, ya que
presentan los siguientes beneficios [3]:

* Fuentes autéctonas que contribuyen a la diversificacion y a disminuir Ia
vulnerabilidad externa.

e Costos de generacidn estables. Independientes de costos de derivados del petréleo.
Contribuyen a disminuir la incertidumbre del precio a largo plazo de la energia.

* Suministro confiable en escalas temporales largas: poca variabilidad interanual
(edlica, biomasa, geotermia), a excepcidn de la pequefia hidraulica.

* Menores plazos de maduracién y construccién (edlica, biomasa, pequefa hidraulica),
a excepcion de la geotermia.

*  Proyectos pequefios o modulares y distribuidos geograficamente, lo que brinda
flexibilidad para adaptarse al crecimiento de la demanda sistémica y local.

* Entérminos generales, las ERNC son de menor impacto ambiental (local y global).

*  Pueden contribuir a valorizar zonas degradadas o de bajo valor. Por ejemplo,
proyectos edlicos en zonas de secano costero.

* Pueden contribuir a diversificar los giros de negocios de diferentes actividades
industriales y agropecuarias (uso de residuos de biomasa).

* Oportunidades para el desarrollo tecnoldgico o de industria de servicios propios
(geotermia, biomasa, biogas).

La posibilidad de producir combustibles a partir de biomasa se ha convertido en un asunto
cada vez mas importante teniendo en consideracion la crisis medioambiental que se observa
a nivel mundial por los efectos del calentamiento global y la carencia de fuentes fésiles de
combustible. En funcién de esto es que los biocombustibles se presentan como una
alternativa para resolver este problema, dado que pueden ser producidos a partir de un
recurso renovable como lo es la biomasa, presentando la ventaja adicional de permitir la
reduccion de la emision neta de CO,, ya que parte del gas liberado por combustién es fijado
por la biomasa al crecer [4]. Estas razones han permitido que el mercado de los
biocombustibles de origen renovable se abra paso, de manera de poder desplazar vy
establecerse como una alternativa real a los combustibles de origen fésil. Ejemplos de esto
se observan en Brasil y Estados Unidos con la produccién de bioetanol, y por otro lado en
Alemania, Austria y Francia con el caso de biodiesel [5].

Muchos estudios han estado realizando estudios de producciéon de etanol a partir de
material lignoceluldsico. En ese sentido diferentes materias primas se han estudiado para su
produccién [6]:

e Almiddn de cereales (trigo, maiz, cebada, yuca)
* Azucares (cafia de azucar, remolacha azucarera, sorgo dulce)
* Sustancias celuldsicas (desechos agricolas y forestales)



En donde las principales fuentes actuales de produccidn de bioetanol a nivel mundial son:
maiz yuca, remolacha, sorgo dulce y caiia de azlcar [6].

Los biocombustibles como el bioetanol, biodiesel y biogads pueden ser clasificados en
combustibles de 12, 22 y 32 generacion de acuerdo al tipo de materia prima a partir de la
cual son producidos. Los biocombustibles de 12 generacion hacen referencia a aquellos que
son generados directamente a partir de cultivos vegetales que se cosechan de manera de
obtener su contenido de azucar, almiddn o aceite, los que posteriormente son convertidos
en combustibles liquidos por medio del uso de herramientas tecnoldgicas convencionales.
Por su parte, el concepto de biocombustibles de 22 generacidon hace referencia a aquellos
gue son producidos a partir de residuos lignocelulésicos provenientes del tratamiento de
bosques y de residuos de la industria agricola, tales como cortezas, copas, ramas de arboles,
entre otros tipos de residuos, lo que son mucho mas abundantes y pueden ser utilizados sin
interferir en los mercados alimenticios, ni resultar en un excesivo desgaste de la tierra ni
otros recursos naturales [7]. Finalmente, los combustibles de 32 generacién son los
producidos a partir de micro o macroalgas, ya que no compiten con otros organismos
fotosintéticos por el suelo, sino que se pueden crecer en el mar o lagos [8]. A partir de esta
materia prima se puede producir etanol (fermentacion de macroalgas) o diesel
(transesterificacion de ésteres de microalgas) [9].

En base a lo anterior es que en el presente trabajo se enfoca en la produccién de etanol a
partir de macroalgas verdes, mas especificamente la especie Ulva rigida, de las cuales no se
tiene reporte.

1.2Bioetanol como combustible.

Bioetanol, es el producto que identifica al etanol o alcohol etilico. Este compuesto, como
biocombustible, puede ser usado solo o bien como una mezcla con gasolina en diferentes
proporciones. El empleo del bioetanol puro debe realizarse en motores especificamente
disefiados para ello. Sin embargo, el uso de mezclas en proporciones bajas no requeriria de
cambios en los vehiculos, siempre y cuando el bioetanol debe ser deshidratado (anhidro) a
fin de eliminar los efectos indeseables sobre la mezcla, producidos por el agua (separacion
de fases gasolina— etanol/agua)[10]. Actualmente es ampliamente producido en paises como
Brasil y Estados Unidos, donde la produccidén de bioetanol alcanzé el afio 2009, niveles de
produccién de 6578 MM y 10600 MM galones de etanol respectivamente. Otros paises
también han comenzado a producir este recurso en las cantidades que se muestran en la
tabla 1.



Tabla 1. Produccién de etanol seguin el pais durante el afio 2008 [11].

Pais MM de Galones
Usa 10600
Brasil 6578
Unidn Europea 1039,5
China 541,55
Tailandia 435,2
Canada 290,59
Colombia 83,21
India 91,67
Australia 56,8
Otros 247,3
Total 19535

Dentro de las principales ventajas que acompaiian el uso de bioetanol como combustible se
encuentra la reduccién de las emisiones de gases invernadero y las necesidades de petrdleo
en comparacion con la gasolina. De acuerdo a analisis realizados por la EPA, el uso de etanol
reduce en un 61% las emisiones de gas invernadero en comparacién con la gasolina [12].
Adicionalmente, estudios de la Universidad de Berkeley — California estiman que por cada
galdn de petréleo usado en el ciclo de produccion etanol, se producen cerca de 20 galones
de etanol [12]. Esto es debido a que la produccion etanol estd relacionada a un ciclo de
carbono concurrente, mientras que el petréleo y otros combustibles fésiles son el resultado
de un ciclo de carbon no activo. Por estas razones se habla de que el etanol posee un ciclo
neto neutro de carbono o al menos puede llegar a serlo una vez que las tecnologias sean
desarrolladas [12].

1.3 Macroalgas como materia prima de bioetanol.

Las macroalgas son una especie de algas marinas que estdn compuestas de polisacaridos
(algunas contienen hasta un 70% [13]), que son la plataforma para la produccion de varios
quimicos via fermentaciéon. De esta forma, la produccién de etanol es la técnica mas efectiva
para el aprovechamiento de la fraccion de carbohidratos presentes en las macroalgas [9].
Una caracteristica muy importante de las macroalgas es que no liberan compuestos
nitrogenados o sulfurados al ambiente, lo que le da otra ventaja con respecto a otras formas
de produccién de energia como si lo hace el petrdleo y sus derivados.

Otra de las ventajas de trabajar con macroalgas en Chile es que este pais cuenta con un
vasto territorio costero para el cultivo de este tipo de algas, lo que ayuda de gran manera en
el avance de estudios relacionados con esto. Su facil cultivo y cosecha genera bajos costos,
que también son puntos importantes en el desarrollo de un proyecto [14]. Por otro lado, no
necesitan agua fresca para su crecimiento, que es un tema muy importante en estos tiempos
en que el elemento vital comienza a escasear. Ademads, no posee el problema de la discusiéon
de combustibles de primera o segunda generacion, ya que no compite por comida o
combustible, y el hecho de cultivar macroalgas, no aumenta el precio de los alimentos [15].

Ademas, las algas se proponen como la biomasa mas promisoria y que puede ser facilmente
transformada a etanol ya que estas poseen baja [16] o nula [17] cantidad de lignina, razén



por la cual la celulosa y/o hemicelulosa no debiese presentar resistencia a la hidrdlisis, y por
lo tanto, se acelera el pretratamiento de este material celuldsico.

Para producir etanol a partir de algas, se debe seguir un proceso determinado. Existen
estudios presentados en el congreso “33rd Symposium on Biotechnology for Fuels and
Chemicals” de Seattle [18] y patentes de Pereira [19] y Ronnie y Kevin [20] que desarrollan
este tema, a partir de cuales se adapta el protocolo a las condiciones en las que se trabajara
en este estudio. La descripcidn del proceso es desarrollada con mas detalle en el cuerpo del
informe, indicando en extenso los pasos a seguir en cada etapa.

1.4 Situacion del bioetanol en Chile

Las perspectivas que se tienen en Chile para el uso del bioetanol como combustible estdn
relacionadas primordialmente con el uso de los residuos forestales y agricolas del pais. Dada
la superficie limitada con que cuenta el pais no es posible dedicar zonas exclusivamente al
desarrollo de cultivos con fines energéticos. En el afio 2006 se constituyd una mesa de
trabajo integrada por el actual Ministerio de Energia, Ministerio de Agricultura, la Comision
Nacional de Medio Ambiente y la Superintendencia de Electricidad y Combustibles, para
crear una politica publica sobre biocombustibles liquidos como el etanol, junto con un marco
regulatorio para promover su desarrollo [21]. Desde el afio 2008 se ha estado impulsando
una politica nacional de biocombustibles como complemento a la politica nacional de
energia. Una de las medidas que ha tomado el gobierno para fomentar la utilizacién de
biocombustibles en vehiculos es la exencidn del impuesto especifico que pagan las gasolinas
y el diesel. Ademas, ha prestado apoyo a diversas investigaciones en biocombustibles de
centros, universidades y empresas privadas, junto con el desarrollo de un catastro nacional
de materias primas y convenios de entidades publicas y privadas con paises que son
referentes internacionales en el tema [22]. El gobierno tiene como objetivo poder
desarrollar la industria de los biocombustibles de modo que al corto y mediano plazo se
pueda sustituir inicialmente el 5% de gasolina y diesel, por bioetanol y biodiesel
respectivamente, y de esta forma reducir la dependencia externa de combustibles fdsiles
(72% de la energia en Chile se importa [24]), junto con generar una sustentabilidad
ambiental y lograr la dinamizacién de la agroindustria. En Chile se han impulsado dos
consorcios orientados a la investigacién y desarrollo de biocombustibles lignocelulésicos
(BIOCOMSA y BIOENERCEL S.A.), y 3 orientados a micro y macroalgas (Algafuels, BAL FUELS y
Desert Bioenergy) [55]

A pesar de estos intentos por promover el desarrollo de esta fuente de energia, Chile esta
muy rezagado respecto de la mayoria de los paises de Sudamérica, e incluso de nuestros
vecinos, los cuales ya cuentan con una normativa de promocidon que permita asignar
recursos al impulso de esta industria y a la Investigacion y Desarrollo e Innovacidén. Los paises
gue se encuentran en una situacién similar a la de Chile en cuanto a la normativa de
biocombustibles son Ecuador, Surinam, Guyana Francesa y Venezuela [24] (ver anexo A).



2. Marco teodrico

A continuacion se muestran los principales factores que influyen en la
produccion de etanol: las macroalgas a utilizar, los pretratamientos y
las condiciones aplicadas, la sacarificacion y las estrategias de
fermentacion, ya sean simultdneas o separadas.

2.1Macroalgas

2.1.1. Antecedentes de las macroalgas

Como las plantas, muchas especies de macroalgas tienen una pared celular rigida basada en
celulosa y ademds acumulan almidén como su principal compuesto de almacenamiento
intracelular. Como se menciond anteriormente, algunas algas marinas comprenden hasta un
70% de polisacaridos, entre los cuales estdan los carbohidratos de la pared celular,
polisacaridos intracelulares y polisacaridos de almacenamiento [13]. Ambos tipos de
azucares intracelulares y de pared pueden ser convertidos en azlcares fermentables.

Aunque la glucosa, galactosa y manosa (hexosas), las cuales estan presentes en muchos
polisacaridos, tienen una formula idéntica, sus atomos constituyentes tienen una disposicidn
espacial diferente, lo que junto con la forma en la que se unen permite la elaboracién de un
gran numero de polisacaridos con diferentes formas y en consecuencia diferentes
propiedades. Lo mismo ocurre con las pentosas (xilosas y arabinosas) y las deoxyhexosas
(ramnosa y fucosa). La gran cantidad de diferentes polisacaridos que se han encontrado en
las algas marinas son solo una pequena porcién de las posibles estructuras que se pueden
generar. La evolucién ha hecho que dichas estructuras le otorguen una ventaja adaptativa en
el ambiente donde son encontradas. Algunas estructuras sirven como reserva de nutrientes,
y otras como componentes estructurales de la pared celular, pero muchas tienen otras
funciones que aun no han sido bien comprendidas [25].

Existen 3 tipos de macroalgas: pardas, rojas y verdes, las cuales se describen brevemente a
continuacion:

Algas Pardas [26]: son casi exclusivamente marinas, ya que sélo se conocen unas pocas
especies de agua dulce. Son muy abundantes en costas rocosas donde crecen en la zona
litoral y sublitoral, especialmente en aguas frias agitadas y bien aireadas. Estas algas son
importantes productores primarios, donde llegan a formar verdaderos bosques submarinos,
los cuales constituyen un ambiente favorable para numerosos animales marinos. La
combinacion de pigmentos fotosintéticos les permite realizar la fotosintesis a muy diferentes
niveles en el océano, incluso a profundidades donde solo llegan las longitudes de onda mas
cortas (azul-verdosa) de la luz solar. Su pared celular contiene, ademas de celulosa, acido
alginico y sales sulfatadas. Estos compuestos dan resistencia y flexibilidad al alga, ya que
forman geles en la matriz intercelular, ayuddndoles a resistir las tensiones provocadas por
las olas y las corrientes marinas. Ademas, intervienen en el intercambio idnico y ayudan a
evitar la desecacion del alga, especialmente cuando viven en la zona litoral, donde queda
peridodicamente expuesta al aire y a la luz solar.



Estos mismos compuestos son los que hacen que las algas pardas sean de gran utilidad e
interés econdmico. En algunas especies los alginatos pueden constituir hasta el 20-40% del
peso seco del alga. Estos compuestos son quimicamente complejos, por lo que no es
rentable su sintesis quimica, y por lo tanto, se siguen extrayendo de algas recolectadas en la
naturaleza. Son compuestos gelificantes, por lo que son utilizados como aglutinantes,
espesantes y estabilizantes en helados, mermeladas, salsas, mayonesas y productos lacteos
[26].

Algas rojas: Las algas rojas son principalmente marinas con muy poca representacion en el
agua dulce y de dimensiones macroscdpicas existiendo pocos casos de especies unicelulares.
Los pigmentos de estas algas pueden variar segun las condiciones en las que viven pudiendo
variar de color si estas condiciones cambian. Al igual que las algas pardas, pueden vivir en las
profundidades marinas ya que posee los pigmentos rojos y de color azul violdceo, capaces de
absorber la energia luminosa de las radiaciones verdes y azules y conseguir la fijacion del
carbono mediante la fotosintesis. Estas algas aparte de ocupar el carbono para su uso en el
proceso de la fotosintesis, al igual que la mayoria de los vegetales, tienen un mecanismo
adicional de la absorcion de carbono de calcificacion. El calcio es depositado en las paredes
de las células de algas coralinas en forma de carbonato de calcio de la misma manera que los
corales suelen hacer. A pesar de que contribuyen considerablemente a la mayor parte de
carbonato de calcio que forma la estructura de los arrecifes de coral, su papel mas
importante en la mayoria de las zonas del arrecife, es actuar como cemento, lo que obliga a
los materiales que forman los arrecifes generar una estructura sélida y robusta [27].

Algas verdes: Son algas muy diversas en cuanto a su morfologia y organizacién general y
tienen gran plasticidad en su desarrollo y metabolismo, lo que las ha llevado a colonizar
numerosos hdbitats. Los pigmentos fotosintéticos que posee son los a y b, B-caroteno y
otros carotenoides. Almacenan almiddon dentro del cloroplasto. Su pared celular esta
compuesta principalmente por celulosa, y en algunos casos presenta ademas otros
polimeros o esta calcificada. Estas algas viven en ambientes marinos costeros formando
parte de la nanoplancton o sujetas al fondo marino. También es posible encontrarlas
abundantemente en aguas dulces, lagos y rios. Ademds pueden desarrollarse en ambientes
terrestres, tales como rocas, lodos o troncos de arboles [28].

Las macroalgas verdes estan compuestas de muchos polisacaridos, entre ellos estd un
polisacarido llamado wulvan. Ulvan estd principalmente compuesto de secuencias de
repeticiones de disacaridos compuestos de ramnosa sulfatada y acido glucorénico, acido
idurdnico o xilosa [29]. La mayor repeticion de disacaridos son los acidos aldobiuronicos
designados como tipo A, acido 3-sulfato ulvanobiuronico (Ass) y como tipo B, acido 3-sulfato
ulvanobiuronico (Bss) (ver imagen 2).



Imagen 2. Estructura del dcido 3-sulfato ulvanobiuronico (Ass) y del dcido 3-sulfato
ulvanobiuronico (Bszs)
En general, se observa que las macroalgas poseen una estructura basada en polisacaridos, lo
gue sugiere que es posible aprovechar los componentes de su pared celular para
fermentarlos y producir etanol. Sin embargo, es necesario exponer dichos azlcares para
facilitar la fermentacién, para lo cual necesita, en algunos casos, pretratamiento y una
hidrdlisis enzimatica de los polisacdaridos.

El trabajo de la presente memoria se enfocara en la produccion de etanol a partir de este
ultimo tipo de algas, es decir, la macroalga verde Ulva rigida (ver anexo B)

2.2 Pretratamiento de macroalgas

La celulosa de las algas es un producto llamativo para ser aprovechado como materia prima
en la fabricacion de bioetanol. El paso critico en su conversion a etanol implica la
degradacion de los polisacdridos a azlcares fermentables en un proceso denominado
sacarificacidon. Los estudios se han enfocado en desarrollar pretratamientos de la biomasa
con el fin de que esta sacarificacion sea mas facil y de esta forma lograr un mayor
rendimiento en el proceso.

El objetivo principal del pretratamiento es disminuir el grado de cristalinidad de la malla de
polisacaridos que conforma la pared celular y de esta forma hacerlos mas susceptibles para
la sacarificacidn. Existen muchos tipos de pretratamiento para biomasa lignocelulésica tales
como los fisicos (molienda), fisico-quimicos (explosién de vapor, agua liquida caliente y
explosion de fibra de amoniaco), quimicos (hidrélisis Acida, alcalinidad, agentes oxidantes,
oxidacion humeda, ozondlisis, Liquido 16nico) y bioldgicos (uso de Hongos) [30]. Algunos de
estos han sido aplicados en macroalgas (ver Capitulo |, seccién 3).

2.2.1 Pretratamiento con dcido diluido.

El pretratamiento mas usado es el de hidrdlisis acida, que consiste en tratar la biomasa con
acido sulfurico diluido a una concentracién y una temperatura determinada. Este método
permite en desorganizar la estructura cristalina que posee las macro y microfibras de una
pared celular y de esta forma liberar los polimeros de celulosa y/o modificar los poros del
material de tal forma que permita a las enzimas penetrar dentro de las fibras y hacerlas
susceptibles a la hidrélisis enzimatica [31]. Este tipo de pretratamientos se aplica a todo tipo
de biomasa que posee una capa de lignina que se encarga de recubrir la estructura cristalina
de celulosa y hemicelulosa [31]. A pesar de que este método se usa ampliamente en otro
tipo de biomasa distinto a las algas, serda utilizado en este estudio ya que existen
antecedentes que asi lo aconsejan (ver Capitulo |, seccion 3).



En general, los pretratamientos clasicos implican el uso de soluciones de acido sulfurico
diluido, usualmente al 5 % con rendimientos del 100 % a 160 2C, o concentrado, al 77 % a
mas baja temperatura [32]. Durante el uso de este tipo de pretratamientos, ademas de la
hidrdlisis ocurren algunas reacciones de condensacién y eliminacidn, en donde las azucares
de la hemicelulosa generan furfurales y derivados de furfural en presencia de acido en
caliente, que son sustancias téxicas para las levaduras [33] o incluso pueden provocar la
inhibicion de las enzimas que llevan a cabo la sacarificacién, por lo que es importante
verificar las condiciones 6ptimas de pretratamiento para que se pueda asegurar un
rendimiento aceptable en la generacién de etanol a partir de un cada tipo de algas, ya que
como se menciond antes, cada especie varia morfolégica y estructuralmente segun el
ambiente en que se encuentre.

2.3 Sacarificacion o hidroélisis enzimatica

Este proceso consiste en la liberacién de los azucares constituyentes de los polimeros que
componen la biomasa. Se lleva a cabo mediante la acciéon de enzimas, las cuales son un
complejo enzimas altamente especifico formado por endoglucanasas y exoglucanasas y [3-
glucosidasas [31], las cuales operan bajo condiciones suaves (pH 4,0 — 4,5 y temperatura 40-
50°C). Por lo tanto se espera bajos problemas de corrosion y baja toxicidad en los
hidrolizados como ventajas de este proceso [31].

Las endoglucanasas atacan regiones de baja cristalinidad de la celulosa, creando cadenas de
extremos libres. Las exoglucanasas degradan las cadenas de azUcar removiendo unidades de
celobiosa (dimeros de glucosa), las cuales son escindidas a glucosa por las 3-glucosidasas.

Los principales factores que afectan la hidrdlisis enzimatica son la concentracion y calidad de
sustrato, los pretratamientos aplicados, actividad de la celulasa (que también depende de su
origen), condiciones de hidrdlisis, tales como la temperatura, pH y agitacion, etc. La
temperatura y pH 6ptimos de las diferentes celulasas estan generalmente en el rango de 40 -
50°C y pH entre 4 y 5 respectivamente [31]. Sin embargo, el tiempo de residencia y pH se
afectan mutuamente, por lo que es importante conocer cuales son las condiciones dptimas
para las diferentes enzimas y tipos de biomasa.

Dependiendo de las caracteristicas de las algas, estas pueden ser preparadas para la
fermentacion de distintas formas, ya sea solo pretratandolas, solo hidrolizandolas con
enzimas, o una mezcla de ambas. A continuacién se muestra una comparacion general entre
ambos procesos.

Tabla 2: Comparacion entre hidrdélisis con dcido diluido e hidrélisis enzimdtica [31].

Variable comparativa Hidrdlisis con acido diluido  Hidrdlisis enzimatica
Condiciones de hidrdlisis leves No Si
Altos rendimientos de hidrolisis No Si
Inhibicion por producto durante la hidrélisis No Si
Formacion de co-productos inhibitorios Si No
Bajos costos de catalisis Si No
Corto tiempo de hidrdlisis Si No




2.4 Fermentacion

La fermentacion es un proceso catabdlico de oxidacion incompleta realizada principalmente
por algunos microorganismos con el fin de producir energia a partir de un compuesto
carbonado, es decir, corresponde a la conversidn de un carbohidrato, por ejemplo azucar, en
un acido (cuando se realiza a través de una bacteria) o un alcohol (cuando se realiza a través
de una levadura).

En particular, la fermentacién alcohélica corresponde al proceso realizado principalmente en
levaduras, las cuales convierten o transforman la glucosa en etanol y CO,, tal como se
muestra en la siguiente ecuacion:

CeH,,06 » 2C,H;0H + 2C0, + Energia

Para poder obtener un buen rendimiento en la fermentacion es necesario analizar algunos
parametros de la levadura, tales como tasa de fermentacidn, tolerancia al etanol, tolerancia
a la temperatura, temperatura dptima de operacién, pH dptimo de operacién, tolerancia al
didxido de sulfuro, posible inhibicién por producto, etc., para que de esta forma se
preparare un proceso con condiciones que puedan favorecer la produccion de etanol [35].

Una cepa ampliamente utilizada es la cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae RED
STAR®, la cual resiste concentraciones superiores a 12 [g/I] de etanol [36] y su temperatura
Optima de operacién es 37-40°C [30] [37].

Existen diferentes estrategias de sacarificacion y fermentacién, dentro de las que se
encuentran las siguientes [31]:

1. Sacarificacién y Fermentacidn Separadas (SHF).

2. Sacarificacién y Fermentacion Simultaneas (SSF).

3. Sacarificacién y Co-Fermentacion Simultaneas (SSCF).

4. Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas No Isotérmicas (NSSF).

5. Bioprocesos Consolidados (CBP).
A continuacion se describen las dos estrategias utilizadas en el presente estudio.
2.5 Estrategias de fermentacion

2.5.1 Sacarificacion y Fermentacion Separadas (SHF)

En esta estrategia, denominada SHF (Separate Enzymatic Hydrolysis and Fermentation), la
sacarificacion de la biomasa y la fermentacién ocurren en unidades separadas, es decir,
primero se realiza la sacarificacion y posteriormente el producto de dicha sacarificacion es
fermentado en otra operacion (ver imagen 3). La principal ventaja de este método es que se
puede realizar tanto la hidrdlisis enzimatica como la fermentacion en sus condiciones
Optimas de operacion.

La inhibicion de la actividad celulasa por los azucares liberados, principalmente celobiosa y
glucosa, es el principal inconveniente de este método. A bajas concentraciones de celobiosa,
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como por ejemplo 6 [g/l], la actividad celulasa se reduce hasta en un 60% [31]. En presencia
de glucosa la actividad también decrece, sin embargo esta no se ve tan afectada como en
presencia de celobiosa. Por otro lado, la glucosa es un fuerte inhibidor de la 3-glucosidasa. A
niveles de 3 [g/I] de glucosa, la actividad de [3-glucosidasa se reduce en un 75% [31].

Otro posible problema de esta técnica es la contaminacidon con microorganismos que estén
en el ambiente, razén por la cual se debe trabajar con las maximas precauciones de
esterilidad. La sacarificacion es un proceso de larga duracion (3 6 4 dias), y una solucion de
azUcar diluida siempre tiene riesgo de contaminacion microbiana, incluso a altas
temperaturas (40 o 50°C). Una posible fuente de contaminacién podria ser las enzimas, ya
que es dificil autoclavarlas debido a su posible desactivacién [31].

Pretratamiento
(Hidrdlisis Acida)

Sacarificacion

enzimas (Hidrolisis
(celulasas) enzimatica)

Medicién
Fermentacion |:> de Etanol

Imagen 3. Esquema de la estrategia SHF.

2.5.2 Sacarificacion y Fermentacion Simultdneas (SSF)

En esta estrategia, denominada SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation), la
sacarificaciéon de la biomasa y la fermentacién ocurren en un solo paso (en una sola
operacion) (ver imagen 4). En este método, la glucosa producida por las enzimas es
consumida inmediatamente por el microorganismo fermentador presente (levadura). Esta es
una gran ventaja comparada con la estrategia SHF, ya que se minimizan los efectos de Ila
inhibicidn por glucosa y celobiosa al estar presente en bajas concentraciones en el medio. En
general, esta estrategia genera mayor concentracion de etanol y requiere menor cantidad de
enzima [38 - 41]. El riesgo de contaminacidén es menor que en el caso de la estrategia SHF, ya
gue la presencia de etanol reduce la posibilidad de contaminacion [42].

La desventaja que presenta esta técnica radica en que no se pueden optimizarse ambas
condiciones de operacion como si se hace en el caso SHF, sino que debe trabajarse en el
Optimo comun, por lo que es importante mantener la temperatura y pH lo mas cercanas a
las 6ptimas. La temperatura éptima de sacarificaciéon se encuentra cercana a los 50°C,
mientras que S. cerevisiae tiene una temperatura éptima cercana a los 37°C, razén por la
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cual el compromiso entre ambas condiciones para hidrélisis enzimatica y fermentacion es
cercano a los 40°C [31].

En esta ocasidn, la sacarificacion es la etapa limitante de esta estrategia, por lo que se estan
desarrollando estudios buscando un microorganismo que sea termoestable y tenga la
capacidad de fermentar a temperaturas mas cercanas a la de hidrdlisis [43 - 47].

Pretratamiento
(Hidrdlisis Acida)

Generacién de
enzimas
(celulasas)

Sacarificacion y Medicion
Fermentacién de Etanol

Imagen 4. Esquema de la estrategia SSF.
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3. Antecedentes del trabajo

En esta seccion se muestran los antecedentes bibliogrdficos que estdn
dirigidos a macroalgas. Se describe patentes relacionadas y articulos
cientificos que estudian las condiciones de operacion, junto con los
resultados obtenidos en dichos estudios.

3.1 Algas como biocombustibles, energia renovable y desarrollo sustentable.
Histdricamente las algas han sido usadas para diferentes propdsitos, dentro de los cuales se
puede encontrar la obtencién de omega 3, acidos grasos, fuentes de energia, fertilizantes,
plasticos, proteinas recombinantes y pigmentos [48].

Este paradigma de multiproductos de las algas la convierte a esta materia prima en un
perfecto candidato materia prima para el concepto de biorefineria [48]. La biorefineria es
capaz de integrar los procesos de conversion de biomasa y la produccién de combustible,
potencia y quimicos con valor agregado a partir de ella [49]. Es por esta razdn que el uso de
alga como biomasa para generar energia es considerado como un elemento muy importante
dentro de los acercamientos para desarrollar un Parque Integrado de Energias Renovables
(IREP), y que permita un desarrollo sustentable [50].

Ademas, hay estudios que indican que el sector de biocombustibles a partir de algas puede
integrarse con la industria lignoceluldsica [51]. Por ejemplo, las cepas de algas
Chlamydomonas y Dunaliella genéticamente modificadas para estabilizar la expresion de
celulasas/hemicelulasas, pueden ser utilizadas para integrar dicha produccion de enzimas
como un co-producto del sector de biocombustibles a partir de algas. Las enzimas pueden
ser entregadas a la hidrdlisis enzimatica de la biomasa celuldsica. Si este procesamiento se
realiza a grandes escalas, el costo de produccién seria muy bajo [51]. Este es un ejemplo en
donde las algas y los lignoceluldsicos pueden contribuir sinérgicamente en la viabilidad
comercial.

Por esta razdn es que los esfuerzos se han enfocado en definir un procesamiento o
metodologia de las algas con el fin de obtener productos de ellas con valor comercial. El
producto estudiado en este ensayo corresponde a etanol, por lo que los siguientes
antecedentes analizados se refieren al mismo.

3.2 Patentes y articulos de investigacion

Los principales procesos existentes para la produccion de etanol a partir de algas han sido
presentados como solicitudes de patentes por algunas empresas. Los desarrolladores de
estos procesos son en su mayoria estadounidenses, brasilefios y orientales (koreanos,
chinos, japoneses). El objetivo de presentar dichas solicitudes es que en caso de ser
concedida, esta pueda ser usada y explotada impidiendo que terceros la utilicen sin el
consentimiento de su creador. Poseer el derecho de patente convierte un producto o
procedimiento en activos comerciales con un valor de mercado adecuado a su utilidad e
importancia [52].

Las principales solicitudes de patentes son las siguientes:
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*  “PROCESS FOR THE PRODUCTION OF ETHANOL FROM ALGAE” [19]. Sus autores son
Bush Ronnie A. [US] y Hall Kevin M [US]. En solicitud, las especies utilizadas son
Spirogyra, Cladophora y Oedogonium, las cuales corresponden a diferentes tipos de
algas verdes. Esta solicitud de patente declara que la fermentacion puede ser
mediada por dos tipos de levadura, las cuales son Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces uvarum.

El proceso de producciéon de etanol divulgado por la memoria descriptiva de la
presente solicitud de patente consiste en un aumento de la concentracion de
almidon, formacion de filamentos, formacion de colonias de algas. Luego se realiza la
cosecha de las algas para formar biomasa. Se inicia el decaimiento de biomasa
(hidrdlisis). Posteriormente se contacta la biomasa decaida con levadura capaz de
fermentarla y formar una solucién de fermentacién. Finalmente se separa el etanol
resultante de la solucién de fermentacion.

Esta solicitud de patente es muy importante, ya que entrega las etapas principales que
deben desarrollarse para lograr el objetivo: hidrdlisis de biomasa y fermentacion de los
azucares, indicando ademas el microorganismo que utiliza (Saccharomyces cerevisiae). Se
observa una etapa final de separacién de etanol de la solucidon, pero en esta memoria no se
realizard debido a que se encuentra fuera de los alcances.

*  “PRODUCTION OF ETHANOL FROM ALGAE” [20]. Sus autores son Nei Pereira Junior y
colaboradores. Esta solicitud de patente se refiere a los procesos de produccion de
etanol a partir de la fermentacién de los azucares hidrolizados obtenidos de las algas.
Las principales etapas descritas por esta solicitud son: obtencidn y limpieza de las
algas. Luego se realiza una fragmentacién y secado de ellas. Luego se hidrolizan los
azucares que poseen las algas. Estos azucares son fermentados con el uso de
levaduras que tengan dicha capacidad, para finalmente obtener el etanol mediante
una destilacidon. Las especies de algas utilizadas en este proceso corresponden
preferentemente a algas rojas y son las siguientes: Gelidium, Gigardina, Gracilaria,
Encheuma, Pterocladia, Kappaphycus y Hypmea. Ademas, se describen menciona una
gran cantidad de posibilidades para el organismo fermentador, dentro de las que se
puede encontrar las siguientes especies de levadura: Candida, Clavispora,
Debaryomyces, Geotrichum, Kloeckera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pachysolen,
Pichia, Kazachstania, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulaspora y
Zygosaccharomyces.

La presente solicitud provee con antecedentes respecto a la hidrélisis de biomasa,
especificando que ademas se puede realizar a través de enzimas (celulasas), adicionando
informacidn relevante y util para el disefio del proceso de produccion de etanol a partir de la
macroalga Ulva rigida en el presente estudio. Con respecto a los otros puntos, es bastante
similar a la anterior, solo que utiliza especies de algas diferentes y ademdas muestra rangos
de operacién de las condiciones de hidrdlisis y fermentacidn, tales como temperatura.
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e “METHOD OF PRODUCING BIOFUEL USING SEA ALGAE” [53]. Corresponde a una
tercera solicitud de patentes, cuyos inventores son Gyung Soo KIM y colaboradores.
La presente solicitud se refiere a un método para producir biocombustibles, mas
especificamente a un método para producir biocombustibles comprendiendo los
pasos de generacion de azucares a partir de algas marinas, o a partir de polisacaridos
extraidos de algas marinas mediante el tratamiento de dichos azlcares con una
hidrdlisis enzimatica y/o una catdlisis hidrolitica. Posteriormente se produce la
fermentacion de los azucares utilizando un microorganismo que pueda producir
biocombustible. Esta solicitud resuelve el problema de la falta de materias prima, ya
gue usa algas como biomasa y reduce los costos de produccion al excluir los procesos
de eliminacion de lignina requeridos en otros tipos de procesamiento clasicos de
madera, entregando ventajas econdmicas y medioambientales.

La solicitud anteriormente presentada es muy importante ya que plantea la posibilidad de
omitir el pretratamiento con acido. Al no presentar lignina, la estructura de la pared de las
algas no es tan resistente como la de la biomasa, por lo que dicho pretratamiento puede ser
obviado. Ambas condiciones serdn estudiadas en esta memoria.

Ademas, este documento entrega algunos resultados cuantitativos respecto a la produccion
de etanol a partir de algas. Uno de los resultados obtenidos se muestra solo a modo de
ejemplo en la imagen 5.
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Imagen 5. Ejemplo de resultados obtenidos en la solicitud de patente “METHOD OF PRODUCING
BIOFUEL USING SEA ALGAE”. El microorganismo utilizado corresponde a Brettanomyces custersii

[53].

A partir de los 3 documentos previamente analizados, es posible desarrollar y disefiar un
proceso de produccién de etanol a partir de algas. Los tres procesos comprenden etapas
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unitarias similares, por lo que se pueden adaptar al presente trabajo. Las condiciones de
operacion no estan completamente definidas en las solicitudes de patentes, por lo que se
recurre a otro tipo de antecedentes, los que se discuten a continuacion:

*  “Two-stage Hydrolysis of Invasive Algal Feedstock for Ethanol Fermentation” [13].
Este documento tiene como objetivo desarrollar un método de sacarificacion de las
algas para la produccion de bioetanol de tercera generacion, utilizando como materia
prima la macroalga marina Gracilaria salicornia. Los autores indican que este estudio
es el primer reporte con resultados precisos respecto a la generacién de
biocombustibles de tercera generacion a partir de macroalgas, sugiriendo que existe
un gran potencial en la produccién de energias renovables usando dicho tipo de
biomasa.

Tal como lo indica su titulo, el estudio corresponde a una hidrdlisis en dos etapas, las que
corresponden a una combinacion de la hidrélisis con acido diluido y una hidrdlisis
enzimatica. A partir de este estudio se obtuvo como resultado que las condiciones dptimas
de operacion para un pretratamiento con acido diluido son 120°C y 2% de acido sulfurico
durante 30 minutos. Este pretratamiento genera bajo rendimiento respecto a la
concentraciéon de glucosa en el hidrolizado (4,3 g glucosa/Kg de biomasa), sin embargo los
resultados de la hidrélisis en dos etapas produjeron un aumento hasta 13,8 g de glucosa por
kilogramo de biomasa fresca. Finalmente, la fermentacion batch produjo 79,1 g de etanol
por un kilogramo de alga en masa seca empleando la cepa Escherichia coli KO11, la cual es
productora de etanol.

Un ejemplo grafico de los resultados obtenidos en el presente trabajo se muestra en la

imagen 6:
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Imagen 6. Ejemplo de resultados obtenidos en documento “Two-stage Hydrolysis of Invasive Algal

Feedstock for Ethanol Fermentation”. (a) Concentracion de glucosa en el tiempo de operacién de

hidrélisis con dcido diluido. (b) Concentracién de etanol y glucosa durante el tiempo de operacion
de la fermentacion [13].

La imagen 6 (a) muestra la concentracién de glucosa obtenida durante la hidrolisis con acido
diluido en condiciones o6ptimas, es decir, 120°C y 2% de acido sulfurico. A partir de las 4
horas de incubacion, dicha concentracion no aumentd significativamente. La maxima
concentracion obtenida fue 16,6 mM, lo que corresponde a 3 [g/I] de glucosa.
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La imagen 6 (b) muestra como aumenta la concentracidon de etanol a medida que se va
consumiendo la glucosa presente. A las 18 horas de operacion, la glucosa presente ya ha
sido completamente consumida, a este tiempo la concentracion de etanol es 28 mM,
equivalente a 1,3 [g/l] de etanol. Sin embargo, la concentracion de etanol continla
aumentando hasta 34 mM (equivalente a 1,56 [g/l] de etanol) a medida que se extiende la
incubacién. Este incremento continuo de la concentracion de etanol claramente indica que
otros azucares que no son glucosa estan presentes en la solucion y son fermentadas por
E.coli KO11. E.coli KO11 tiene la capacidad de fermentar azlcares de 5 y 6 carbonos, por lo
tanto, la cinética de produccién de etanol indica que esta alga contiene diferentes tipos de
azucares, incluyendo azlcares de 5 carbonos.

Los documentos mostrados anteriormente son los antecedentes mds cercanos al presente
estudio; no obstante, recientemente se publicd informacion relevante a la materia de la
memoria en curso, la cual revela que es posible producir etanol a partir de algas que
contienen polisacaridos facilmente hidrolizables.

*  “Production of high concentrations of bioetanol from seaweeds that contain easily
hydrolyzable polysaccharides” [54]. Para la produccion de etanol, este estudio utiliza
3 tipos de algas: sea lettuce, chigaiso y agar weed, las cueles son representativas de
los 3 tipos de macroalgas, es decir verdes, pardas y rojas respectivamente. En primer
lugar, las algas utilizadas contienen muy baja concentracion de lignina, por lo que no
es necesario un pretratamiento de ellas, razdn por la cual se dice que son facilmente
hidrolizables. Para obtener altas concentraciones de bioetanol, se aplican dos
métodos de sacarificacién. Primero se usan sacarificaciones sucesivas, el cual
corresponde a un método donde el hidrolizado de la primera sacarificacion, después
de remover el residuo, es sucesivamente utilizado como el liquido hidrolizante de
una segunda sacarificacion. El segundo método aplicado en el estudio fue una
sacarificaciéon combinada, en la cual a la hidrdlisis acida de ciertos polisacaridos le
sigue una hidrolisis enzimdtica de otros polisacaridos para producir una alta
concentracion de azucares fermentables. El microorganismo utilizado para la
fermentacion es S. cerevisiae IAM 4178, y sus condiciones de cultivo estan indicadas
en la metodologia del mismo documento.

A continuacién se muestra en la imagen 7 algunos de los resultados obtenidos respecto a la
macroalga verde.
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Imagen 7. Ejemplo de resultados obtenidos en documento “Production of high concentrations of
bioetanol from seaweeds that contain easily hydrolyzable polysaccharides”. (a) Concentracion de
glucosa en el tiempo de operacion de la hidrélisis enzimdtica simple. (b) Concentracién de etanol y
glucosa durante el tiempo de operacién de la hidrdlisis enzimdtica combinada. (c)Concentracion de
etanol y glucosa durante el tiempo de operacién de las hidrélisis enzimdticas sucesivas [54].

Los resultados presentados en la imagen 7 (a) muestra la concentracién de glucosa que se
obtiene durante la sacarificacidn simple. El alga verde sea lettuce alcanza concentraciones de
43 [g/l]. Esta alta concentracion de conversion de la sacarificacion de algas sin un
pretratamiento puede ser debido a la baja concentracion de lignina que poseen.

La imagen 7 (b) muestra la concentracién de glucosa y etanol obtenidos durante una
hidrélisis enzimatica combinada. Se obtuvo una concentracion de glucosa de 59,1 [g/l], y de
27,5 [g/l] de etanol. La imagen 7 (c) muestra los resultados del otro método de
sacarificacion, donde se obtiene una maxima concentracion de glucosa de 78,8 [g/I] de
glucosa y de 30 [g/I] de etanol.

A partir de los resultados de la imagen 7 (b) y (c), es posible concluir que el método de
sacarificaciones sucesivas tiene mejor rendimiento que el método de sacarificaciones
combinadas, a partir del cual se obtiene un aumento efectivo de la concentracién de glucosa
y etanol.
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3.3 Datos experimentales
Un ensayo realizado por R. Gonzalez (2012 - Comunicacidn personal), indica la composicion

total de glucosa que presenta la macroalga a utilizar en el presente estudio (Ulva rigida).
Este ensayo consiste en una hidrdlisis acida fuerte con acido sulfirico 70%, la cual provoca

un fuerte estrés de la pared, liberando azlcares y desarmando su estructura. Los resultados

lucosa
8 g9

obtenidos indican que las muestras poseen 0,36 . .
g biomasa

A partir de estos antecedentes, se disefia la metodologia y los procedimientos que se
realizardn experimentalmente para obtener bioetanol a partir de la macroalga verde Ulva
rigida. Dichos elementos se profundizan mds adelante en el Capitulo I, seccion 5 —
Metodologias.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Estudiar las condiciones necesarias para producir etanol a partir de la macroalga Ulva

rigida.

4.2 Objetivos especificos

* Estudiar procesos de pretratamiento de macroalgas, analizando dos condiciones de

temperatura (30°Cy 120°C) y de concentracion de acido sulfurico (0% y 2%).

* Estudiar los niveles de conversion en la fermentacion de las macroalgas con

Saccharomyces cerevisiae (Red Star), utilizando las estrategias SHF y SSF.
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CAPITULO II

Metodologias

5. Metodologias
5.1 Materiales

5.1.1 Materia prima

La macroalga utilizada en los diferentes experimentos corresponde a Ulva rigida C. Agardh
(division: chlorophyta; familia: ulvaceae; genero: ulva; especie: rigida), que es una alga verde
recolectada en el submareal de Bahia Herradura de Guayacan, Coquimbo. Esta alga ha sido
donada por el Centro de Investigacién y Desarrollo Tecnolégico en Algas (CIDTA), de la
Universidad Catdlica del Norte, sede Coquimbo. Dicha muestra de alga fue entregada
tamizada y con un tamafio adecuado para el pretratamiento (polvo muy fino). El CIDTA ha
determinado que los hidratos de carbono mas comunes en este género de algas son:
ramnosa, fucosa, arabinosa, 3,6-anhydro-galactosa, xilosa, manosa (componente principal
en macroalgas), 6-O-Me-galactosa, galactosa y glucosa.

5.1.2 Enzimas

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).

5.1.3 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.I. LESAFFRE FERMENTIS.

5.2 Procedimientos

Para comprender de mejor forma la metodologia del proceso se muestra un diagrama de
flujo de las etapas que comprende el estudio de produccién de etanol a partir de algas (ver
imagen 8).

5.2.1 Obtencion de macroalgas

La macroalga a utilizar (Ulva rigida) fue proporcionada por el CIDTA, de la Universidad
Catodlica del Norte, sede Coquimbo. El tamafio de la muestra recibida es el apropiado para
comenzar el pretratamiento.
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5.2.2 Secado y obtencion de la humedad del alga

Se toma una masa determinada de alga y se lleva a una estufa Gallenkamp a 60°C durante 24
horas. La pérdida de masa que sufra la muestra durante las 24 horas de secado en la estufa
servird para medir el porcentaje de humedad que posee la muestra. Lo anterior se
materializa con la férmula que se muestra a continuacién.

Obtencion de . Separacion
: Pretratamiento NI e
Biomasa (Macro e . g Neutralizacién fraccién sélida y
(Hidrolisis Acida) ;
algas) liquida
F-accén o
salida (CR} Fraccion liguida

Generacion de
enzimas
(celulasas)

Sacarificacién

(Hidrdlisis ediciéon
enzimatica) Glucosa

Fraczion liguida Separacion
fraccién sélida y

@ liquida
edicion
Glucosa e Fraccian

s0lida

Fermentacidn Fermentacion

Medicion Medicidn

de Etanol de Etanol

Imagen 8. Diagrama de flujo de las etapas que comprende la produccién de etanol a partir de
algas. Los bloques naranjos representan etapas que no son realizadas en el presente trabajo. Los
bloques azules corresponden a las etapas efectivamente ejecutadas en el estudio. Los globos
rosados corresponden a etapas de medicion y control.

5.2.3 Determinacion de actividad de celulasas

La actividad para las celulasa Celluclast® 1,5L empleada en el presente estudio fue de 87
FPU/mI. El procedimiento para medir dicho valor corresponde al método clésico utilizado en
previos estudios [30], [37].

5.2.4 Determinacion de la actividad de celobiasas
La actividad para las celobiasa Novozyme® 188 empleada en el presente estudio fue de 650

CBU/ml. El procedimiento para medir dicho valor corresponde al método cldsico utilizado en
previos estudios [30], [37].
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5.2.5 Pretratamiento mediante hidrolisis acida

En tubos Falcon de 50 ml se agregan, a una razén 1:10 (en p/v, 1 g y 10 ml), el material a
pretratar y el acido sulfurico a una concentracion de 0% y 2% v/v. El proceso de
pretratamiento con acido diluido se prueba a dos temperaturas diferentes: 30°C y 120°C. La
primera condicién de temperatura se efectla en un bafio termostatizado, mientras que para
alcanzar los 120°C los tubos se disponen en un autoclave con un volumen de 1,5 | de agua
destilada; los tubos se cierran y el conjunto es llevado a una campana extractora de gases; se
cierra el autoclave y se somete al contacto directo de una llama mediante un mechero. En el
momento en que el agua ha empezado a hervir, se deja reaccionar por 30 minutos. Para
terminar la reaccidén, se enfria el autoclave mediante un bafio de hielo y se extraen las
muestras que finalmente también son depositadas en hielo.

Cuando las muestras alcanzan la temperatura ambiente se vierten en un vaso precipitado de
250 ml y se procede a neutralizarlas mediante hidréxido de sodio 2M hasta alcanzar un pH
entre 8 y 11. Se toma una muestra de 30 pl para la posterior medicion de glucosa, que se
almacena a 4°C. La mezcla se centrifuga a 10000 rpm (12860x g) durante 10 minutos y se
separa la fraccion solida de la liquida. La fraccion sélida serd posteriormente sacarificada y se
guarda la fraccion liquida.

5.2.6 Hidrdlisis enzimdtica o sacarificacion

A partir de la fraccidn sélida post pretratamiento, se prepara la sacarificacion del material
utilizando una carga de sustrato del 5% razén p/v (0,2 g de material, 4 ml de reaccidn) en un
tubo Falcon de 15 ml. El medio en el cual se realiza la reaccidn estd constituido por una
mezcla tampdn-enzimas. Las enzimas corresponden a una mezcla de celulasa/celobiosa a
una razoén 7,5:1 (volumen). La cantidad de celulasas se calcula segin la carga enzimdtica
definida (20 unidades de papel filtro —FPU- por gramo de material) y por la actividad
establecida (FPU/ml en la solucién comercial). Definido los volimenes de enzimas se
completan los 4 ml del volumen de trabajo con tampdn acetato de sodio (50 mM; pH 4,8) y
se deja incubando en un agitador rotatorio a 250 rpm por 72 horas a 50°C. Se toman
muestras de 30 ulalas 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas, para la posterior determinacion de glucosa.
Terminada la reaccidén la suspension es centrifugada y separada, donde la fraccion sdlida se
descarta y la fraccion liquida se almacena a 4°C. Todos los experimentos fueron realizados en
duplicado y se reportan los valores promedios.

5.2.7 Fermentacion SHF

La fermentacién se llevé a cabo en condiciones anaerdbicas y no estériles. Las fracciones
liquidas de la etapa anterior no son autoclavadas ya que las altas temperaturas de dicho
proceso pueden provocar una cristalizacion de los azlcares de la fraccién liquida. Los
materiales utilizados si fueron autoclavados (matraces Erlenmeyer-modificados de 50 ml,
tapas de goma, llaves de paso y buffer). De la fraccidon liquida proveniente de la
sacarificacion, 18 ml se agregan al matraz de 50 ml, se agrega 2 ml de buffer acetato de
sodio 10x (el cual posee los siguientes nutrientes para proporcionar un medio base: 5 g/l de
extracto de levadura, 0,025 g/l de MgSO4x7H,0 y 0,5 g/l de (NH4),HPO,). A la mezcla anterior
se agregan 0,2 g de levadura seca para obtener una concentracion inicial de 10 g/l de células.
Las fermentaciones se llevan a cabo en condiciones anaerdbicas en un agitador rotatorio a
300 rpm y 40°C durante 72 horas. Con una jeringa estéril se toman muestras de 300 pl a las
0, 3,6, 24,48 y 72 horas. El volumen de muestra se centrifuga en tubos eppendorf de 1,5 ml
a 10000 rpm (10620x g) durante 20 minutos a 20°C. 200 pl del sobrenadante se almacenan a
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4°C para posterior medicion de etanol. Todos los experimentos fueron realizados en
duplicado y se reportan los valores promedios.

5.2.8 Fermentacion SSF

Esta estrategia de fermentacidn se realizé utilizando las mismas condiciones establecidas
gue en la sacarificacion SHF. La fraccion sélida post pretratamiento se coloca en matraces
Erlenmeyer-modificados de 50 ml y se agrega el buffer acetato de sodio 1x (el cual posee los
siguientes nutrientes para proporcionar un medio base: 5 g/l de extracto de levadura, 0,025
g/l de MgS0O4x7H,0 y 0,5 g/l de (NH4),HPO,). El volumen de este buffer se estima
considerando el volumen de enzima a agregar (celulasa/celobiasa) hasta completar un
volumen de reaccion de 20 ml. Ademas se coloca la cantidad de enzima correspondiente, la
cual se estima de forma analoga al caso de Hidrdlisis Enzimatica. Finalmente se agrega 0,2 g
de células de levadura seca para obtener una concentracidn inicial de 10 g/l de células. Las
condiciones de incubacion y toma de muestras son idénticas a las del caso de fermentacién
SHF.

5.2.9 Medicion de glucosa

Para estimar la concentracion de glucosa se utiliza un kit comercial de ensayo Gluco-Pap
marca Randox (GL2623), el cual se basa en la enzima glucosa oxidasa. El procedimiento
usado para determinar dichos valores fue el método clasico utilizado en previos estudios
[30], [37].

5.2.10 Medicion de etanol

Para las mediciones de etanol, se utiliza un equipo llamado cromatdgrafo gaseoso marca
PerkinElmer modelo Clarus 500 con un detector de llama 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-cromatégrafo. El método utilizado fue el
siguiente: Inicialmente 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. Para
inyectar la muestra se inyectan 5 pl empleando una microjeringa, mostrando como
resultado un pico de banda de etanol con un area asociada proporcional a la concentracion
de etanol presente en la muestra. Se realizan dos mediciones por muestra y se estima la
concentracion de etanol mediante las curvas de calibracidn, que se realizan cada vez que se
hacen las mediciones. Un ejemplo de curva de calibracién se puede observar en el Anexo C.
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6. Resultados y discusion

CAPITULO III

Resultados, Discusion

En este capitulo se presenta los resultados obtenidos de los
experimentos realizados. En primer lugar se muestra el efecto del
pretratamiento (utilizando dos diferentes concentraciones de dcido
sulfurico) en la sacarificacion y por consiguiente en la liberacion de
azucares de las algas. Posteriormente, se presentan los resultados de
la fermentacion de los azucares de las algas a través de la
concentracion de etanol obtenida segun las distintas estrategias
utilizadas (SSF y SHF) para las mejores condiciones de pretratamiento.

6.1 Estudios exploratorios sobre condiciones de pretratamiento y sacarificacion

Los primeros ensayos tienen como finalidad determinar cudl es la carga enzimatica que se
utilizard en los ensayos finales. Para esto se realiza el pretratamiento de las muestras y
posteriormente se sacarifican, tal como esta indicado en el capitulo anterior. En la figura 1 se
observan la concentracién de glucosa que se obtiene luego de la sacarificacidon a 3 cargas
enzimaticas distintas (10, 20 y 30 FPU) con su respectivo pretratamiento (a 30y 120°C).
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Figura 1: Cinética de sacarificacion de U. rigida con distintas cargas enzimdticas. Las muestras de
macroalga fueron pretratadas por calentamiento a 30°C (a) y 120°C (b). Posteriormente fueron

sacarificadas con las cantidades de enzima que se indica.
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De la figura 1 se puede observar que ambas curvas (a) y (b) presentan el mismo
comportamiento respecto a la liberacién de azlcares, es decir, el pretratamiento realizado
(ya sea a 300 120°C) y la posterior sacarificacion producen rompimiento de la pared celular,
permitiendo la liberacidon de glucosa al medio.

Respecto a la carga enzimatica utilizada, si bien los resultados muestran que a mayor carga
enzimatica se obtiene mayor concentracién de glucosa en las muestras, la diferencia entre
cada caso no es significativa. De acuerdo con lo anterior, la cantidad de enzima utilizada no
debiera ser un factor que altere radicalmente los resultados. Por lo tanto, se establece que
las pruebas posteriores seran llevadas a cabo utilizando 20 FPU/g, el cual corresponde a la
condicién intermedia de las 3 probadas.

En esta prueba solo se considera como variable la cantidad de celulasas, dejando constante
la concentracion de celobiasa. Este factor podria ser significativo en la concentracion final de
glucosa ya que es la encargada de monomerizar los dimeros de dicha molécula, sin embargo
no es parte del presente estudio y podria ser considerado en las siguientes investigaciones.

Los resultados de la figura 1 muestran que el pretratamiento a 30°C es bastante mas
eficiente (60% aproximadamente) que el pretratamiento a 120°C en la cantidad de glucosa
liberada post sacarificacion. Es probable que el pretratamiento a altas temperaturas afecte
la concentracion de glucosa de la muestra. Debido a que esta seccion de analisis de
resultados corresponde a un estudio exploratorio de la cantidad de enzima a utilizar, el
resultado previamente mencionado sera discutido mds adelante en la seccidén 6.3. A pesar
de lo anterior, se considera que el resultado que satisface los objetivos planteados por esta
prueba exploratoria es el efecto de la carga enzimatica utilizada.

6.2 Resultados del pretratamiento

A continuacién se muestra los resultados del pretratamiento con acido sulfurico diluido, es
decir, de la concentracion de glucosa en la fraccién liquida resultante de dicho
pretratamiento. Las pruebas se realizaron a 30 y 120°C y con acido diluido al 2% o en agua.
Los resultados de la medicién de azlcar en el hidrolizado se muestran en la figura 2. Los
resultados de la respectiva sacarificacion se presentan en la seccién 6.3.
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Condiciones de hidrdlisis acida

Figura 2. Concentracion de aziicar en muestras post pretratamiento con dcido sulfiirico. Todas las
muestras fueron realizadas en duplicado y se reportan valores promedio.
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En la figura 2 se puede apreciar que las muestras que fueron sometidas a las condiciones
mas fuertes (2% acido y 120°C) fueron las que liberaron mas azucar al medio liquido, lo que
cualitativamente esta dentro de los resultados esperados. Un pretratamiento con esas
condiciones es capaz de desestabilizar la estructura de la biomasa lignoceluldsica [30] [37].

La fraccién liquida de las muestras que fueron tratadas en agua destilada y a 120°C
presentan una concentracion de azucar en solucion muy baja respecto a la que se comenté
anteriormente (no mas de un 0,4%). Si bien se espera que una muestra pretratada solo con
alta temperatura tenga un rendimiento menor que una tratada con temperatura y 4cido, no
se espera que exista tanta diferencia entre ellas (9 veces), por lo que se puede considerar al
acido como un factor relevante. La muestra que fue tratada con acido y 30°C posee niveles
similares de concentracién de azucar (entre 0,5y 1,5 [g/l]), lo que permite establecer que en
este caso en particular, un pretratamiento basado solo en temperatura o solo en acido no es
suficiente para obtener una concentracidn de glucosa considerable en la fraccién liquida. Sin
embargo, el objetivo principal del pretratamiento no es liberar los azucares al medio, sino
que desestabilizar la pared celular y facilitar la accidn de las celulasas en la etapa de
sacarificacion, por lo que estos bajos rendimientos no interfieren con la finalidad de esta
prueba. Finalmente, la muestra que fue tratada con las condiciones mds suaves posee un
bajo rendimiento, lo cual no difiere a lo esperado inicialmente.

Debido a que el pretratamiento no libera una cantidad considerable de glucosa al medio, la
implementacion del proceso de produccidn de etanol a partir de algas no presentaria
mayores pérdidas en la separacion de solidos entre el pretratamiento y la sacarificacion de
las algas. En el caso de que el pretratamiento liberara una mayor cantidad de glucosa, podria
considerarse implementar el proceso continuamente.

A pesar de que los resultados de este ensayo estan de acuerdo a lo esperado respecto a
ensayos de la misma naturaleza en otros tipos de biomasa [30] [37]. En la tabla 3 se muestra
el detalle para cada caso.

Tabla 3. Rendimiento del pretratamiento para las distintas condiciones de operacion. Estos
porcentajes de rendimiento se cdlculos en base a un mdximo, el cual corresponde a la
concentracion de azticar obtenida en el estudio de R. Gonzdlez (2012 - Comunicacién personal).

Condiciones de T°y acido sulf.  Rendimiento [%]

120°C, 2% 4,0
120°C, 0% 0,4
30°C, 2% 0,3
30°C, 0% 0,15

De la tabla anterior se observa que los rendimientos no superan el 5%, por lo que se
confirma que el pretratamiento aplicado tiene como principal utilidad desestabilizar la
estructura cristalina de la celulosa mas que la propia liberacion de glucosa. Por lo tanto,
ahora que la biomasa esta pretratada (y teéricamente mds susceptible al rompimiento de la
pared), esta presente la necesidad de aplicar otro método que exponga las moléculas de
glucosa al medio, tal como lo hace la hidrdlisis enzimatica.

Dicha hidrdlisis enzimatica se aplica a la fraccidn sdélida proveniente del pretratamiento, por
lo que el azucar que no fue liberado en la etapa previa, aun esta disponible en dicha fraccién
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solida, y no significa que se haya perdido. Por esta razén es que a continuacién se presentan
los resultados obtenidos de la sacarificacién de las muestras recientemente estudiadas.

6.3 Resultados de sacarificacion post pretratamiento.

Luego de separar la fraccion liquida de la sélida después del pretratamiento, esta ultima se
somete a la sacarificacion con enzimas durante 72 horas. Los ensayos se realizan a las 4
condiciones analizadas en el punto 6.2 y sus resultados se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Cinética de sacarificacion de U. rigida post pretratamiento. Concentracion de glucosa en

las muestras pretratadas a 30°C (a) o 120°C (b); Cantidad de miligramos de glucosa por gramo de

sustrato en la fraccién liquida post sacarificacion de las muestras previamente pretratadas a 30°C

(c) 0 120°C (d) segtin las condiciones del punto 6.2. La carga enzimdtica de la sacarificacion es 20
FPU. Cada ensayo fue realizado en duplicado y se reportan valores promedio.

Para obtener esta cinética, primero se realiza el pretratamiento de las muestras y
posteriormente se separa la fraccidn sélida de la liquida; la fraccion liquida se almacena y la
solida es sacarificada. Para comenzar el analisis es importante mencionar que las graficas de
la figura 3 muestran la concentracién de glucosa post sacarificacion, lo que quiere decir que
dichas curvas no incluyen la concentraciéon de glucosa obtenida en la fraccion liquida a partir
de la etapa de pretratamiento. La finalidad de lo anterior es poder apreciar el efecto de cada
operacion en forma separada y asi discriminar cual es la mejor manera de manejar la
biomasa para finalmente fermentar sus azlcares.
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En la figura 3 (a) se observa que la concentracién mdaxima de glucosa en la solucién
hidrolizada es aproximadamente 3 [g/I] con o sin acido sulfurico. No existe mayor diferencia
entre dichas curvas, por lo que a esta temperatura las condiciones de pretratamiento no son
un factor preponderante en la obtencidon de azucares. La desviacion estandar de las
muestras indica un cierto grado de dispersidn de los resultados, sin embargo las curvas de
cinética se encuentran dentro de lo esperado, es decir, un crecimiento rdpido en los
primeros tiempos de operacion, llegando finalmente a un estado estacionario.

En la figura 3 (b), se muestra un comportamiento muy similar al caso pretratado a 30°C sin
acido. La maxima concentracion de glucosa es 3 [g/l], y las primeras horas de reaccién son
fundamentales (aumento exponencial de la concentracién), alcanzando finalmente el estado
estacionario. La desviacidn estandar indica que practicamente no hay dispersion de los datos
respecto a su duplicado, por lo tanto son muy confiables.

En la misma figura 3 (b) pero respecto a la curva que representa las muestras pretratadas
con 2% de acido sulfurico, se observa que a partir de las 6-12 horas de sacarificacidon
comienza una disminucion de la concentracion de glucosa. Esta situacion puede deberse a
diferentes motivos. Uno de ellos es que exista inhibicidon de la sacarificacion. La curva que
presenta este decaimiento corresponde a la muestra que fue sometida a las condiciones mds
extremas, es decir, 120°C y 2% de acido, por lo que puede ser que durante dicho
pretratamiento extremo, se libera algin compuesto (hasta ahora no identificado) que inhibe
la accidn celulasa de las enzimas, deteniendo de esta forma la reaccion. Para poder formular
alguna hipodtesis sobre que compuesto puede ser el que esta afectando la sacarificacion se
necesita conocer la composicién de las algas, la cual es desconocida, por lo que en este caso
es preferible no aventurarse en una hipétesis.

Es conocido que la glucosa en caliente con acido sulfurico se carboniza y se genera acido
sulfuroso [56]. Esta situacidn puede que se desarrolle durante el pretratamiento de las
muestras previo a la sacarificacion a 120°C y con 2% de acido sulfurico. La deteccidn de este
compuesto se realiza mediante el olfato y en este caso no se encontrd ningun olor
caracteristico, por lo que en primera instancia se descarta esta opcidn. El criterio de
deteccion de acido sulfuroso mencionado estd afecto a errores, ya que depende del operario
que esté presente durante el ensayo y su percepcién. Si bien este podria ser uno de los
motivos que provocan una disminucién de la concentracion total de azucar, no podria
explicar lo que sucede en la figura 3 (b) y (d), en las cuales disminuye la concentracién de
azucar durante la sacarificacién, proceso en el cual no hay acido caliente, por lo tanto no se
puede producir la carbonizacidn de la glucosa durante dicha hidrélisis enzimatica.

Al no conocer la composicidn exacta de las algas, no se sabe los azlcares que la componen,
sin embargo, suponiendo que las algas tengan hemicelulosas o al menos azucares de 5
carbonos, en presencia de acido caliente forman furfurales o derivados [57]. Estos
compuestos se pueden remover de la biomasa pretratada, no obstante, en este ensayo la
fraccion solida no es lavada, por lo que es posible que haya quedado algo de inhibidores en
la biomasa que luego afecten la hidrdlisis. Sin embargo, esta inhibicién provocaria que la
reaccion se detuviera, y no seria responsable de que la concentracion de glucosa
disminuyera en el tiempo, por lo que necesariamente debe existir otra causa adicional que
genere dicho comportamiento.
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Existen dos escenarios posibles: o efectivamente la concentracion de glucosa esta
disminuyendo, o la medicién de la concentracidn de glucosa esta siendo afectada por otro
elemento.

El primer escenario seria factible en caso de que existiera contaminacién de las muestras, de
tal forma de que haya microorganismos consumiendo la glucosa, razon por la cual las curvas
presentan dicho decaimiento, sin embargo esta posible causa no tiene mayor sustento y
carece de consistencia, ya que en caso de haber contaminacidn, es poco probable que esta
afecte solo a la muestra que fue pretratada a 120°C y acido sulfurico y su duplicado debido a
gue todas las muestras estan en las mismas condiciones de operacion.

De acuerdo a lo anterior, es probable que el kit de medicion utilizado (ver metodologias,
seccidn 5.2.9 — Medicion de glucosa) esté siendo afectado o alterado por algin componente
de las algas. Este inconveniente estd presente solo en las muestras pretratadas en
condiciones fuertes, por lo que se puede desprender que dicho pretratamiento tiene un
efecto secundario no deseado, el cual es generar un producto o exponer un componente de
las algas que interfiera con la medicién de glucosa. Es importante destacar que el kit de
medicidon se basa en la actividad de una enzima, glucosa oxidasa, la que podria estar siendo
blanco de inhibicidn. En este caso en particular, se puede considerar que el pretratamiento
deja expuesto un componente inhibidor de la glucosa oxidasa, de tal forma que sea mas facil
su liberacidn, ya que su efecto empieza a verse después de las 12 horas de operacion. Si el
pretratamiento fuera capaz de generar o liberara inmediatamente dicho compuesto
inhibidor, su efecto se veria plasmado al comenzar las pruebas.

El rendimiento de la sacarificacién con pretratamiento se obtiene de la cantidad de glucosa
obtenida en el hidrolizado versus el sustrato utilizado (mg de glucosa/g de biomasa
pretratada). Ver figura 3, graficos (c) y (d). La cantidad total de glucosa por gramo de
biomasa pretratada se obtiene de los datos experimentales de R. Gonzdlez (2012 -
Comunicacidn personal). Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Cantidad de glucosa liberada y rendimiento posterior al pretratamiento y sacarificacion
por unidad de sustrato.

Pretrat. 30°C Pretrat. 120°C
0% acido 2% acido 0% acido 2% acido
mg glu/g biomasa Obtenido 29,8 34,2 32,6 1,2
mg glu/g biomasa Total 368 368 368 368
Rendimiento 8,10% 9,28% 8,85% 0,32%

Se observa que los rendimientos no superan el 10% respecto a la cantidad total de azucares
que presenta el alga. Los bajos rendimientos obtenidos pueden ser debido al efecto del
pretratamiento en las algas, pero ademads puede ser que la cantidad de enzima utilizada (ya
sea celulasa o celobiasa) no sea la adecuada.

Es interesante observar que la muestra pretratada en agua destilada (0% acido sulfurico) y a
30°C presenta resultados muy similares a las otras pruebas (excepto la que fue sometida al
pretratamiento mas fuerte, cuyos valores son muy pequefios). Lo anterior, sumado a los
problemas que se generan al pretratar la biomasa, sugieren la realizacidn de otro ensayo
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donde la biomasa no sea pretratada, es decir, sea directamente sacarificada. Para esto se
utilizan las mismas condiciones que para las muestras pretratadas y sacarificadas.

6.4 Resultados de sacarificacion sin pretratamiento.
Debido a que los resultados de la seccidn anterior muestran que en algunos casos el
pretratamiento de las algas puede afectar la concentracidn final de glucosa, se efectia una
sacarificacion directa de macroalga sin pretratamiento. El objetivo de este ensayo es
comparar la cantidad de glucosa obtenida con respecto a los resultados de las muestras que
si fueron pretratadas. Las condiciones de sacarificacion son las que se encuentran en el
Capitulo Ill, seccidn - 6.2.
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Figura 4. Cinética de sacarificacién de U. rigida con y sin pretratamiento. Concentraciéon de glucosa
en las muestras pretratadas a 30°C (a) o 120°C (b); Cantidad de miligramos de glucosa por gramo
de sustrato en la fraccidn liquida post sacarificacion de las muestras previamente pretratadas a
30°C (c) 0 120°C (d). La carga enzimadtica de la sacarificacion es 20 FPU. Las curvas azul y roja
representan las muestras que fueron pretratadas. La verde representa a la muestra que no fue

pretratada. Cada ensayo fue realizado en duplicado y se reportan valores promedio.

Tal como era previsto, la sacarificacion de las muestras que no son pretratadas presentan
mejores resultados que las muestras que si lo fueron. En este caso, dichas muestras alcanzan
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una concentracién de 5 [g/l], lo cual es casi el doble que las otras muestras. Esto termina por
confirmar el efecto negativo de dicho pretratamiento en la sacarificacién de las algas.

El rendimiento de la sacarificacion de las muestras sin pretratamiento también aumenta
pero no de manera considerable. Lo anterior se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Rendimiento de la sacarificacién de las muestras con y sin pretratamiento.

Muestras Muestras
sin pretratamiento con pretratamiento
- 30°C, 0% 30°C,2% 120°C,0% 120°C,2%
mg glu/g biomasa Obtenido 100,05 59,64 56,25 65,10 2,37
mg glu/g biomasa Total 368,00 368,00 368,00 368,00 368,00
Rendimiento 27,2 16,2 15,3 17,7 0,6

El maximo rendimiento obtenido es 27% y corresponde a las muestras sin pretratamiento. Si
bien este aumenta respecto a las muestras con distintas condiciones de pretratamiento,
sigue siendo bajo. En este caso el factor que influye directamente en los resultados
corresponde a las condiciones de sacarificacion, cantidad de celulasa y/o celobiasa. Es
recomendable planificar nuevos estudios considerando esta variable y otros tipos de
azucares que tenga el alga, de tal forma de mejorar el rendimiento de sacarificacion.

Ademas se puede comparar el efecto del acido sulfurico en el pretratamiento, ya que para
ambas condiciones de temperatura (30 y 120°C) se observa un mayor rendimiento en las
pruebas sin acido, lo que confirma el analisis previo.

A partir de los andlisis anteriores, se planifica una estrategia de sacarificacién y fermentacion
simultaneas (SSF) y una de sacarificacidon y fermentacién separadas (SHF). Se analizan los
resultados comparativamente. En ambas pruebas la biomasa no serd sometida a
pretratamiento, tal como lo sugirieron los experimentos anteriores.
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6.5 Resultados de estrategia SHF y SSF.

Las muestras de algas son sometidas a dos estrategias de fermentacién diferentes: SHF y
SSF. Estos ensayos se realizaron sin un pretratamiento de la biomasa, ya que es la condiciéon
gue presentd mejores resultados en las etapas anteriores. Para el caso SHF, se utiliza como
medio el hidrolizado de la sacarificacidon. Para ambos casos las condiciones de sacarificacién
son las mismas (cantidad de enzima, temperatura, agitacion, etc). El tiempo de fermentacién
es de 72 horas y los resultados se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Produccién de etanol en experimentos de SSF y SHF en U. rigida. (a)Concentracion de
etanol. (b)Cantidad de miligramos de etanol por gramo de sustrato.

En la figura 5 (a) se puede observar que a partir de las muestras que fueron sacarificadas y
fermentadas simultdaneamente se puede obtener una mayor concentracion de etanol.
Ambas curvas, especialmente la de la estrategia SSF, producen etanol desde las primeras
horas, lo que indica que las algas poseen azucares facilmente hidrolizables (dichas muestras
no fueron pretratadas) y por lo tanto, se facilita su fermentacion, permitiendo la produccion
de etanol inmediata.

Respecto al tiempo de operacion, la estrategia de sacarificacion y fermentacion SHF alcanza
su estado estacionario a partir de las 40 horas aproximadamente. Por su parte, la figura 5
muestra que la estrategia SSF alcanza un maximo de concentracién de etanol a las 48 horas,
mas aun disminuyendo. Se considera que dicha disminucidon no corresponde a errores
experimentales ni de procedimientos, ya que la curva corresponde a promedios de
duplicados y ambas muestras (cada ensayo y su duplicado) presentan la misma cinética;
ademas, las muestras fueron centrifugadas y posteriormente agitadas, para que la medicién
sea representativa. El decaimiento de la concentraciéon de etanol puede explicarse debido a
la accion de la alcohol deshidrogenasa, que es una enzima que utiliza el etanol como
sustrato para producir aldehidos o cetonas [58]. Para evitar este inconveniente, es
recomendable detener la reaccién a las 40-48 horas. De esta forma, se obtiene un maximo
de concentracion de etanol en ambas estrategias.

A partir de los resultados de la figura 5, se obtiene el rendimiento de cada estrategia, los que
se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Rendimiento de las estrategias SSFy SHF a 48 hrs de fermentacion. La concentracion
tedrica proviene de la cantidad de glucosa que hay en la muestra (resultados de R. Gonzdlez 2012 -
Comunicacién personal).

SSF SHF
Concentracidn etanol obtenido [g eta/g material] 0,096 0,046
Concentracion etanol total tedrico [g eta/g material] 0,188 0,188
Rendimiento 50,8% 24,5%

El rendimiento de la etapa de fermentacion en si es alto, es decir, practicamente todo el
azucar es fermentado, por lo que se evaluara a continuacion corresponde al rendimiento del
procedimiento en su totalidad, es decir, la cantidad de etanol producida a partir de la
totalidad de los azucares de la alga (resultados de R. Gonzalez 2012).

El rendimiento de la estrategia SSF es el doble que el de la estrategia SHF. Esta estrategia
presenta algunas ventajas sobre la SHF, tales como que para su ejecucidn se requieren
menor equipamiento (por ejemplo matraces para el caso pequefia escala o tanques para la
gran escala), menos cantidad de enzima (la estrategia SSF requiere menos cantidad de
enzima que la estrategia SHF para producir una misma cantidad de etanol, debido a su alto
mayor rendimiento), y también existe menos posibilidad de contaminacién durante la
hidrdlisis enzimatica de las muestras gracias a la presencia de etanol.

La estrategia SSF tiene la desventaja de que para su operacion las condiciones de pH vy
temperatura representan un compromiso entre los 6ptimos de dichos parametros para
asegurar una hidrdlisis enzimatica y el crecimiento de un organismo fermentador, sin
embargo esta desventaja no se aplica al caso, ya que la etapa de fermentacion de las
muestras SHF se llevo a cabo en las mismas condiciones de temperatura y agitacion. Una
alternativa valida y propuesta es repetir las pruebas de SHF en sus condiciones éptimas de
temperatura.

Se observa una situacion interesante, ya que los resultados de la estrategia SSF presenta un
50,8% de rendimiento respecto la una conversion tedrica del 100%, lo que significa que se
estan fermentando el 50,8% de los azUcares totales, sin embargo en los resultados de la
sacarificacion de la seccion 6.4 se muestra que la cantidad de glucosa que se esta liberando
corresponde al 27%. Como ya se ha mencionado, dicho rendimiento tiene su base en la
composicion total de glucosa de la macroalga, por lo que su alto valor puede corresponder a
la fermentacion de glucosa mas la fermentacion de otros azlcares no considerados en la
composicion total de glucosa. Aun asi, la estrategia SSF es mejor que la SHF, ya que produce
mayor etanol por gramo de biomasa empleado.
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6.6 Comparacion de resultados con los antecedentes

Los antecedentes que mds se asemejan a los resultados obtenidos en el presente trabajo
corresponden al documento “Production of high concentrations of bioetanol from seaweeds
that contain easily hydrolyzable polysaccharides” [54], el cual menciona que existen algas
facilmente hidrolizables, que no necesitan un pretratamiento. Los resultados de la presente
memoria muestran los mismos resultados cualitativos, indicando que un pretratamiento con
acido y temperatura no es necesario y mas aun, tiene efectos negativos.

Con respecto a los resultados cuantitativos, el antecedente que presenta los mejores
resultados es el mismo mencionado anteriormente. La sacarificacion simple de la biomasa
produce 43 [g/l] de glucosa, y la concentracién de etanol obtenida después de la
fermentacion no supera los 30 [g/l]. Dichos resultados son mas altos que los obtenidos en
este trabajo de 5 [g/l] de glucosa y 5 [g/l] de etanol. Sin embargo estos resultados no
deberian ser comparables debido a que el antecedente citado no especifica la cantidad de
biomasa utilizada. Si se utiliza mas biomasa, se obtiene mayor concentracién, por lo que los
resultados deberian estar normalizados por los gramos de biomasa utilizado, tampoco se
especifica el porcentaje p/v de biomasa versus volumen de reaccién de la sacarificacion, que
también afecta los resultados finales.

Ademas, para poder comparar de mejor forma los resultados obtenidos con los
antecedentes, seria de mucha utilidad conocer la composicién de los azlicares de la
macroalga utilizada, y de esta forma poder estandarizar los rendimientos obtenidos.

Si bien no es recomendable comparar los resultados cuantitativos, si se puede destacar que
la macroalga utilizada posee azucares facilmente hidrolizables, lo que permite evitar la etapa
de pretratamiento, tal como se ha discutido anteriormente.
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CAPITULO IV

Conclusiones, Recomendaciones

7. Conclusiones

Después de realizar el trabajo de memoria en produccion de etanol a partir de la macroalga
Ulva rigida, las conclusiones son las siguientes:

La primera etapa del proceso de produccién de etanol a partir de U. rigida es el
pretratamiento. El pretratamiento con condiciones fuertes (2% acido sulfurico y 120°C) es el
qgue produce la mayor liberacion de glucosa al medio y ademas provoca un efecto negativo
en la posterior hidrélisis enzimatica, alejandose del objetivo principal del pretratamiento. El
pretratamiento de algas con acido diluido no mejora el rendimiento de la hidrdlisis
enzimatica en la produccion de glucosa. La sacarificacién de algas que no son pretratadas
presenta una mayor concentracién de glucosa en el hidrolizado respecto a las que si fueron
pretratadas, obteniendo un rendimiento de sacarificacion del 27%.

Se logro fermentar los azlcares de las macroalgas usando Saccharomyces cerevisiae Red Star
mediante las estrategias SHF y SSF. Esta ultima presentd los mejores resultados alcanzando
un 50% de rendimiento de conversidon de glucosa. La estrategia SHF podria optimizarse
fermentando en sus condiciones éptimas de temperatura.

Se estudiaron las condiciones necesarias para producir etanol a partir de la macroalga Ulva
rigida. No es necesario un pretratamiento ya que dicha alga posee azlcares facilmente
hidrolizables, por lo que se deduce sin necesidad de experimentos que la concentracidon de
lignina es muy baja.

Finalmente, no fue posible obtener una caracterizacion de las macroalgas verdes a utilizar,
pero gracias a estudios complementarios (R. Gonzédlez 2012 - Comunicacidon personal) se
logré un acercamiento al conocimiento de la composicion total de glucosa, la cual es de 368
[mg/g biomasa].

Ademas, pese a que este trabajo corresponde a un primer acercamiento a la produccién de
etanol a partir de algas, el rendimiento obtenido es satisfactorio.
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8. Recomendaciones

A partir de las conclusiones anteriormente expuestas, se han considerado algunas
recomendaciones que serian Utiles en caso de continuar con el estudio de macroalgas y de
esta forma mejorar los resultados y rendimientos obtenidos.

*  Como se menciond en la discusion, es probable que algin elemento o compuesto
generado en la etapa de pretratamiento afecte el kit de medicién de azucar, por lo
gue se recomienda realizar un lavado de la biomasa pretratada. De la misma forma,
se puede realizar la medicidén de azucar con otro kit o se podria realizar la medicién
de azucares reductores.

e Un factor que es relevante para la sacarificaciéon de las muestras es la cantidad de
celulasa y celobiasa empleada. Para mejorar el rendimiento de sacarificacion se
pueden realizar estudios de optimizacidn, en los cuales se investigue el efecto de la
carga enzimatica en la concentracién de glucosa luego de la sacarificacion.

* Para intentar identificar porque las muestras pretratadas con la condiciones mas
extremas presenta un decaimiento de la concentracién de glucosa, se podria armar
un control de una reaccién de hidrdlisis con una concentracion constante de glucosa
y agregarle distintas proporciones de algas pretratadas, para ver si se afecta la
concentracion de glucosa leida por ejemplo a las 72 h, usando un control sin algas.

* La levadura utilizada corresponde a células de levadura seca. A pesar de que los
resultados obtenidos mostraron que las levaduras producen etanol inmediatamente,
para intentar incrementar la concentracion de etanol se puede realizar una
propagacion y adaptacion de la levadura al medio de fermentacién, de tal forma que
cuando el inéculo se contacte con la biomasa, el rendimiento mejore.

* La estrategia SHF opero en las mismas condiciones de temperatura que la estrategia
SHF. Se recomienda ejecutar en dichas condiciones, es decir, 50°C.
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10. Anexos

Anexo A: Mapa de Sudamérica mostrando el estado de la normativa respecto a
biocombustibles.
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Imagen A-1. Estado de la normativa respecto a biocombustibles en los paises de Sudamérica [24].
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Anexo B: Macroalga verde Ulva rigida.

. * %M ' 5
Imagen B-1. (a) Macroalga a utilizar. (b) Muestra acondicionada lista para comenzar las pruebas
de produccion de etanol a partir de ellas
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Anexo C: Curva de calibracién de etanol v/s Area de integraciéon. Resultados de la
cromatografia gaseosa.

Para realizar esta curva, se preparan distintas diluciones de etanol a concentraciones 1, 5y
10 [g/1] y se mide el drea de integracidn de dichas concentraciones. El resultado de la curva
se observa en la imagen C-1.
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Imagen C-1. Curva de calibracién de concentracién de etanol v/s drea de integracion.
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Anexo D: Montajes experimentales

Imagen D-1. Montaje pretratamiento con dcido diluido. (a) Maﬁtajé utilizado como autoclave para
alcanzar altas temperaturas. (a) Bafio utilizado para pretratar muestras a 30°C.

Imagen D-2. Muestras del pretratamiento. (a) Muestras previo al pretratamiento con dcido diluido.
(b) Fraccion solida obtenida por centrifugacion post hidrdlisis dcida. (c) Fraccion liquida obtenida
por centrifugacion post hidrélisis dcida.

46



Imagen D-3. Montaje de la neutralizacién post hidrdélisis dcida. Durante la neutralizacién se va
midiendo pH.

Imagen D-4. Rotores de centrifugacién. (a) Rotor utilizado para centrifugar muestras post
hidrdlisis dcida. (b) Rotor empleado para centrifugar muestras para medicion de glucosa y etanol.
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Imagen D-5. Matraces Erlenmeyer-modificados. (a) Matraz antes de iniciar la fermentacion

(estrategia SSF y/o SHF). (b) Vista lateral del matraz durante fermentacion (estrategia SSF y/o
SHF). (c) Vista superior del matraz durante fermentacién (estrategia SSFy/o SHF).
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Anexo E: Memoria de calculo de los rendimientos

E.1 Sacarificacion muestras sin pretratamiento.
A partir de los datos experimentales de R. Gonzalez (2012 - Comunicacién personal), se sabe
que:

. g glucosa mg glucosa
Cantidad de glucosa = —— = 0,368 = 368 ——
g biomasa g biomasa

La medicién de glucosa indica que las muestras poseen una concentracion maxima de 5002
[mg/1]. El volumen de reaccidon en el cual se lleva a cabo la reaccidn es de 4 [ml]; la biomasa
utilizada es 0,2 [g].

mg glucosa
mg 5002 [f] % 0,004[l] mg glucosa
5002 [~ = : = 100,04 [—]
l 0,2[g biomasa] g biomasa
Rendimiento:
o mg glucosa obtenido 100,04
Rendimiento = ] X 100 = X 100 = 27,2%
mg glucosa total 368

E.2 Rendimiento fermentacion SSFy SHF
A partir de los datos experimentales de R. Gonzdalez (2012 - Comunicacién personal), se sabe
que:

. g glucosa mg glucosa
Cantidad de glucosa = ——— = 0,368 = 368 ———
g biomasa g biomasa

La masa de biomasa fermentada es 1 [g]. Asumiendo un 100% de conversion (liberacién de
glucosa), toda la glucosa se libera (368 [mg]). Haciendo balance de moles (P.M glucosa=
180,159 [g/mol]):

0,368 [g glucosa] = 0,002043 [mol glucosa]
Estequiométricamente, 2 moles de etanol equivalen a uno de glucosa, por lo que se tiene:
0,002043 [mol glucosa] = 0,004085 [mol etanol]
El peso molecular del etanol es 46,07 [g/mol], por lo que:

0,004085 [mol etanol] = 0,188 [g etanol] (100% de liberacion)

A partir de los resultados de la fermentacidn, se conoce la concentracion de etanol en
soluciéon y su masa.
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Tabla E-1. Concentracion y masa de etanol para estrategia SSF y SHF.

Pruebas SSF Pruebas SHF
Concentracion etanol [g/1] 4,70 2,31
Masa etanol [g] 0,09 0,05

La masa de etanol obtenida en los ensayos se compara con la masa de etanol total posible
de obtener (0,188 [g etanol]) y se calcula el rendimiento.

masa etanol obtenido B 0,09 [g]
masa etanol total 0,188 [g]

Rendimientosgr = = 50%

masa etanol obtenido B 0,05 [g]
masa etanol total 0,188 [g]

Rendimientosyr = = 24,5%
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