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Actualmente, el etanol es considerado una alternativa para cubrir parte de la creciente demanda de la
gasolina y para sustituir al combustible fdsil por uno mas amigable con el medio ambiente. Su relativamente
alto poder calorifico, gran octanaje y contenido de oxigeno avalan esta tendencia. Asi, los Ultimos estudios
han apuntado a la obtencién de etanol a partir de diversas fuentes y a mejorar los procedimientos para una
produccidn mas eficiente.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la factibilidad técnica y prefactibilidad econdmica para producir
bioetanol a partir de residuos de Chusquea culeou por medio del estudio de dos estrategias de
pretratamiento: acido diluido y fraccionamiento celuldsico a través de solvente orgdnico y de celulosa
(COSLIF). La materia prima seleccionada, Chusquea culeou, es una especie mas conocida como colihue,
abunda en la zona sur del pais, tiene un rapido crecimiento y su riqueza no ha sido bien aprovechada.

El pretratamiento con 4acido sulfurico diluido comprende la disolucidn de la hemicelulosa utilizando acido
sulfarico a una baja concentracion y a altas temperaturas. Por su parte, el pretratamiento COSLIF comprende
el uso de acido fosférico como solvente de celulosa y el uso de etanol como solvente organico para precipitar
la celulosa y la hemicelulosa con el fin de separar parcialmente la lignina.

Para estudiar ambos pretratamientos se desarrollaron dos experimentos. En el primero, se ensayé el
pretratamiento de colihue con acido diluido, utilizando como variable la concentracién de acido sulfurico y la
concentracion de celulasa en la hidrdlisis. Las muestras se pretrataron a 121°C, por 30 minutos y fueron
sumergidas en soluciones con acido cuya concentracion varié entre 0,5% y 2% v/v. En el segundo experimento
se utilizaron las condiciones dptimas reportadas en la literatura para el pretratamiento COSLIF, es decir, acido
fosférico al 85% v/v, a 50°C y por 1 hora. La variable medida en este caso fue la carga enzimatica durante la
sacarificacion del material, la cual varié entre 15, 30 y 40 FPU/gr.

De los resultados obtenidos se observé que tanto el aumento en la concentracidn de acido sulfurico como en
la carga enzimatica tienen como consecuencia un incremento en los niveles de sacarificacién del material
pretratado con acido diluido. No se puede decir lo mismo del pretratamiento COSLIF ya que los niveles de
glucosa alcanzados con una rapida cinética de reaccidn, no se correlacionaron con los de carga enzimatica en
el rango estudiado, por lo que se puede pensar que se deben ensayar menores concentraciones de enzima
para observar el efecto de la carga enzimatica en el rendimiento de la sacarificacién. De todas formas, a partir
de los resultados se desprende que el pretratamiento es una etapa necesaria para incrementar la liberacidn
de azucares durante la hidrdlisis enzimatica.

El pretratamiento que reportd un mayor rendimiento en la sacarificacidn fue el COSLIF, alcanzandose un 51%
de conversion de celulosa en glucosa con 30 FPU/gr, mientras que la mayor conversion obtenida con acido
sulfurico diluido fue sélo de un 10,4% usando 2% v/v, 30 FPU/gr y 30 CBU/gr.

Posteriormente se estudid la rentabilidad econdmica del proceso. Se definiéd un indice para sefalar si la
utilizacion de las metodologias estudiadas es rentable. Para eso, se restaron los costos de los insumos
principales de los pretratamientos a los ingresos por concepto de venta del producto. Asi, se determiné que a
partir del colihue disponible en Chile, la mayor cantidad de etanol que se puede obtener con los resultados
recabados es de 720.814 [m?] a partir de la condicién 85% v/v de acido fosférico y 30 FPU/gr. Ademas se
estimdé que ninguna de las condiciones estudiadas es rentable pero que un proceso que utiliza el
pretratamiento COSLIF podria ser rentable si se disminuye la carga enzimatica y se incrementa el rendimiento
de la etapa de sacarificacion.
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Capitulo I

Motivacién, Marco Teodrico, Antecedentes y Objetivos

1 Motivacion

Esta seccion tiene como objetivo dar a conocer las motivaciones del presente trabajo. Para ello se
contextualiza la problemdtica reportando los antecedentes energéticos y medioambientales que hoy se
enfrentan en el mundo. Se muestra ademds una resefia respecto a la situacion energética del pais y se
define el bioetanol como biocombustible dando a conocer su uso como una posible solucién para paliar
parte del problema. Finalmente se reconoce a la Chusquea culeou o colihue como una posible alternativa
para la produccion de bioetanol en Chile, informando respecto a sus potenciales ventajas en caso de ser
utilizado en el proceso de produccion de dicho combustible.

1.1 Antecedentes Energéticos y Medioambientales

En un contexto mundial en que cada vez es mds comun hablar de crisis econémica y problemas
medioambientales, el sector energético también se ha visto afectado, debido principalmente a que el
consumo de energia aumenta sostenidamente, produciendo un agotamiento progresivo de las fuentes
energéticas fdsiles no renovables [1]. Este fendmeno se ve reflejado en el constante aumento del precio
del petréleo que es fuente energética fésil, no renovable y que hoy en dia figura como la energia
primaria de mayor demanda, representando un 33% de la energia primaria total [2].

Respecto a los combustibles liquidos se estima que, si en el 2010 se produjeron 86 MM de barriles de
combustibles liquidos/dia, para el 2035 dicha cifra se elevard a unos 112,2 MM de barriles/dia. En
relacidn con los biocombustibles, se estima que la produccién del afio 2008, de 1,5 MM de barriles de
biocombustibles/dia, se triplique para el afio 2035 [3].

Por otra parte, existe una gran preocupacion en lo que al uso de los derivados del petrdleo respecta. Se
ha estudiado los efectos medioambientales generados por la combustién de dichos derivados y se ha
determinado que es uno de los principales responsables del aumento de la concentracién mundial de
diéxido de carbono (CO,), considerado el principal gas de efecto invernadero (GEl) antropogénico [4]. El
crecimiento de las emanaciones de CO, por tipo de combustible desde 1970 hasta el 2009 se puede
observar en la Figura 1. En la misma figura se muestran los porcentajes de emanaciones mundiales de
CO, por tipo de combustible para el afio 2009, siendo la combustion de los derivados del petréleo una
importante fuente de emisién, ocupando un 37% del total.

Debido a los efectos de los GEl, se ha identificado al uso de los subproductos del crudo como un gran
responsable en el fendmeno del calentamiento global, causante de gran parte de los cambios
meteoroldgicos y del medio ambiente que se han suscitado en el Ultimo tiempo [5].
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Figura 1-1: Fuentes de emisiones mundiales de CO2 (Adaptacion de [4])

Teniendo en cuenta la tendencia de aumento en el precio del petréleo y que es un recurso cada vez mas
escaso, junto con la preocupacion por encontrar alternativas mas sustentables y amigables con el medio
ambiente, es que en los ultimos afos se han incrementado los esfuerzos para reemplazarlo [6]. Acorde
con la contingencia mundial, el afio 2008, en Chile se promulga la ley 20.257 donde se define el concepto
de energias renovables no convencionales (ERNC). Dichas energias incluyen pequeias hidroeléctricas,
provenientes de la biomasa, hidraulica, geotérmica, solar, edlica y maremotriz entre otras [7].

Dependiendo de las formas de utilizacion de las energias renovables no convencionales, se pueden
producir impactos ambientales significativos, disminuyendo aquellos que se producen por las fuentes
convencionales de energia y por otra parte, contribuyendo con el aseguramiento de suministro
energético y con la sustentabilidad ambiental de las politicas energéticas. La magnitud de la contribucion
y la implementacién y viabilidad econdmica de las politicas energéticas que se debieran utilizar para
mitigar el impacto de las fuentes convencionales de energia dependen de las particularidades de cada
pais. Dichas particularidades comprenden la ubicaciéon geografica, el potencial exportable de sus
recursos renovables y la caracteristica de los mercados energéticos donde competiran. [8]

1.2 Situacion energética y del bioetanol en Chile.

Asi como en el mundo, el tema energético, y en particular el de los combustibles, ha sido un asunto de
preocupacién en Chile. La principal crisis energética del ultimo tiempo, y que dio la sefial de alerta
respecto a la necesidad de diversificacién de la matriz nacional, fue la sufrida en el afio 1998 debido a
una intensa sequia y a una tardia puesta en marcha de la central Nehuelco. Esto trajo como
consecuencias cortes en el suministro e intervenciones legales que apuntaban a reducir y a racionar el
consumo eléctrico [9].



Con el objetivo de expandir la matriz energética, en 1995, Chile firma con Argentina el protocolo de
integracién gasifera. De esta forma, el pais no seria tan dependiente de sus recursos hidricos y
comenzaria una disminucion de los precios [10].

El bajo precio del gas natural, junto a los menores costos de inversién en la instalacion de plantas
térmicas, concentré el desarrollo eléctrico casi exclusivamente en este combustible, lo que obstaculizé la
diversificacion de fuentes, requisito urgente para el logro de la seguridad energética [11].

En el afo 2004 se comienza a restringir la exportacidon del recurso a nuestro pais ocasionando la “crisis
del gas” [12], que se manifesté en escasez de combustibles para la produccidn de energias debido a la
gran dependencia del gas natural. Ante la incertidumbre y debido a las adaptaciones hechas en las
centrales termoeléctricas para utilizar diesel y/o petréleo en vez de gas natural, el precio de los
combustibles comenzé a subir. Eso, sumado a la poca disponibilidad de hidroelectricidad hacia fines del
2007 y comienzos del 2008, provocd que el sistema de generacidn se adaptara utilizando combustibles
mas caros como el diesel o el petréleo [13].

De esta forma, se empezaron a plantear otras alternativas para diversificar y expandir la matriz
energética. Una de las medidas fue la implementacidn de dos puertos, el de Mejillones y el de Quinteros,
equipados para recibir gas natural licuado (GNL) de paises con los que se suscribieron acuerdos
energéticos [14]. Ademas, el alza en el precio del petréleo constatada durante la guerra de Irak, en el
afio 2003 y que se ha sostenido hasta hoy, obligd a la busqueda de otra alternativa, encontrandose en el
carbén una opcién plausible debido a que es un recurso que tiene una mayor estabilidad en sus precios,
suministro mundial y reservas probadas [13].

No obstante, el uso de energias con altos valores de liberacién de CO, como el carbdén o el petréleo,
junto con el crecimiento que ha experimentado un pais que debe cumplir con las expectativas del selecto
grupo de la OCDE (Organizacidn para la Cooperacién y Desarrollo Econémico) al cual Chile suscribid, son
factores que con mucha seguridad han incidido en que el pais tenga la segunda mayor tasa de
crecimiento de emision de CO, (periodo 1990-2009) entre los paises de la OCDE, sdlo superado por
Corea [15].

Si bien el pais no cuenta con un impuesto especifico por concepto de emisiones de CO,, se han tomado
otras medidas para incorporar tecnologias alternativas en la matriz energética, que junto con disminuir
el nivel de emisiones, tienen la mision de reducir la dependencia de la matriz de combustibles
importados ya que hasta el afio 2008 alrededor del 70% de la energia consumida en todos los sectores,
era importada [16].

En el afio 2008 entrd en vigencia la ley 20.257, la cual obliga a las empresas generadoras con capacidad
por sobre los 200 MW a acreditar que al menos el 5% de la energia que comercializan es renovable no
convencional. Esta exigencia se incrementa anualmente en un 0,5% a partir del 2015 hasta un 10% para
el afio 2024 [7] aunque una de las metas del actual gobierno es incrementar ese valor a un 20% para el
2020 con el proyecto de ley 20/20, siendo las fuentes claves para lograr dicho objetivo, la energia



geotérmica y la solar [17]. A partir del mismo afio, se impulsa una politica nacional de biocombustibles
como complemento a politica nacional de energia, prestando apoyo por medio de catastros de materias
primas e investigadores asi como por la generacidén de convenios entre entidades publicas y privadas con
diversos paises que son referentes internacionales permitiendo también que se creen empresas con
capital extranjero y disponiendo de instrumentos de fomento productivo [18].

1.3 Bioetanol como combustible.

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a partir de biomasa, que
pueden ser sdlidos, liquidos o gaseosos y que tienen como ultima finalidad la liberacién de la energia
contenida en sus componentes quimicos mediante una reaccidn de combustidn. Estos recursos pueden
ser de varios tipos y son cominmente clasificados segin el insumo o materia prima y a la tecnologia
empleada para producirlos. Debido a los avances de dichas tecnologias, esta clasificacion se realiza por
generaciones.

Los biocombustibles de primera generacién son los que se obtienen, en mayor parte, de las partes
alimenticias de las plantas, las cuales tienen un alto contenido de azlcares, almidon y/o aceites. Para
producirlos se utilizan tecnologias convencionales como fermentacién (bioetanol), transesterificacion
(biodiesel) o digestidén aerdbica (biogas).

Los biocombustibles de segunda generacidn corresponden a los obtenidos a partir de residuos agricolas
y forestales con contenido celuldsico, los cuales son sometidos a procesos productivos mas complejos
como la sacarificaciéon-fermentacion o el proceso Fischer-Tropsch, para obtener productos como
bioetanol, metanol o gas de sintesis. La principal ventaja respecto a los de primera generacidn es que en
su elaboracidon no hay desviacion de los recursos alimenticios provenientes de la agricultura, aunque
comparativamente hay una menor ganancia respecto a la disminucién de gases de efecto invernadero.

Adicionalmente se encuentran los biocombustibles de tercera y cuarta generacién, que son producidos a
partir de cultivos energéticos (exclusivos para la produccion de energia) y de bacterias genéticamente
modificadas respectivamente [19].

El bioetanol se define como alcohol etilico deshidratado, producido a través de la fermentacion de
biomasa rica en hidratos de carbono. Se puede emplear en motores de combustion interna, tanto como
combustible Unico o mezclado con gasolina [20]. Para dicho propésito, se debe utilizar un agente
desnaturalizante que cambia las propiedades organolépticas del etanol excluyéndolo como producto
para consumo humano [21]. Como se menciond anteriormente, el bioetanol se obtiene a través de la
fermentacién de los azlcares presentes en la biomasa. En caso que se obtenga a partir de residuos
forestales y agricolas, se clasifica como biocombustible de segunda generacién y su proceso de
obtencidn se puede resumir en las siguientes etapas:



a) Molienda del material (si es necesario)
b) Pre-tratamiento del material

c) Hidrdlisis (o sacarificacidn)

d) Fermentacion

e) Destilacion

f) Deshidratacion [22]

En caso de emplear bioetanol puro en un motor de combustién interna, éste debe estar disefiado
especificamente para ello [21] y se puede utilizar con una pureza de 95% (alcohol hidratado) [23]. Por
otro lado, el uso de mezcla en proporciones bajas de bioetanol en gasolina es posible siempre y cuando
se utilice en su forma anhidra (99% de pureza) para eliminar efectos indeseables sobre la mezcla,
producidos por el agua (separacion de fases gasolina — etanol/agua) [21].

En el Anexo 1 se pueden apreciar las propiedades fisicoquimicas del bioetanol comparadas con las de la
gasolina y otros combustibles oxigenados. De dichas propiedades se desprenden ventajas y desventajas
del uso del biocombustible. Por una parte, al ser un combustible oxigenado tiene una combustién mas
limpia y eficiente lo que hace que la emisién de mondxido de carbono (CO) disminuya en un 32,5% y que
al utilizarlo como aditivo en la gasolina, se reduzcan los niveles de emisidon de dxidos de nitrégeno [24].
Ademas tiene un mayor octanaje que la gasolina lo que implica un mejor comportamiento antidetonante
y que si se ajusta apropiadamente el radio de compresién del motor, aumente su eficiencia [23]. Por otra
parte, no seria descartado en una eventual masificacion de celdas combustibles ya que es apropiado
para la reformacién de hidrégeno [25] y cuenta ademas con una baja presion de vapor de Reid, lo que
deriva en una lenta evaporacién, reduciendo el riesgo de explosiones [23]. Sin embargo, la ultima
caracteristica mencionada, si bien tiene una parte positiva, es considerada una de las grandes
desventajas del uso del bioetanol ya que su baja presion de Reid perjudica el encendido de motor a bajas
temperaturas, obligando al uso de componentes auxiliares para encender el motor bajo los 20°C. Otros
aspectos negativos son su menor contenido energético en relacidén a la gasolina, lo que merma la
eficiencia por unidad de volumen del biocombustible y que su uso en forma anhidra obliga a un
acondicionamiento del motor [23].

Por otro lado, si se comparan las propiedades del bioetanol con las del Metil-tertbutil-eter (MTBE), que
corresponde a un combustible liquido con contenido de oxigeno, se observa que el MTBE es un mejor
combustible en cuanto a contenido energético y octanaje, sin embargo, se ha observado debido a fugas
en tanques contenedores subterrdaneos, que con pequefias cantidades de MTBE en agua, esta ultima
queda inutilizable y por lo tanto se deben extremar los cuidados de transporte y almacenamiento del
combustible.

Con respecto al metanol, el bioetanol lo supera en octanaje y contenido energético y ademas no es
téxico, por lo tanto es mas apropiado para el uso como combustible liquido [24].

En cuanto a la demanda del bioetanol, se estima que esta representard alrededor de un 73% de la
demanda total de biocombustibles en 2020 [26] mientras que la oferta de bioetanol a partir de material



lignoceluldsico comenzara a expandirse con mayor rapidez después de ese afio [27]. En la Figura 2 se
muestra dicho aumento respecto a otros biocombustibles, indicando que se espera que sea un referente
en el mercado energético de los préximos afios.
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Figura 1-2: Estimacion de demanda de biocombustibles hasta el 2050 (Adaptacion de [27])

1.4 Potencial del colihue para la produccion de etanol.

Como se sefiald anteriormente, es posible obtener etanol a partir de residuos de material lignocelulésico
transformandolo en un biocombustible de segunda generacién. En el marco de este trabajo, la especie
seleccionada como materia prima para el proceso de produccién de bioetanol corresponde a Chusquea
culeou, comunmente conocida como colihue y que corresponde a una bambusdcea autdctona, graminea,
perenne, endémica de la zona centro sur de Chile, formada por cafias sélidas, simples y sin
ramificaciones. Mide entre 2 y 8 [m] de altura y posee hojas largas y delgadas de 2 a 8 [cm] de largo que
nacen en los nodos [28].

Los principales demandantes corresponden a los siguientes rubros: Hortofruticultura (tutores), Mineria
(portatiros), Tabacos (proceso de secado), y Centros de Venta para Jardineria y Construcciéon, para los
cuales se fabrican partes y piezas para produccion de muebles. Sin embargo, los usos de esta materia
prima tienen como elementos comunes la escasa incorporacién de valor agregado y las pequefias escalas
de produccidn vy utilizacién, con relacién al potencial del recurso. Uno de los factores de este bajo
desarrollo productivo, es de origen cultural. Tradicionalmente el colihue, es considerado en el mundo
rural como una especie no deseada, lo que ha ocasionado que este recurso en pié tenga un valor cercano
a cero y en frecuentes ocasiones se paga por su eliminacién o extraccion [29].

No obstante, el manejo sustentable de este tipo de especies tiene un rol social importante dentro de los
ecosistemas forestales, permitiendo, entre otros aspectos, incrementar el ingreso de la poblacion rural,
disminuir la estacionalidad y temporalidad de generacién de empleo en un sector como el forestal
(donde dichas caracteristicas estdan muy marcadas), facilitar la incorporacion de pequefios propietarios,
asi como de la pequefia y micro empresa al desarrollo de areas forestales y disminuir la presion sobre las
especies madereras del bosque nativo ya que se valorizan al diversificar la oferta de productos
potenciales [29].



Adicionalmente, las bambusdseas exhiben un rdpido crecimiento, alcanzando su mayor tamafio en un
par de meses [30]. Se estima que en una plantacién de bambu se producen aproximadamente 26.650
cafias por hectarea durante un ciclo de 10 afios en promedio y que en el mismo periodo de tiempo, la
productividad anual promedio asciende a aproximadamente 95 toneladas de biomasa seca por hectarea
en un afio ton/ha/afio. Lo anterior indica que los bambues estan entre los mayores productores de
biomasa si se comparan con otras plantas bioenergéticas. Por ejemplo, la productividad del pasto varilla,
Panicum virgatum, es de ~10-20 ton/ha/afio, la del Miscanthus es de ~25-62 ton/ha/afio, la del junco
comun es de ~44-69 y la de la cafia de azlcar es de ~62-74 ton/ha/afio [31].

En otro aspecto, el colihue en particular tiene un contenido de holocelulosa, celulosa y lignina
comparable a los de latifoliadas [29], lo que le otorga una buena perspectiva para ser destinado a la
obtencidn de los azlcares que componen su estructura y que pueden ser fermentados para la obtencion
de bioetanol.



2 Marco Teorico

En esta seccion se presenta el marco tedrico de la presente investigacion. En él se describe la estructura
molecular tanto de la materia vegetal como del material a utilizar asi como las caracteristicas de
crecimiento de la especie de la cual se extrae y aquellas que se deben tener en consideracion al momento
de seleccionarla como materia prima del proceso de produccion de etanol. Adicionalmente se describen
los pretratamientos a estudiar y se describen los sistemas enzimdticos que se utilizan para sacarificar el
material.

2.1 Estructura molecular material lignoceluldsico.
2.1.1 Macroestructura de la materia vegetal.

La pared celular de las plantas esta formada por lignocelulosa, un complejo que esta conformado por
polimeros de celulosa, hemicelulosa y lignina. La composicién y porcentaje de dichos polimeros varian
entre las especies de plantas, incluso entre la edad y la etapa de crecimiento.

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos B-1,4, siendo el disacarido de
celobiosa la unidad repetida. Este polimero se acopla en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas
por puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una estructura
cristalina resistente a la hidrdlisis y regiones amorfas susceptibles a la degradacién enzimatica.

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por pentosas (D-xilosa y L-
arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que constituyen cadenas ramificadas y por los
acidos 4-0O-metilglucurénico, D-galacturdnico y D-glucurdnico. Los azlcares estan unidos por enlaces B-
1,4 y ocasionalmente por enlaces B-1,3 [32]. Al formar cadenas ramificadas, no presenta regiones
cristalinas, lo que la hace mas susceptible a la hidrdlisis quimica. [33]

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado, formado por alcoholes aromaticos
que dan soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y proteccidon a los polisacdridos estructurales,
constituyendo un material adherente que sostiene las fibras celuldsicas. [32]

En la Figura A 1 del Anexo 2 se muestra un esquema ilustrando la conformacién macro vy
microestructural de la materia lignocelulésica.

2.1.2 Estructuray crecimiento de las bambusdceas.

Los bambues han sido reconocidos a lo largo de la historia por su gran utilidad en diversos ambitos
siendo uno de los mas importantes, el de la construccidon. Por lo mismo, han sido estudiadas sus
propiedades estructurales y se ha determinado su conformacién a escala nanométrica. En la Figura 2.1
se observa la estructura fibrilar de una especie de bambu llamada Phyllostachys edulis, en donde la
pared celular que la sostiene esta conformada por celulosa, hemicelulosa y lignina de forma aleatoria,
teniendo una gran preponderancia los granos de celulosa que se distribuyen como adoquines en la
matriz lignocelulésica [34].



Si bien no se han llevado a cabo estudios de este tipo con el colihue, se infiere que su estructura debe ser
similar dada la composicion de azlcares presentes en esta especie, cuyos valores si han sido
determinados y donde la celulosa también es el complejo polimérico preponderante tal y como se
muestra en la siguiente seccion.
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Estructura nanométrica de la pared celular de las bambusaceas (Adaptacién de [34]).

Con respecto al crecimiento de estas especies, se ha comprobado que las dimensiones definitivas de los
culmos (denominacién que se le da a las cafas o varas) de bambu tanto en didametro como en altura se
presentan al final de un primer periodo de crecimiento [29], que estd determinado para cada especie.
Transcurrido dicho periodo, comienza uno de lignificacidon en el que la lignina se va distribuyendo de
forma pareja a lo largo del culmo siendo en un comienzo las secciones de mayor altura, las menos
lignificadas [30].

En el caso del colihue, la lignificacion total se logra a edades de 3 o 4 afios. Un culmo de edades
inferiores a la descrita se considera como inmaduro y al encontrarse en plena actividad fisioldgica su
permanencia resulta relevante para el metabolismo y continuidad de la planta [29].

2.1.3 Chusquea culeou como materia prima para la producciéon de bioetanol.

En Chile existen cerca de 14 especies de bambusaceas, de las cuales se obtienen diversos productos
forestales madereros con presencia en 900 mil [ha] aproximadamente. Dicha existencia se concentra en
las regiones IX, X y XI del pais donde la biomasa de materia seca de colihue supera las 26 [Mt] y de las
cuales 9,85 [Mt] corresponden a rodales puros que pueden ser considerados como un recurso potencial
econdmico inmediato. La existencia media se ha estimado en 147,4 [ton de materia seca/ha], un nimero
promedio de cafias por hectarea de 160.000 especies y la estimacion de oferta anual sustentable,



determinada sobre criterios conservadores de corta selectiva de 25% de los individuos, determina una
disponibilidad de Chusquea culeou, que es la especie que se estudia en este trabajo, de 2,46 [Mt/afio].
Esta especie crece en zonas donde predomina el clima templado frio lluvioso, con precipitaciones
anuales que superan los 4000 [mm] y en suelos derivados de reciente ceniza volcanica gruesa, ricos en
contenido organico, ligeramente acidos y de buen drenaje [29].

llustracién 2-1: Nodos e internodos que son parte de la estructura del colihue (Adaptacién de [35])

En la Tabla 2-1 se muestran la composicidn de muestras de colihue obtenidas en la X regién del pais, con
lo cual se establecen valores teéricos de celulosa, holocelulosa y lignina. Dichos valores corresponden a
los obtenidos para material provenientes de los nodos y de los internodos (llustracion 2-1) que
conforman las varas de colihue y estan expresados en porcentaje base de madera seca (%bms) y en
porcentaje base de madera seca libre de extraibles (%bmsle) [29].

Tabla 2-1: Composicion quimica del colihue

Propiedades Nodo Internodo
Extraibles Totales (%bms) 16,8 17,8
Holocelulosa (%bmsle) 73,1 71,9
Lignina (%bmsle) 22,3 23,0
Celulosa (%bms) 51,4 51,5
Cenizas (%bms) 1,2 1,3

(Fuente: INTEC et al. [29])

De los valores de la Tabla 2-1 se desprende que el porcentaje, en base de madera seca, de la
holocelulosa y la lignina son respectivamente 62,6% y 19,09% dado que se obtuvieron después de haber
eliminado los extraibles totales. El detalle del calculo de esos valores se encuentra en el Anexo 3 junto
con la Tabla A 2, que muestra la composicién de lignina, holocelulosa y celulosa presente en diversos
materiales lignoceluldsicos. De ellos se puede desprender que el colihue tiene un porcentaje
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considerable de celulosa y un bajo porcentaje de lignina en comparacién con otras potenciales materias
primas lignoceluldsicas.

Sin embargo, la fuente donde se encontré la composicién quimica expuesta anteriormente, no detalla el
grado de madurez de los culmos, el cual tiene incidencia directa en su nivel de lignificacion y por lo tanto
puede ser un parametro importante a la hora de determinar niveles de sacarificacién por unidad mdsica
de materia procesada. Por esa razdn se muestra a continuacion, en la Tabla 2-2, la composicién quimica
de muestras maduras de la especie Dendrocalamus asper [38]. Se observa un mayor grado de
lignificacidon que el del colihue aunque la suma de porcentajes de celulosa y hemicelulosa son similares
por lo que el material sigue teniendo buenas perspectivas para la obtencién de etanol.

Tabla 2-2: Composicién quimica de la bambusacea Dendrocalamus asper [38].

Composicion %bms

Celulosa como: 40,7
Glucano 40,7
Hemicelulosa como: 26,5
Xilano 23,6
Manano 0,6
Arabinano 1,1
Galactano 1,2
Ceniza 1,2
Lignina 27,1

(Fuente: Leenakul y Tippayawong [38])

2.2 Pretratamientos del material lignoceluloésico.

La utilizacion de material lignoceluldsico como materia prima en la produccion de etanol requiere de la
separacion de sus componentes. Para eso, es esencial una etapa de pretratamiento del material, la cual
tiene como objetivo desorganizar el complejo lighocelulésico a través de la remocion de la lignina y la
hemicelulosa, reduciendo la cristalinidad de la celulosa e incrementando la porosidad de dicho material
[33].

El pretratamiento puede ser llevado a cabo a través de procesos fisicos (tamizado y molienda),
fisicoquimicos (explosion de vapor, hidrotermolisis, Explosién de fibras por amoniaco (AFEX), explosion
con CO, y oxidacién humeda), quimicos (alcalino, acido diluido, agentes oxidantes, ozonolisis, liquidos
idnicos, fraccionamiento de lignocelulosa a través de solvente organico y de celulosa (COSLIF) y
organosolv), biolégicos (hongos de pudricidn blanca) o eléctricos (campo eléctrico pulsado [36]) [37] que
pueden asociarse o anteceder a la etapa de hidrélisis de los polisacaridos para obtener sus respectivas
unidades monoméricas [33]. En la Figura 2-2 se muestra un esquema de la funcidén que cumple la etapa
de pretratamiento en el proceso de produccién del etanol.
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Figura 2-2: Esquema del rol del pretratamiento en el proceso de produccion de bioetanol (Adaptacion de [37]).

Los pretratamientos utilizados deben reunir los siguientes requerimientos: (1) Mejorar la liberacidn de
azucares o la predisposicion de la matriz para formar azlcares en la hidrélisis; (2) Evitar la degradacion o
pérdida de carbohidratos; (3) Evitar la formacién de subproductos que puedan ser inhibidores en las
siguientes etapas de hidrélisis o fermentacién (4) Ser eficiente en cuanto a los costos del proceso [37].

En este trabajo se estudiaran dos pretratamientos quimicos. El primero es el pretratamiento con acido
diluido y se ha elegido debido a la disposicién de materiales en el laboratorio para llevarlo a cabo y
porque ya se ha probado en otros materiales del mismo tipo con resultados aceptables [38] [39]. El
segundo corresponde al fraccionamiento de lignocelulosa a través de solvente organico y de celulosa
(COSLIF), un pretratamiento que los antecedentes indican que tiene buenos resultados con materia
prima proveniente de bambusdceas y que también es implementable en el laboratorio [31].

2.2.1 Pretratamiento con dcido diluido.

El pretratamiento con acido diluido es uno de los mas difundidos dentro de los pretratamientos
lignocelulésico. Es un método en el que se hidroliza la hemicelulosa que contiene la biomasa al
someterla a altas temperaturas con un acido (se ha probado con acido sulfurico, nitrico, fosforico y
clorhidrico) que se encuentra a una concentracion menor al 4% p/p [37]. Dichas condiciones permiten
hidrolizar la hemicelulosa removiéndola, aumentando el tamafio promedio de los poros del substrato y
por lo tanto, aumentando la probabilidad de hidrolizar la celulosa [40]. Con respecto a la lignina, ésta no
se solubiliza en un porcentaje importante, pero si se redistribuiria dentro de la matriz lignocelulésica
[41]. Otro fendmeno que se ha constatado, es que al utilizar acido sulfurico (H,SO,) en la etapa de
pretratamiento, el indice de cristalinidad de la celulosa aumenta probablemente gracias a la remocién de
la celulosa amorfa [37].

Se ha reportado ademas que para cargas trabajadas por lotes, las mejores condiciones de temperatura

fluctdan entre los 120-160°C [41] y con alta carga de sdlidos (10%-40%) [42]. Los sélidos en este
procedimiento deben ser neutralizados para la posterior hidrodlisis enzimatica [37].
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Debido a las altas condiciones de acidez y la alta temperatura, los azlcares obtenidos de la hemicelulosa
(principalmente xilosa) pueden ser degradados generandose compuestos indeseados como el furfural y
el hidroximetilfurfural (HMF), que actian como inhibidores del crecimiento de los microorganismos en la
etapa de fermentacién, disminuyendo asi el rendimiento total [41]. Adicionalmente, si bien este
pretratamiento puede aumentar considerablemente la hidrélisis de la celulosa, su costo es usualmente
mayor al de los pretratamientos fisicoquimicos como por explosién a vapor y el AFEX [42].

Existe una amplia gama de metodologias de pretratamiento con acido diluido que se han aplicado a una
gran cantidad de materiales lignoceluldsicos, sin embargo para este trabajo, se elegira una que se haya
probado en el laboratorio ya que se sabe a priori que es posible implementarla con resultados positivos.

2.2.2 Pretratamiento y fraccionamiento de lignocelulosa a través de solvente orgdnico y de
celulosa (COSLIF).

El fraccionamiento de lignocelulosa a través de solvente organico y solvente de celulosa o COSLIF es un
pretratamiento en el cual se aplica acido fosférico (HsPO,) concentrado (>82%) sobre material
lignoceluldsico en una proporcion 1:8 (p/v) a una temperatura de 50°C, presion ambiente y por 30 — 60
minutos. De esta forma se consigue lo siguiente:

a) Alterar los enlaces del complejo lignina-carbohidrato.

b) Disolver las fibrillas de celulosa y hemicelulosa a través de la ruptura de los puentes de
hidrégeno que se encuentran entre las cadenas de azlcares.

c) Hidrolizar débilmente la celulosa y la hemicelulosa, lo que implica una pequefia caida en sus
grados de polimerizacidn.

A continuacidn se afiade el solvente organico a la muestra (se ha probado con etanol y acetona) para
precipitar la celulosa y la hemicelulosa y para disolver parcialmente la lignina en la fase liquida. Luego se
realizan lavados sucesivos con solvente orgdnico y con agua destilada descartando la fase liquida previa
centrifugacion. Estos lavados son para retirar remanentes de acido, lignina y el etanol que es utilizado en
los lavados previos. Finalmente se cambia el nivel de acidez del sistema utilizando carbonato de sodio a 2
M para fijar la acidez del pellet sélido en pH 7-8 [43].

El uso como solvente de celulosa del acido fosférico ha sido estudiado determinandose que es ideal
debido a una serie de caracteristicas:

a) La disolucién de la celulosa puede llevarse a cabo a bajas temperaturas lo que no permite la
reaccién de hidrélisis acida de los enlaces B-glucosidicos. Dicha disolucién se logra debido a la
interaccion entre el H;PO, y la celulosa, la cual es disuelta por el acido a través de una reaccion
de esterificacion entre el radical hidroxilo del polimero y el acido para formar fosfato de celulosa
(H3PO, + celulosa ¢-> celulosa-O-PO3H,). De esta forma se libera un pequefio ién de hidrégeno
que difunde facilmente en la celulosa heterogénea (sin requerir altas temperaturas) y que
tendera a unirse a otro grupo hidroxilo del polimero compitiendo con los enlaces de hidrégeno
que unen las distintas cadenas que componen la matriz celuldsica, haciendo que esta pierda su
estructura sin que decrezca mayormente su grado de polimerizacion [44].
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b) El acido fosfdrico es capaz de disolver celulosa en presencia de agua y sin una degradacion
significativa, manteniendo el grado de polimerizacion de la celulosa [45].

c) La conformacion de la celulosa regenerada con agua después del pretratamiento [44] es amorfa
siendo apropiada para la hidrélisis [45].

d) El acido fosférico residual no tiene efectos inhibitorios en la hidrélisis ni en la fermentacion.

Las desventajas que se han reportado respecto al uso de este pretratamiento tienen que ver
basicamente con el uso intensivo de los solventes, tanto del organico (etanol) como el de celulosa (acido
fosfdrico), lo que incrementa los costos de operacion del proceso por la necesidad de reciclar ambos
solventes de forma eficiente, aumentando también los capitales de inversién requeridos [46].

Por lo mismo, la patente W0O2007/111605 divulga un proceso de produccion de etanol que incluye el
pretratamiento muy similar al enunciado el cual es descrito con un factor de recirculacion de los
solventes, superior al 99% para el acido fosférico y cercano al 100% para el etanol, lo cual es posible
dado que las trazas de etanol que no se pueden lavar con el segundo lavado con agua, posteriormente
seran destiladas al final del proceso y se podran reutilizar como solvente organico en el pretratamiento
[47].

2.3 Sistema de celulasas para la hidroélisis enzimatica.

Para llevar a cabo la etapa de hidrdlisis enzimatica, se debe someter al material a un sistema de celulasas
que son capaces de hidrolizar la celulosa insoluble hasta convertirla en un conjunto de monémeros que
seran fermentados. Las enzimas que componen los sistemas de celulasas se clasifican actualmente por
sus caracteristicas estructurales y son las siguientes:

i) Endoglucanasas: Cortan un sitio interno amorfo de la celulosa de forma aleatoria, generando
oligosacdridos de distintas extensiones y por lo tanto, nuevos extremos que pueden ser
hidrolizados por las exoglucanasas.

ii) Exoglucanasas: Actuan de forma progresiva tanto en los extremos reducidos como en los no
reducidos de las cadenas celuldsicas, liberando glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa
(celobiohidrolasas). Las exoglucanasas pueden actuar también en la celulosa microcristalina.

iii) B-glucosidasas: Hidrolizan las celodextrinas solubles y las celobiosas, transformandolas en
glucosa. [48]

En la Figura 2-3 se representa graficamente el funcionamiento de un sistema de celulasas actuando
sobre la celulosa.
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Figura 2-3: Representacion esquematica de la hidrolisis de la celulosa amorfa y microcristalina. Los cuadrados
sélidos representan extremos reductores mientras que los cuadrados abiertos representan los extremos no
reductores. (Adaptacion de [48]).

Los sistemas de celulasas exhiben una actividad colectiva mayor que la suma de las actividades de cada
enzima por si sola, un fendmeno conocido como sinergismo. Se han reportado 4 tipos de sinergismos en
estos sistemas:
i) Sinergia exo-exo que ocurre entre exoglucanasas que estan actuando en los extremos
reductores y no reductores de las cadenas celuldsicas.
ii) Sinergia endo-exo entre exoglucanasas y endoglucanasas.
iii) Sinergia entre exoglucanasas y B-glucosidasas que hidrolizan la celobiosa (y celodextrinas)
liberada por la accién de las primeras.
iv) Sinergia intramolecular entre los dominios cataliticos y los mddulos de unién al carbohidrato.
(48]

Debe mencionarse que cuando la celobiohidrolasa actua sola, se puede generar una fuerte competencia
entre la unién enzima-sustrato (celulosa) y enzima-producto (celobiosa), ya que es sabido que esta
enzima sufre una fuerte inhibicidn competitiva por la celobiosa. Por lo tanto la presencia de celobiasa
para hidrolizar la celobiosa a glucosa es Util puesto que evitaria la inhibicion de la exo-enzima [49].
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3 Antecedentes

Los antecedentes presentados a continuacion describen operaciones y condiciones aplicadas en otros
estudios para llevar a cabo pretratamientos con dcido diluido y COSLIF en especies similares a las
estudiadas. De esta manera se conforma un precedente para entender las etapas del proceso y se
exponen resultados contrastables con los obtenidos en el presente estudio. Adicionalmente, se presentan
composiciones quimicas sefialadas en diversas investigaciones para la materia prima estudiada, las
cuales se utilizardn en el cdlculo de los rendimientos del presente trabajo.

3.1 Procedimientos y resultados obtenidos con pretratamientos con acido
sulfarico diluido.

Existe una gran cantidad de pretratamientos con acido sulfurico diluido, sin embargo, se priorizaron
aquellos que son implementables en el laboratorio y con los cuales se han obtenido resultados
aceptables de sacarificacién. Por ese motivo, se utiliza como base el pretratamiento llevado a cabo por
Niklitschek en el cual se pretrata lenga para ser posteriormente hidrolizada con enzimas y fermentada
[41]. Si bien los rendimientos de sacarificacion no son los mejores encontrados, es un procedimiento
conocido en el laboratorio y se cuenta con los materiales y condiciones para llevarlo a cabo siendo apto
para los objetivos del presente trabajo.

En el trabajo mencionado, Niklitschek mezclé acido sulfarico diluido a una concentracion de 0,75% (v/v)
con una carga de sustrato del 10% (peso material/volumen acido). El mezclado se lleva a cabo a 121°C
(temperatura de ebullicién del agua a 2 atm) [50]. El tiempo de reaccion es de 30 minutos y luego se
enfria rdpidamente. A continuacidon las muestras fueron neutralizadas, lavadas con agua destilada y
filtradas. Luego se llevé a cabo la hidrélisis enzimatica usando concentraciones de enzima de 37 FPU/gr 6
110 FPU/gr.

A partir de muestras tomadas durante las 72 h de duracién de la hidrélisis enzimatica, se obtuvo la curva
de la cinética de hidrdlisis enzimatica, la cual se presenta en la Figura 3-1. Se constaté un rendimiento de
sacarificacion del 14% para las muestras procesadas con 110 FPU/gr, liberdndose aproximadamente 68
mg de glucosa/gr de sustrato. No se observaron grandes diferencias entre los perfiles cinéticos de los
experimentos realizados con distinta carga enzimatica concluyéndose que este fendmeno se puede
deber a que el pretratamiento no logré disminuir considerablemente la cristalinidad de la celulosa,
reduciéndose el drea especifica para la hidrélisis enzimatica o a que las concentraciones de enzimas
utilizadas son muy altas, por lo que la velocidad de reaccion es tal que no depende de la carga enzimatica
aplicada [41].
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Figura 3-1: Perfiles cinéticos para la liberacion de glucosa obtenidos por Nicklitschek en lenga [41].

Por otro lado, Leenakul y Tippayawong probaron el pretratamiento con acido diluido utilizando bambu
(Dendrocalamus asper) como materia prima. La cantidad de glucosa liberada por gramo de sustrato
pretratado por 30 minutos, utilizando acido sulfurico a distintas concentraciones, se muestra en la Tabla
3-1. Se debe precisar que en la hidrdlisis enzimatica se utilizaron 15 FPU/gr de celulasa y que el tiempo
de reaccion de dicha etapa fue de 72 h.

Tabla 3-1: Liberacidn de glucosa obtenida a partir de Dendrocalamus asper por medio de pretratamiento con
acido diluido.

Temperatura Tiempo residencia Concentracidn acido Liberacion
(°Q) (min) (%p/p) glucosa (mg/g)
0,6 7,5
120 30 0,9 8,2
1,2 8,7

(Fuente: Leenakul y Tippayawong [38])

Se observa de la Tabla 3-1 que las concentraciones de 4cido estan expresadas en %p/p, mientras que la
concentracidn utilizada por Nicklitschek es en %v/v. Teniendo en cuenta la densidad del acido sulfurico y
del agua’, una concentracion de 1,2 %p/p equivale a 0,65 %v/v siendo el valor que mejor se puede
comparar con los resultados obtenidos por Nicklitschek. De esta forma, la cantidad de glucosa liberada al
efectuar el pretratamiento con acido sulfurico en bambu es aproximadamente un orden de magnitud
menor que la reportada en lenga, lo que hace pensar que no es el pretratamiento mds adecuado para
este tipo de madera. Esta afirmacion se ve reforzada al observar la tabla comparativa presentada en el
trabajo de Leenakul y Tippayawong donde se compara el pretratamiento utilizado con bambu respecto

! La densidad del &cido sulfurico al 100% a 20°C es de 1,8305 gr/ml mientras que la del agua a la misma
temperatura es de 0,9982 gr/ml [56].
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al utilizado en otros estudios con otras materias primas y en donde la menor cantidad de azlcares
liberada la reporta el bambu [38]. Dicha tabla se puede apreciar en el Anexo 4 del presente trabajo.

3.2 Procedimientos y resultados obtenidos con pretratamiento COSLIF.

Uno de los primeros antecedentes que sirvieron para establecer al acido fosférico como solvente ideal
de celulosa a condiciones moderadas fue el estudio de Zhang et al. [45]. En este trabajo se determind la
existencia de una concentracion limite de H;PO, en la cual la celulosa pasa de estar hinchada por el acido
a estar disuelta en el solvente, pasando a un estado amorfo al regenerarse. Se establecié que a una
concentracién mayor o igual al 83%, el acido fosférico a 50°C de temperatura, es capaz de disolver todos
los materiales lignoceluldsicos que fueron probados. Adicionalmente, se identificaron los perfiles de
hidrélisis enzimatica sobre celulosa hinchada y sobre celulosa amorfa regenerada concluyéndose que la
velocidad especifica de hidrélisis es mayor en el segundo caso. De esta forma, el aumento de
accesibilidad del substrato a través de solventes celuldsicos se vislumbra como una buena alternativa
para la etapa de pretratamiento de material lignocelulésico [45].

En el afio 2007, Zhang et al. publican un articulo en el cual se estudia un pretratamiento de
fraccionamiento de lignocelulosa que se lleva a cabo en condiciones moderadas [45]. En él se utiliza el
principio de disolucién de celulosa con H,PO, descrito anteriormente para lograr altas conversiones de
azucares en la hidrdlisis enzimatica. El pretratamiento comprende las siguientes etapas:

a) Tratamiento con acido fosférico a una concentracién mayor al 82%, a 50°C y durante 30-60
minutos para romper los enlaces lignina-carbohidrato y disolver la celulosa y la hemicelulosa.

b) Mezclado con acetona para precipitar celulosa y hemicelulosa y disolver parcialmente la lignina.

c) Lavado con acetona para eliminar aproximadamente el 99,5% del acido fosférico de los sélidos
precipitados.

d) Lavado con agua para eliminar la acetona presente en los sélidos precipitados y remover la
hemicelulosa.

e) Destilacion del “licor negro” compuesto por H,PO,, acetona y lignina (proveniente del lavado con
acetona)

f) Separacion a través de destilacion flash de la acetona, H,PO, y hemicelulosa que contiene el
“licor blanco” (proveniente de los lavados con agua) [45].

De esta forma se fracciona la lignocelulosa, obteniéndose celulosa amorfa, lignina, hemicelulosa y acido
acético mediante condiciones moderadas de reaccién (50°C y presion atmosférica) con facil reciclaje de
acetona y acido fosfdrico [45].

Si bien los resultados obtenidos con el método anteriormente sefialado fueron positivos obteniéndose
un 90% de digestibilidad de celulosa en casi todos los materiales pretratados (ninguno de ellos bambu)
[45], en el afio 2010 Sathistsuksanoh et al. prueban el método COSLIF para pretratar bambu con el
objetivo de obtener etanol utilizando bajas cargas de celulasas. El solvente organico elegido en esa
ocasién fue etanol debido principalmente a que la acetona debe recircularse con una eficiencia muy alta
(>99,99%) mientras que utilizando etanol se puede permitir una eficiencia de recuperacion de entre el 98
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y 99%. Por otro lado, el etanol es quimicamente mds estable que la acetona para efectos de la
separacion sélido/liquido y menos corrosivo lo que es una ventaja en caso de utilizar una separaciéon por
medio de membranas. Adicionalmente, el reemplazo de acetona por etanol permite una reduccién del
uso de solvente organico de 100 a 60 volumenes [31].

En el estudio recién senalado, las condiciones de pretratamiento fueron 8 ml de acido fosférico al 85%
por cada gramo de bambu. La humedad del material era aproximadamente de un 6% vy la reaccién se
efectud a 50°Cy presion atmosférica por 1 hr (31). Estas condiciones probablemente se eligieron a partir
de otro estudio efectuado por Sathistsuksanoh et al. en el afio 2009, donde se determinaron las
condiciones dptimas para el pretratamiento de carrizo (pasto silvestre de rapido crecimiento) [43].

Como variable del experimento se probaron distintas cargas enzimaticas, obteniéndose como resultado
los valores de digestion de glucano que se pueden apreciar en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2: Digestion de glucano de bambui tras 72 h de hidrdlisis enzimatica

Carga enzimatica (FPU/gr  Digestion Final del

de glucano) Glucano (%)
1 88,2
2 89,8
5 93,3
15 94,9

(Fuente: Sathitsuksanoh et al. [31])

Conjuntamente se registraron las curvas cinéticas para cada carga enzimatica utilizada, observdndose
que a las 72 hrs de reaccion, la digestién del glucano convergia a valores cercanos, teniendo un menor
porcentaje de digestion total los experimentos con menor carga enzimatica. Dichas curvas cinéticas se
muestran en la Figura 3-2.
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Figura 3-2: Perfiles de la hidrdlisis enzimatica de la celulosa luego
de pretratar bambu con el método COSLIF (Adaptacion [31]).
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Considerando los antecedentes expuestos se disefiardn experimentos para determinar si es factible
aplicar los pretratamientos enunciados en colihue. La metodologia y los procedimientos que se utilizardn
para lograr el objetivo de este trabajo, se presentan en la seccién Metodologias de este trabajo.

3.3 Contenido de glucosa en el colihue a pretratar.

Como se menciond anteriormente, el colihue se encuentra lignificado totalmente después de un periodo
de madurez y por lo tanto, su composicién quimica varia durante su ciclo de vida. Por eso, es necesario
contar con la composicidon quimica precisa del material que se esta utilizando de tal forma que se pueda
calcular correctamente el rendimiento de liberacién de glucosa en la sacarificaciéon. Por esa razén, se
recopilaron los datos experimentales obtenidos por R. Gonzédlez (2012 - Comunicacidn personal) quien
utilizé una metodologia de hidrdlisis acida fuerte (acido sulfurico al 70%) con el fin de provocar un stress
en la pared celular del colihue seleccionado como materia prima del presente estudio y de liberar los
azucares presentes en él. La glucosa liberada fue medida a través del kit Gluco Pap marca Randox
(GL2623) y el resultado fue el siguiente:

g glucosa

% en peso de glucosa = 4 colihue

-100 = 41,8% (Ecuacién 3.1)

De esta forma queda definido el valor que se utilizard para los cdlculos de rendimiento de liberacién de
glucosa en la sacarificacion.
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4.1

4.2

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la factibilidad técnica y prefactibilidad econdmica de producir bioetanol a partir de
residuos de colihue por medio del estudio de dos estrategias de pretratamiento: acido diluido y
COSLIF.

Objetivos Especificos

Establecer los pardmetros criticos de los pretratamientos que afectarian en la potencial
obtencidn de etanol a partir de colihue.

Comparar los resultados obtenidos en las distintas estrategias, determinando cual es la mas
idénea para la posterior fermentacion.

Estimar la produccién potencial de etanol a partir de la cantidad de colihue disponible en el pais
y de los rendimientos de sacarificacidn obtenidos.

Generar un analisis de las utilidades por concepto de venta de producto y costos de las
principales materias primas de cada pretratamiento.
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Capitulo II

Materiales y Metodologia

5 Materiales

5.1 Materia Prima

Se utilizaron 50 cafas de colihue de 1,3 m aproximadamente adquiridas en Forestal Oscar Morales,
empresa que vende culmos de colihue (Chusquea culeou) en la Regién Metropolitana. Sin embargo, los
colihues que comercializan provienen de la IX Regidén de la Araucania. Las cafias tienen una madurez de
mas de un afio y solo una fue descartada por presentar hongos.

5.2 Enzimas

Las enzimas utilizadas en el presente trabajo son celulasas provenientes del hongo Trichoderma reesei
(ATC 26921) cuyo nombre comercial es Celluclast® 1,5 L (Cat Sigma C2730) y celobiasas de nombre
comercial Novozyme® 188 (Cat Sigma C6105) que son producidas por el hongo Aspergillus niger. Ambas
enzimas fueron adquiridas del laboratorio SIGMA-ALDRICH®.

5.3 Reactivos

Para el pretratamiento con acido diluido se utilizd acido sulfarico al 98% v/v p. a., carbonato de sodio
anhidro p. a. e hidréxido de sodio en lentejas p. a., todos ellos de marca comercial Merck®. Por su parte,
para el procedimiento COSLIF, se utilizd etanol absoluto p. a., acido orto-fosférico al 85% v/v p.a. y
carbonato de sodio anhidro p. a. Todos también adquiridos en Merck. Cabe sefialar que para las
condiciones requeridas, los reactivos se disolvieron con agua destilada.
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6 Metodologias

Con el fin de clarificar la metodologia utilizada para determinar el efecto de los pretratamientos
aplicados al colihue, en la Figura 5-1 y 5-2 se muestran los diagramas de bloques de los pretratamientos
con acido diluido y COSLIF respectivamente.

Obtencidn del . .
Colihue_ Enfriado Neutralizacion

Hidrolisis con I . Hidrolisis
e e Filtracional vacio e
adido sulfurico Enzimatica

Molienda

liguida

Tamizado

Determinacion Medicion de Medicion de
de composicion

glucosa otros azdcares

Figura 6-1: Diagrama de Bloques de las etapas involucradas en el pretratamiento con acido diluido para la produccién de
bioetanol a partir de residuos de colihue. Los bloques rojos corresponden a las etapas aplicadas en el trabajo y en azul, las
etapas que restarian para generar un balance de masa de los azticares presentes en el material.
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Figura 6-2: Diagrama de Bloques de las etapas involucradas en el pretratamiento con acido diluido para la produccion de
bioetanol a partir de residuos de colihue. Los bloques rojos corresponden a las etapas aplicadas en el trabajo y en azul, las
etapas que restarian para generar un balance de masa de los azticares presentes en el material.
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6.1 Trituradoy tamizado del colihue

Cada culmo de colihue fue cortado transversalmente en tres trozos con sierra circular. Los trozos fueron
triturados en una maquina astilladora Laski spol. (modelo KDO 90/12) vy de esta forma se obtuvo un
material con dimensiones aceptables para ser tamizado y posteriormente utilizado en los experimentos.
El trabajo de aserrado y triturado fue realizado en las dependencias de la Facultad de Ciencias Forestales
y de la Conservacion de la Naturaleza de la Universidad de Chile la cual, gentilmente, también
proporciond la maquinaria y mano de obra para realizar dicho trabajo.

Como se dijo anteriormente, las astillas se tamizaron en tamices con tamafio de apertura de 2 y 1 mm
(mallas N° 10 y N° 18) con lo cual el material a utilizar quedd reducido a dimensiones que se encuentran
entre los 2-16 mm y los 0,5-1 mm de largo.

6.2 Secadoy determinacion de humedad del material

El material astillado se extendié dejandolo al sol en una base de madera durante 20 horas. A
continuacién se recogié el material para verificar su contenido de humedad.

Para determinar el nivel de humedad del material, tres muestras de 3 gr cada una fueron sometidas a
secado en una estufa a 65°C; se controld su masa a las 12 y 24 horas de haber comenzado el
procedimiento. El porcentaje de humedad se estimd una vez que la masa del material que esta siendo
secado se mantuvo constante en el tiempo. Como no hubo variacién en la masa de las muestras entre las
12 y las 24 horas, se detuvo el proceso y se determiné el porcentaje de humedad a través de la Ecuacion
5.1 que se muestra a continuacion.

Masa inicial — Masa final s
% humedad = — Masa final | (Ecuacién 6.1)
Masa inicial

6.3 Determinacion de la actividad de la celulasa

La actividad para las celulasa Celluclast® 1,5L empleada en el presente estudio fue de 87 FPU/mlI. El
procedimiento para estimar dicho valor corresponde al método clasico utilizado en previos estudios [51]
[52].

6.4 Determinacion de la actividad de las celobiasas

La actividad para las celobiasa Novozyme® 188 empleada en el presente estudio fue de 650 CBU/ml. El
procedimiento para estimar dicho valor corresponde al método clasico utilizado en previos estudios [50]
[53].

6.5 Pretratamiento con acido diluido

El material tamizado y secado se inserta en tubos Falcon de 50 ml a una razén de 1:10 (p/v) junto con
acido sulfirico a concentraciones de 0%, 0,5%, 1% y 2%. A continuacién, el conjunto de tubos se
disponen en una olla a presién que contiene 1,5 It de agua destilada, el recipiente se cierra y se
introduce en una campana extractora de gases sobre la llama directa de un mechero. Una vez que el
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agua hierve, se deja reaccionar a 121°C por 30 minutos; transcurrido ese tiempo, se retira la olla y se
enfria mediante un bafio de hielo; al cabo de un tiempo se retiran las muestras y se depositan en hielo.

Cuando los tubos alcanzan la temperatura ambiente se afiaden 25 ml de agua destilada a cada tubo y se
cambia la acidez de su contenido utilizando hidréxido de sodio 2M hasta fijar el pH entre 8 y 11.
Finalmente, la mezcla es filtrada al vacio utilizando un papel de pre-filtro AP20 con retencién nominal de
0,8 a 8 micras y se reserva la fraccion sélida para llevar a cabo la sacarificacion enzimatica.

6.6 Pretratamiento COSLIF

En tubos Falcon de 50 ml, se mezclan el material tamizado y secado con acido fosférico al 0% y 85% a
una razon de 1:8 (p/v). Luego, se insertan los tubos en un bafio de agua rotatorio que gira a 100 RPM a
una temperatura de 50 °C, dejando reaccionar su contenido por 1 hora. La disolucion de la biomasa y la
hidrélisis parcial se detiene afiadiendo 20 ml de etanol frio.

Luego, se centrifuga cada tubo a 4000 RPM (2057 x g) por 15 minutos a 20°C, se retira el sobrenadante o
“licor negro” y se agregan 25 ml de etanol. A continuacidn se lleva a cabo una nueva centrifugacién a las
mismas condiciones que la anterior y se retira nuevamente el sobrenadante para hacer un nuevo lavado
pero esta vez con 25 ml de agua. Las muestras se centrifugan bajo las mismas condiciones ya enunciadas
y se retira nuevamente el sobrenadante o “licor blanco” que contiene etanol y hemicelulosa.
Posteriormente se afaden 25 mL de agua y se neutraliza la mezcla con una pequeia cantidad de
carbonato de sodio a 2 M hasta alcanzar un pH entre 5-7. Finalmente, la mezcla se filtra al vacio
utilizando un papel de pre-filtro AP20 con retencién nominal de 0,8 a 8 micras y se reserva la fraccion
solida para llevar a cabo la sacarificacion enzimatica.

6.7 Hidrolisis enzimatica o sacarificacion

La etapa de sacarificacion se realiza utilizando una carga de sustrato del 5% p/v (0,2 gr de material, 4 ml
de reaccion) en un tubo Falcon de 15 ml. El medio donde ocurre la reaccion estd formado por enzimas
celuloliticas comerciales que conforman un sistema compuesto por celulasas y celobiasas. Dichas
enzimas se afiaden al medio de reaccidn habiendo calculado una carga enzimatica definida y que en el
caso de las celulasas (Celluclast 1.5) se miden por unidades de papel filtro por gramo de material
(FPU/gr) y en el caso de las celobiasas (Novozyme 188) por unidades de celobiasa por gramo (CBU/gr).
De esta forma, se administran cargas de glucanasa de 0, 1, 15 y 30 FPU/gr y cargas de celobiasas acorde
a una relacidon CBU de celobiasa/FPU de glucanasa de 1:7,5 y en otro caso a una razon 1:1. Aiiadidos los
volimenes de enzimas se completan los 4 ml del medio de reaccién con tampdn acetato de sodio (50
mM, pH 4,8) y los tubos se dejan incubando en un agitador rotatorio de 250 RPM a 50°C durante 72
horas. A las 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas se extraen muestras de 30 ul de la fase liquida teniendo la
precaucién de retirar la menor cantidad de particulas sélidas posible y se guardan en refrigerador a 4°C
hasta que se realice la medicidn de glucosa.

En el proceso de hidrélisis enzimatica del material pretratado mediante COSLIF, las cargas de celulasas

sonde 0, 5, 15, 30 y 40 FPU/gr mientras que las cargas de celobiasas se encuentran a una razén CBU de
celobiasa/FPU de glucanasa de 1:1. El volumen de reaccion es de 20 ml siendo la carga de sustrato de un
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1% p/v (0,2 gr de material) y se toman muestras de 800 pl. Las demas condiciones como tiempo de
reaccion, rotacion del incubador, temperatura e intervalos de muestreo se mantienen iguales.

Cabe sefalar que en ambos casos las muestras a las que no se les aplica acido en los pretratamientos y
que sirven de blanco, se les afiaden cargas de 0 y 15 FPU/gr para tener controles negativos. Ademas,
todos los experimentos se realizan en duplicado, reportdndose los valores promedios obtenidos.

6.8 Medicion de glucosa

Para estimar la concentracién de glucosa se utiliza un kit comercial de ensayo Gluco-Pap marca Randox
(GL2623), cuyo principio de funcionamiento se basa en la actividad de la enzima glucosa oxidasa. En el
caso del material pretratado con acido diluido, el procedimiento usado para determinar dichos valores
es el método clasico utilizado en estudios previos [41] [51].

En el caso de la medicién de azucares del material hidrolizado al que se le aplicd el pretratamiento
COSLIF, el procedimiento de medicidn se ajusta en parte a lo sefialado en los protocolos que utilizan
dicho pretratamiento, es decir, las muestras de 800 ul se centrifugan a 4000 RPM (1699 xg) por 5
minutos a 20°C, luego se retiran 500 pl del sobrenadante y se esperan 30 minutos. A continuacién se
acidifica la mezcla con 50 pl de acido sulfurico al 10% y se almacenan las muestras en el refrigerador a
4°C hasta que se obtengan todas. Finalmente se estima la concentracién de glucosa utilizando el kit
comercial de ensayo Gluco-Pap mencionado anteriormente y se lleva a cabo el protocolo sefialado en
estudios previos [41] [51].
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Capitulo III

Resultados y Discusion

7 Resultados

A continuacidn se exponen los resultados de sacarificacion y rendimiento para los materiales pretratados
tanto con el método dcido diluido como con el método de fraccionamiento lignoceluldsico a través de
solvente orgdnico y de celulosa (COSLIF) y se comparan dichos resultados para finalmente analizar los
niveles potenciales de produccion de etanol en el pais.

7.1 Sacarificacion del material pretratado con acido diluido

Con el fin de comparar los niveles de liberacidon de glucosa para las distintas concentraciones de acido y
cargas enzimaticas utilizadas en el pretramiento con 4cido diludio y posterior hidrdlisis, se llevo a cabo el
experimento sefialado en la Metodologia. Con los resultados obtenidos se confeccionaron los graficos
gue se muestran en la Figura 7-1 en los que se puede apreciar una reaccién cinética de primer orden en
todos los casos en que fue aplicada una carga enzimdtica. Se observa ademas que los resultados
obtenidos conforman lineas de tendencia coherentes que estan dentro del rango de los errores
asociados y que en todos los casos una mayor carga enzimatica implicé un mayor nivel de sacarificacion.

Respecto a las mediciones efectuadas en los blancos sin enzimas, se puede decir que los niveles de
liberacién de glucosa en todas las condiciones de pretratamiento se mantuvieron nulos o cercanos a cero
durante todo el periodo de reaccidn tal y como se muestra en cada uno de los graficos de la Figura 7-1.
De esta forma se puede afirmar que la liberacién de glucosa durante el pretratamiento fue muy baja o
nula, hecho que fue confirmado al realizar mediciones de glucosa en la fase liquida de las muestras
pretratadas, siendo los niveles obtenidos todos nulos o muy bajos. Esto se debe a la utilizacidn del 4cido
sulfurico diluido que a alta temperatura no hidroliza la celulosa presente en el material, sino que sdlo
retira la hemicelulosa y parte de la celulosa amorfa que contiene dicho material. Para comprobar este
hecho se debiera hacer un andlisis de todos los azlcares presentes en la fase liquida con el fin de
determinar la cantidad de hemicelulosa que se retira en el pretratamiento. Este estudio no es parte de
los alcances del presente trabajo, por lo que se recomienda realizarlos a futuro.
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Figura 7-1: Cinéticas de sacarificacion para las distintas condiciones de pretratamiento e hidrdélisis
enzimatica. Las muestras se analizaron en duplicado. El nivel maximo tedrico de liberacion de
azucares por gramo de material es de 438 mg/gr.

Por otro lado, se observa que en el caso del material sacarificado con 15 FPU/gr, aln no se llega a un
nivel constante de sacarificacion, mientras que en los materiales sacarificados con 1 y 30 FPU/gr se
alcanzaron niveles limites, lo que permite concluir que se ha llegado a un estado estacionario. Este
fendmeno se aprecia mejor en la Figura 7-2 donde las pendientes de los dos ultimos puntos medidos de
cada tendencia es positiva para el material hidrolizado con 15 FPU/gr (Fig. 7-2 b)) y practicamente nulas
para las del material hidrolizado con 1 y 30 FPU/gr (Figs. a) y c)). Esto indica que el tiempo de hidrdlisis
del material al que se le aplicd una carga enzimatica de 15 FPU/gr fue insuficiente para liberar la mayor

cantidad de glucosa que permitia dicha condicién.
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Figura 7-2: Niveles de sacarificacion para las distintas condiciones de pretratamiento e hidrdlisis
enzimatica. Las muestras se analizaron en duplicado. El nivel maximo teérico de liberacion de aztcares
por gramo de material es de 438 mg/gr.

Por otra parte, como se explicé en la Metodologia, se llevd a cabo un pretratamiento control sin acido
sulfdrico. Para esto, el material fue sumergido en agua destilada y calentado a 121°C en el autoclave. De
esta forma se pudo apreciar con mayor claridad las diferencias en los niveles de sacarificacion entre los
materiales que fueron pretratados y los que se sacarifican directamente, sin pretratar.

En la Figura 7-3 se observa que, un ligero incremento en la concentracién de acido (0% a 0,5% v/v),
consigue aumentar en 3,2 veces la liberacién de glucosa del material cuando se utiliza una carga de 15
FPU/gr. La brecha aumenta si se compara con el nivel de sacarificacién del material pretratado con 2%
v/v. En ese caso, el incremento de la concentracion del acido hizo que aumentara en 7,1 veces la
liberacion de glucosa al sacarificar con 15 FPU/gr.

Asimismo, la diferencia entre los niveles de sacarificacién para los materiales pretratados con 0,5% y 2%

v/v de acido fueron de 106% (carga enzimatica: 1 FPU/gr), 141% (carga enzimatica: 15 FPU/gr) y 157%
(carga enzimatica: 30 FPU/gr). Dichas diferencias demuestran que a mayor concentracion de acido existe
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un mayor nivel de sacarificacion y dejan en evidencia la importancia de pretratar el material para lograr
un mayor rendimiento de sacarificacién.
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Figura 7-3: Niveles de glucosa generada por gramo del material pretratado con acido sulfurico diluido después de
72 h de sacarificacion en funciéon de la concentracion de acido aplicada. El nivel maximo teérico de liberacion de
azucares por gramo de material es de 438 mg/gr.

En lineas generales, en la Figura 7-4 se pueden comparar con mayor claridad los niveles de sacarificacion
finales para cada condicién, observandose un mayor nivel de sacarificacion a medida que aumenta tanto
la concentracion de acido en el pretratamiento como la carga enzimatica aplicada.

Un efecto del pretratamiento que se puede observar facilmente en la Figura 7-4, es el mayor nivel de
sacarificacion que presentd el material pretratado con acido diluido al 0,5% v/v y sacarificado con 1
FPU/gr en comparacion con el del material sin pretratar y sacarificado con 15 FPU/gr. La diferencia entre
los niveles es de un 40,7% y refuerza la necesidad de pretratar el material.
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Figura 7-4: Niveles de glucosa generada por gramo del material pretratado con acido sulfurico diluido después de
72 h de sacarificacion. El nivel maximo teérico de liberaciéon de azticares por gramo de material es de 438 mg/gr.
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Dado que existe una diferencia considerable entre los niveles de glucosa medidos, se puede decir que es
posible ampliar el rango de las condiciones, aumentando la cantidad de acido o la carga enzimatica
utilizada. Sin embargo, el incremento de estos dos parametros puede ser perjudicial para el proceso de
obtencidn de etanol ya que al incrementar la concentracién del acido en el pretratamiento se generan
productos inhibidores de la fermentacidn [50] lo cual obliga a ser mas estrictos en la separacién de
dichos componentes en una posterior etapa de detoxificacion, aumentando los costos operacionales
[52]. Por otro lado al aumentar la carga enzimatica los costos de los insumos pueden incrementarse
considerablemente.

Efecto de la razoén celulasa/celobiasa

Como se explicd en el Marco Tedrico, una concentracién muy alta de acido puede provocar la
degradacion de la hemicelulosa produciendo subproductos indeseados que actian como inhibidores en
la fermentacién. Por otro lado, el incremento de la carga enzimatica implica un aumento en los costos de
produccién del etanol. Por lo tanto, y dado que se sabe que uno de los componentes de la mezcla, la
celobiohidrolasa (exoglucanasa), sufre una fuerte inhibicion por producto [49], una saturacidon de
celobiasas que degraden la celobiosa presente en el medio de sacarificacién puede aumentar la
liberacion de glucosa al medio sin incurrir en un aumento de celulasa ni de acido en el proceso. Por lo
anteriormente explicado, se efectia un experimento con la mejor condicién de pretratamiento y
sacarificacion, es decir, con 2% v/v de acido sulfurico y 30 FPU de celulasas pero se aumenta la
proporcion de CBU de celobiasas/FPU de celulasas de 1:7,5 a 1:1.

Las curvas cinéticas que se obtuvieron para las condiciones mencionadas, se contrastan en la Figura 6-4,
observiandose un mayor nivel de sacarificacién cuando aumenta la proporcidn celobiasas/glucanasas.
Mientras que al utilizar 4 CBU/gr de celobiasas se obtuvo un nivel de sacarificacion de 36,9 mg de
glucosa por gramo de material pretratado, dicho nivel aumenté a 44,8 mg al ser sacarificado con 30
CBU/gr. Esto nos indica que probablemente en el experimento que se hizo con una menor proporcion de
dichas enzimas, la saturacién de celobiasas en el medio de sacarificacién no fue suficiente y la reaccion
fue inhibida por el producto generado por las exoglucanasas, es decir, por la celobiosa. Considerando el
error que se observa en las mediciones, nada asegura con certeza que la condicidn con menor carga de
celobiasa no pueda llegar a los niveles de sacarificacién de la condicién que tiene una mayor carga. Sin
embargo, el aumento de celobiasas dio a conocer valores con menor error en la reaccién de
sacarificacion probablemente porque al anularse la inhibicién por producto que puede afectar a las
exoglucanasas, se regula la velocidad de reacciéon de hidrdlisis de la celulosa. A pesar de esto,
probablemente el incremento en un 21% de la sacarificacién no compense los costos en los que se
incurre al aumentar en 7,5 veces la carga de celobiasas utilizada, pero ese analisis se profundizard mas
adelante.
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Figura 7-5: Cinética de sacarificaciéon para el material pretratado con acido sulfurico diluido al 2 %v/v, 30 FPU de
celulasa y distintas cargas de celobiasa. El nivel maximo tedrico de liberacién de aztcares por gramo de material
es de 438 mg/gr.

Respecto a los errores observados en los gréficos presentados, se puede decir que si bien todos los
valores obtenidos contienen un error considerable, éstos estan asociados mayormente al método de
detecciéon de glucosa ya que las tendencias obtenidas son coherentes y coinciden con el comportamiento
esperado, es decir, que la liberacién de azlicares aumente con el incremento de concentracidn de acido y
de carga enzimatica.

Por otro lado, en las Figuras 7-1 c) y 7-2 a) se observa un gran error en los puntos medidos durante la
sacarificacion del material pretratado al 2% v/v de acido y sacarificado con 1 FPU/gr. Esto se debe a que
en el duplicado de dicho ensayo los niveles de glucosa se mantuvieron practicamente en cero siendo que
en la muestra principal, la absorbancia medida fue incluso mayor que la registrada para el material
pretratado con 0,5% v/v de acido y sacarificado con 15 FPU/gr. La Unica explicacién que cabe para lo
observado es que el ensayo duplicado fallé en alguna de las etapas llevadas a cabo por un error humano.
Dada la poca trascendencia de dicha medicion, y que la programacidn experimental no permitia repetir
aquel ensayo, se decidié dejar los valores y comentar que probablemente el nivel de sacarificacién final
para aquella condicidn deberia parecerse mas al obtenido en el ensayo original, es decir, cercano a los 20
mg de glucosa por gramo de sustrato.

7.2  Sacarificacion del material pretratado con COSLIF

Los experimentos desarrollados para probar la eficacia del pretratamiento COSLIF en colihue se
efectuaron utilizando las condiciones dptimas sefialadas por Sathitsuksanoh et al. [43], es decir: 85% v/v
de 4cido fosférico durante 1 hora a 50°C en bafio de agua rotatorio a 100 RPM [43]. Las cargas de
celulasa se definieron como variables utilizandose cargas de 0, 15, 30 y 40 FPU/gr de celulasas. La
proporcién de CBU celobiasa/FPU celulasa usada es igual a 1 debido a la experiencia obtenida en el
pretratamiento con acido diluido. Dadas esas condiciones, se midieron los niveles de sacarificacion y se
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obtuvieron las curvas cinéticas que se muestran en la Figura 7-6, la cual da cuenta de las cuatro
sacarificaciones correspondientes a las obtenidas con las distintas cargas enzimaticas. En ella se observa
gue en ausencia de celulasa se liberé un nivel muy bajo de glucosa, lo que demuestra el efecto que
tienen las enzimas si se compara con los niveles de sacarificacién de las otras condiciones.
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Figura 7-6: Cinéticas de sacarificacién para material pretratado con COSLIF (H;PO, a 85% v/vy 50°C) y
sometido a distintas cargas enzimaticas. Las muestras se analizaron en duplicado. El nivel maximo tedrico
de liberacion de aztcares por gramo de material es de 438 mg/gr.

En la Figura 7-6 se observa también que ninguna de las tendencias converge a un valor fijo de
sacarificacion. Dada la fenomenologia de la reaccidn, se esperaria que a medida que aumenta el tiempo
de la sacarificacidn, el nivel de glucosa liberada también aumente hasta alcanzar un valor limite y que a
partir de ese momento, dicho nivel se mantenga relativamente constante. Esta tendencia se respalda en
las curvas obtenidas por Sathitsuksanoh et al. en bambu [31] y permite calcular rendimientos
representativos para cada condicidon que pueden compararse con los obtenidos en el pretratamiento con
acido diluido.

Para poder discutir de mejor manera los resultados, se graficd una linea de tendencias adecuada para la
reaccién de sacarificacidon. Se aprecia en la Figura 7-6, que la cinética de sacarificacion se parece a una
curva exponencial inversa. Por esta razdon, se modelé el comportamiento cinético de la reaccion
minimizando el error cuadratico medio de los puntos obtenidos utilizando la funciéon que se muestra en
la Ecuacién 6.1.

y=-b-e %+ (Ecuacion 7.1)
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El método numérico utilizado es el que ocupa el programa Microsoft Excel 2007 por defecto en su
aplicacion Solver, es decir, el método de Newton.

De esta forma se obtienen tendencias congruentes con los resultados obtenidos tal y como se observa
en la Figura 7-7, permitiendo determinar valores de mayor confianza para los niveles de sacarificacion
alcanzados dada la diferencia (error) de los valores medidos, que en general se hace considerable en las
muestras tomadas después de las 6 horas de reaccién. Cabe sefialar que el calculo de los rendimientos
obtenidos se efectua con los valores de sacarificacion finales, obtenidos a través de las lineas de
tendencia de cada condicién.
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Figura 7-7: Lineas de tendencia de las cinéticas de sacarificacion para materiales pretratados con COSLIF (H;PO, a
85% v/v y 50°C) y sometidos a distintas cargas enzimaticas. Las muestras se tomaron en duplicado. El nivel
maximo teodrico de liberacion de azicares por gramo de material es de 438 mg/gr.

De las tendencias graficadas en la Figura 7-7 se observa en lineas generales que los niveles maximos de
sacarificacion se lograron antes de las 30 horas de reaccidén y que éstos, en el rango de carga enzimatica
estudiado, no tienen una relacidn directa con la carga enzimatica aplicada ya que el material sacarificado
con 30 FPU/gr, si bien fue el que tuvo una cinética mas lenta, fue el que liberé una mayor cantidad de
azlcares. Se aprecia también que los niveles de sacarificacién entre los materiales sacarificados con 15y
40 FPU/gr fueron muy parecidos y sus lineas de tendencia en general son muy similares teniendo una
cinética levemente mas lenta la curva obtenida a partir del material sacarificado con 15 FPU/gr.
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No se puede concluir tajantemente que los niveles de sacarificacién del material tratado con 30 FPU/gr
de celulasas sean mayores que el resto, ya que si se observa en la Figura 7-6 la unién de los ultimos
puntos medidos para esa condicién muestra una pendiente negativa dejando entrever que las
mediciones anteriores podrian contener un alto nivel de error, hecho que es respaldado al constatar los
errores que se muestran en dicha curva. Adicionalmente, la diferencia entre los niveles de glucosa
liberada por los materiales sacarificados con 30 FPU/gr vy el resto es de aproximadamente un 6,7% en
comparacién con el valor potencial de glucosa a obtener. Dicha diferencia no es considerable y se puede
concluir que los niveles finales de sacarificacion obtenidos son practicamente iguales dado el error
asociado a las mediciones y que por lo tanto no existe una dependencia de la carga enzimatica en el
rango estudiado.

Utilizando los niveles de sacarificacién dados por los estados estacionarios de las lineas de tendencia
graficadas en la Figura 7-7 se confecciond el gréfico presentado en la Figura 7-8, para comparar los
niveles de sacarificacién alcanzados por cada condicién. Ademas, se incluyé en dicha figura el mayor
nivel de sacarificacion alcanzado por uno de los materiales pretratados con acido diluido.
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Figura 7-8: Niveles de glucosa generada por gramo del material pretratado con COSLIF después de la
sacarificacion.

Se aprecian niveles sustancialmente mayores de sacarificacion en comparacién con los obtenidos en
cualquiera de las condiciones en las que se aplicé el pretratamiento con acido diluido, teniendo la mejor
condicidn de dicho pretratamiento una sacarificacidon aproximadamente 5 veces menor que la obtenida
con la mejor condicién del material pretratado con COSLIF.

En lineas generales, se logrd un nivel de sacarificaciéon cercano a los 200 mg de glucosa por gramo de
sustrato pretratado, el cual se mantuvo relativamente constante independiente de las cargas
enzimaticas aplicadas. Esto junto con la similitud de las curvas obtenidas para distintas cargas
enzimaticas son un buen antecedente para pensar que al disminuir la carga enzimatica (pardmetro de
interés por el costo comercial de las enzimas), los niveles de sacarificacion se mantendran parecidos a los
obtenidos suponiendo un ahorro considerable de enzima a utilizar. Ademas se debe recalcar que este
pretratamiento se lleva a cabo a una menor temperatura que el pretratamiento con acido diluido (50°C
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versus 121°C) y que el calor proveniente de los destiladores que se usan para recircular el etanol se
puede aprovechar para alcanzar la temperatura requerida, siendo menos costoso en términos
energéticos que el pretratamiento con dacido diluido, pero mas costoso dada la cantidad de insumos
utilizados (acido fosférico concentrado al 85% v/v y etanol) si éstos no se reciclan.

7.3 Rendimientos obtenidos
7.3.1 Pretratamiento dcido diluido

A partir de los resultados de sacarificacion, se calculd los rendimientos de cada procedimiento ensayado.
En la Tabla A 5 del Anexo 7 se muestra la cantidad de glucosa liberada por unidad de sustrato para el
pretratamiento con acido diluido y a partir de esos valores, se confeccioné parte del grafico que se
muestra en la Figura 7-9. Se observa en dicha figura, que el mayor rendimiento alcanza el 10,2% respecto
al nivel maximo tedrico de sacarificacién que se puede obtener del material (438 mg/gr de biomasa).
Este valor proviene de los 44,8 mg de glucosa liberados a partir de un gramo del material pretratado con
acido sulfarico diluido al 2% v/v y sacarificado con cargas enzimaticas de 30 FPU de celulasa y 30 CBU de
celobiasa.

Aunque parecen valores bajos de rendimiento, estos son consistentes si se comparan con los obtenidos a
partir de los resultados de estudios anteriores. Por un lado, segln el estudio de Leenakul y Tippayawong
en Dendrocalamus asper [38] (bambusacea) pretratado a 120°C por 30 minutos, habiendo aplicado una
concentracién de acido sulfurico de 0,65% v/v y sacarificado con 15 FPU/gr de celulasa, la cantidad de
glucosa liberada por unidad de sustrato fue de 8,7 mg/g. En esta memoria, para una condicidn similar, en
que el material fue procesado bajo las mismas condiciones sélo que con 0,5% v/v de acido en el
pretratamiento, la liberacion de glucosa por unidad de sustrato correspondié a 12,1 mg/g, valor
levemente mayor al obtenido en Dendrocalamus asper.

Por otro lado, si se compara el rendimiento de 14% obtenido por Nicklitschek [14] desde lenga
pretratada con acido sulfurico al 0,75% v/v y sacarificada con 37 FPU/gr y el obtenido en la presente
experiencia de 5,7% para una condicion similar, se observa un rendimiento 7,5 puntos porcentuales
menor. Esto probablemente se debe a que los resultados del pretratamiento con acido sulfurico diluido
varian dependiendo del material (Ver Tabla A4 del Anexo 4), siendo mas idoneo para pretratar lenga que
bambl. Esto probablemente se deba a la diferencia en la composicion de lignina de los materiales
comparados.

Como el material se selecciond maduro, se piensa que contiene un grado de lignificaciéon considerable y
que por lo tanto su composicién se asemeja mas a la registrada para Dendrocalamus asper por Leenakul
y Tippayawong [38] (Ver Tabla 2-2 del Marco Tedrico) que a la constatada por INTEC et al. para Chusquea
culeou [29] (Ver Tabla 2-1 del Marco Tedrico), estudio que no explicita el grado de madurez del material.
Este hecho se ve respaldado por las mediciones de glucosa del material utilizado que se asemejan
bastante a las presentes en Dendrocalamus asper en desmedro de las medidas previamente en
Chusquea culeou.
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De esta forma, si se compara la composicion de un 16% de lignina presente en lenga (Ver Tabla A 3 del
Anexo 3) con el 27,1% registrado para Dendrocalamus asper (Ver Tabla 2-2 del Marco Tedrico) se
concluye que el mayor contenido de lignina en comparacion con el de lenga hace al colihue mas
recalcitrante e impide que sea degradado con la velocidad y al nivel registrado por Nicklitschek para
lenga, dado que el acido actiia con mayor dificultad sobre la matriz hemiceluldsica.

Se pensd que un factor que podria influir en el rendimiento de sacarificacién era el pH del medio de
reaccién que no fue medido antes de comenzar la hidrélisis enzimatica. Sin embargo, se hicieron pruebas
posteriormente que sefalaron que la variacidon de pH es insignificante al momento de poner en contacto
el material pretratado con el medio de reaccidn.

7.3.2 Pretratamiento COSLIF

Por otra parte, en la Tabla A 6 del Anexo 7 se muestran los niveles de liberacién de glucosa y los
rendimientos de sacarificacion obtenidos utilizando el pretratamiento COSLIF. Dichos resultados se
muestran graficamente en la Figura 7-9 donde se observa que el mayor rendimiento se obtiene
utilizando en la sacarificacién una carga de glucanasa de 30 FPU/gr. Bajo esta condicidn, se alcanzd un
51% del mdaximo tedrico de sacarificacidén. Si se comparan los valores mostrados en la Tabla A 6 del
Anexo 7 con los obtenidos por Sathitsuksanoh et al., trabajo en que se sacarifica un material parecido
(bambusacea de otra especie) [31] bajo condiciones de pretratamiento similares pero cargas enzimaticas
menores, se observa un rendimiento considerablemente menor. Por ejemplo, para el material
sacarificado con 15 FPU/gr en el presente estudio se obtuvo un rendimiento que corresponde al 46% del
reportado por el estudio mencionado (44,2% de rendimiento versus 94,9%).

La diferencia mencionada se puede deber a errores en la aplicacion del método, ya sea en el
pretratamiento, como en la hidrdlisis y posterior obtencion de muestras. Un hecho que llamé la atencién
se produjo en la Ultima etapa enunciada ya que al tomar las muestras, se constatd que la concentracion
de glucosa medida por el kit variaba dependiendo de ddonde se efectué el muestreo, es decir, no era la
misma si se extraia desde el seno o del fondo de la muestra. Por lo tanto se sospecha que se formd un
gradiente de concentracion después de las centrifugaciones y que el rendimiento habria sido mayor si
éstas se hubieran extraido desde el fondo de los tubos. Sin embargo, para no provocar problemas con el
método de deteccidn, el cual impone muestras libres de impurezas, las muestras se extrajeron a partir
del seno de la solucidon. Para la aplicacion posterior de este procedimiento, se recomienda un muestreo
de menor volumen para evitar grandes diferencias de concentracidn en el seno de la solucién.

7.3.3 Comparacion de rendimientos

Si se comparan los rendimientos entre los pretratamientos utilizados en el presente estudio, se aprecia
una diferencia considerable, alcanzandose una eficiencia notablemente mayor al utilizarse el
pretratamiento COSLIF en desmedro del pretratamiento con acido diluido, pudiéndose concluir que al
menos para sacarificar Chusquea culeou, el pretratamiento COSLIF es mas efectivo en cuanto a la
digestion del glucano, que el que utiliza acido a bajas concentraciones. La diferencia entre los
rendimientos se puede apreciar graficamente en la Figura 7-9, donde se observa la gran diferencia que
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existe entre las condiciones ensayadas, siendo el mejor rendimiento obtenido con el pretratamiento
COSLIF, un 430% mayor que el mejor obtenido con acido diluido.
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Figura 7-9: Rendimientos de sacarificacion de material pretratado con acido sulfurico diluido y con método
COSLIF.

Una hipdtesis que ya ha sido planteada para explicar estas diferencias tan notorias, es que el incremento
de accesibilidad a la celulosa es un factor critico para mejorar la posterior sacarificacidon del material. De
esta forma, si bien el pretratamiento con acido diluido permite aumentar la accesibilidad al remover
parte de la hemicelulosa que contiene el material aumentando su porosidad, el pretratamiento COSLIF
ademas de remover parte de la hemicelulosa, remueve parte de la lignina lo que incrementa el nivel de
accesibilidad que tendrdn las enzimas para actuar sobre la celulosa. Para confirmar este hecho se
deberia hacer una medicién de la lignina presente en los lavados efectuados durante el pretratamiento y
mediante un balance de masa determinar qué porcentaje ha sido removido del material. Un protocolo
estandar que se utiliza para precisar dichos valores es el de determinacién de extraibles en biomasa
proporcionado por el NREL [54]. Sin embargo, a partir de los rendimientos obtenidos no es posible
determinar cudl es el procedimiento mds conveniente desde el punto de vista econdmico ya que si bien
la metodologia que utiliza el pretratamiento COSLIF utiliza menos energia (pretratamiento a 50°C) y no
requiere de una etapa de remocion de inhibidores de la fermentacién (furfural e hidroximetilfurfural), es
mas extensivo en el uso de solventes ya que se utiliza acido en una alta concentracién (85% v/v de acido
fosfdrico) y etanol en una gran proporcion (45 ml para tratar 1 gramo de material). Por lo anteriormente
sefialado, es recomendable efectuar una evaluacion de factibilidad econdmica con el fin de determinar
que alternativa es la mas conveniente en términos econdmicos.

En sintonia con lo anterior, en la siguiente seccidn se indica la cantidad de etanol que se podria producir
potencialmente en la zona sur del pais utilizando los rendimientos obtenidos para posteriormente
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discutir acerca de la rentabilidad de los pretratamientos y de esta forma generar un primer punto de
comparacién respecto a las economias de cada procedimiento.

7.4 Etanol potencial y comparacion de rentabilidad de los pretratamientos
estudiados.

Como se menciond en el Marco Tedrico del presente estudio, INTEC et al. estimaron una oferta anual
sustentable de colihue de 2,46 [Mt/afio]. Para dicha estimacion supusieron un peso promedio de
biomasa seca de 147,3 [ton/ha] y 160 mil culmos por hectdrea [29]. A partir de dichos datos y de los
rendimientos de las etapas criticas del proceso de produccién de etanol, se puede efectuar una
estimacion gruesa de la cantidad de alcohol etilico que se puede obtener considerando la oferta anual
sustentable mencionada. Ademads, se puede efectuar una estimacion del costo de la principal materia
prima al calcular el peso promedio de un culmo de colihue. Si se tiene en cuenta que el valor de un
culmo es de aproximadamente 2 centavos de délar [29], se determina el costo por kilogramo del
material. Sabiendo el costo de las principales materias primas de cada pretratamiento se puede hacer un
balance de dichos costos en comparacion con los ingresos por concepto de venta del producto obtenido.

En la Tabla 7-1 se muestra los costos de las materias primas mas incidentes en la economia de cada
pretratamiento, los cuales seran multiplicados por la cantidad que se requiera de cada una de ellas en
cada condicién. En la cuarta columna de dicha tabla se muestra la cantidad que se requiere de cada
materia prima para tratar un kilogramo de sustrato. Se observa un uso bastante intensivo en
comparacién con las demas materias primas, del etanol y del acido fosfdérico. Se podria pensar que el uso
del acido sulfurico también es elevado pero como se utiliza en baja concentracién, debe diluirse y por lo
tanto su uso por unidad de masa tratada disminuye.

Para determinar el precio del producto obtenido, se estima un precio de mercado del bioetanol que sea
competitivo con el de la gasolina. Con ese objetivo, se promedia el precio que impone la ENAP para el
combustible fésil en el pais y se fija el precio del bioetanol de tal forma que sea un 60% de dicho precio
dado que el poder calorifico del combustible proveniente de biomasa es un 60% menor que el de la
gasolina. Excluyendo el IVA (impuesto de 19%) que afecta a las bencinas pero no el impuesto especifico a
los combustibles ya que los biocombustibles estan exentos de este, el precio final calculado para el
etanol es de $ 381 por litro. Este valor es aplicable también para el precio de compra del solvente
organico utilizado en el pretratamiento COSLIF. Se debe remarcar que este analisis sélo incluye los costos
asociados a la compra de los insumos mds costosos que se utilizan en cada pretratamiento (y no otra
etapa) y se descartan los costos energéticos asi como los operacionales. Detalles de los célculos
realizados se encuentran en el Anexo 5 de este informe.
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Tabla 7-1: Costos de las materias primas asociadas a cada pretratamiento y razones de materia prima que se
deben utilizar para procesar un kilogramo de colihue.

Razén Mat.

Materias Primas S/Unidad Prima/Colihue

Colihue [kg] S 0,00004 1
Novozyme 188 [It] (celobiasas) $1.339 0,002
Celluclast 1,5L [It] (celulasas) $1.339 0,012
Etanol [It] $ 381 45
Acido Fosférico [It](85%) $ 1.8967 8
Pretrat. Ac. Diluido Acido Sulfurico [1t](98%) $ 7337 0,20

Comunes para ambos
pretratamientos

Pretrat. COSLIF

(Fuente: Adaptacion Schneuer [52] e INTEC et al. [29])

En la Tabla 7-2 se muestran las condiciones de pretratamiento y sacarificacion estudiadas, los
rendimientos obtenidos y una estimacién del etanol que se podria obtener suponiendo que se lleva a
cabo una etapa de fermentacién con un rendimiento del 89% [52]. Ademds se supone una conversién
tedrica maxima de 0,51 gramos de etanol por gramo de glucosa [41] con lo cual se tiene un rendimiento
neto de un 45% en la fermentacidn. El punto de comparacién mostrado en la Tabla 7-2 es la resta de los
ingresos por concepto de venta del producto con los costos por concepto de compra de las materias
primas que se utilizan para obtener el producto. Dichos valores, dadas sus magnitudes, se expresan en
millones de ddlares’.

Como se explicé en el Marco Tedrico de este informe, se han patentado procesos de gran escala los que
requieren de una recirculacion de los solventes utilizados. Por lo mismo se supone una recirculacién del
etanol utilizado en los lavados del procedimiento COSLIF de un 100% ya que el etanol que queda como
remanente en la fase solida que sera sacarificada y fermentada, es recolectado en la destilacidn final con
lo cual se podria recircular a la entrada del proceso sin incurrir en costos adicionales de purificacion.
Adicionalmente, el proceso patentado indica que mas del 99% del acido fosférico es arrastrado en el
primer y segundo lavado y que por lo tanto, dicho porcentaje podria ser recirculado, separandolo antes
de la lignina, practicamente en su totalidad al proceso [47]. De esta forma, sabiendo el precio de venta
del etanol y el de las materias primas del proceso, se pueden estimar utilidades que contrastan el valor
de venta del producto con el costo de los materiales distintivos de cada procedimiento.

? Cotizacion realizada el 26 de Abril del 2012 en Oxiquim S.A.
* El valor del délar en pesos chilenos corresponde al fijado por el Banco Central para el dia 30 de Abril del 2012 [57]
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Tabla 7-2: Etanol potencial y utilidades por concepto de ventas de producto en relacion a los costos de las
principales materias primas

Rend. Etanol Utilidades

Condicion

Sacarif.  Potencial [It] [MMUSD]

0,5% v/v; 1 FPU/gr 1,2% 17.135.635  $ 243
0,5% v/v; 15 FPU/gr 2,8% 39.055.331 S -1.317
0,5% v/v; 30 FPU/gr 3,3%  46.187.930  $ 2.492
1% v/v; 1 FPU/gr 2,2%  31.487.817 S 411
P:,\‘:Lit' 1% v/v; 15 FPU/gr 4,5% 63.932.445 % -1.470
Diluido 1% v/v; 30 FPU/gr 5,7% 81.155.063 S -2.631
2% v/v; 1 FPU/gr 2,5% 35315065 S 782
2% v/v; 15 FPU/gr 6,6%  93.941.553  $ -1.804
2% v/v; 30 FPU/gr 8,4%  119.079.616  $ 2,953
2% v/v; 30 FPU/gr (30 CBU/gr)  10,2%  144.672.864 § 13.186
PPN 859 v/v; 15 FPU/gr 44,2%  624.895.809 S 11.188
(@S0 85% v/v; 30 FPU/gr 51,0% 720814120 $ 2371
85% v/v; 40 FPU/gr 44,1%  623.321.966 S -3.390

En la Tabla 7-2 se aprecia que en ninguna de las condiciones se podria vender la totalidad del producto
sin tener saldos negativos, considerando sdlo los costos variables mencionados en la Tabla 7-1; incluso
queda excluido el etanol de entrada ya que se utiliza sélo en la puesta en marcha del proceso, después
se recircula. Debe mencionarse que para proyectos de esta indole, la rentabilidad también depende de
productos secundarios que podrian comercializarse ayudando a la economia del proyecto en el marco de
lo que hoy se conoce como biorefineria. De esta forma, se podrian aprovechar equipos de la industria del
petréleo [55] e incluir la venta de co-productos como CO,, lignina, levadura o xilitol [52], para determinar
la factibilidad econémica de un proyecto que utilice el proceso productivo estudiado.

De la Tabla 7-2 se desprende también que debido a la mayor eficiencia del proceso obtenida al pretratar
el material con la metodologia COSLIF, se produce una mayor cantidad de etanol en comparacién con la
gue se podria obtener a partir del material pretratado con acido diluido. Esto se traduce en que para una
misma carga enzimatica, el pretratamiento COSLIF va a resultar mds conveniente desde el punto de vista
econdmico, que el pretratamiento con acido diluido independiente de la concentracidon de 4cido
utilizada. La condicién mas conveniente para el pretratamiento COSLIF es la destacada con color rojo en
la tabla enunciada y corresponde a la que utiliza una menor carga enzimatica (15 FPU/gr).
Probablemente si se disminuye la carga enzimatica a 1 FPU/gr, se obtendra una mayor utilidad que las
calculadas para el material pretratado con acido diluido y sacarificado con esa carga. Dicho valor serd
estimado mas adelante.

Se observa también en la Tabla 7-2, que la mayor cantidad de etanol que se puede obtener con los
resultados recabados es de 0,720 [MMm?®]. La condicidn que permitiria llegar a esa cifra es la que tiene
un mayor rendimiento, es decir, pretratamiento del material mediante COSLIF con H3PO, al 85% v/v y
carga enzimatica de 30 FPU/gr.
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Para contrastar ese valor con las necesidades del pais, se calcula la demanda de etanol en Chile
determinando primero la demanda anual de la gasolina sin plomo. Para eso, se toman los valores de
demanda del combustible fésil de los afios 2007 y 2008 correspondientes a 3,047 [MMm?] y 3,147
[MMm?®] respectivamente. Suponiendo que la demanda aumenta 0,1 [MMm?], se tiene una demanda
anual aproximada de 3,55 [MMm?®] de combustible. Si se define la demanda de bioetanol como el 5% de
la demanda de gasolina, considerando una mezcla valida entre el biocombustible y el combustible fdsil,
se obtiene una demanda anual de aproximadamente 0,1775 [MMm®].

La demanda cubierta por un proyecto que produzca la cantidad de etanol calculada para la mejor
condicidn del presente estudio es de un 405,6% por lo que habria que pensar en exportar el producto.

Por otro lado, en la Figura 7-2 se muestra la incidencia que tiene la carga enzimatica en la rentabilidad de
un proceso productivo de esta indole. Se observa que manteniendo el resto de las condiciones y
variando las cargas enzimaticas utilizadas, las utilidades calculadas son menos negativas. Lo mismo
ocurre con la concentracion de acido en el caso de pretratar el material con acido diluido: a menor
concentracién de acido, se obtienen menores rendimientos pero las utilidades son menos negativas.
Esto se debe principalmente a que el incremento del rendimiento entre una condicién y otra, no
compensa el diferencial de gastos desde el punto de vista de los ingresos generados por ventas del
producto que dicho incremento genera. Posiblemente si disminuyera el valor de las materias primas
dicho diferencial de gastos no perderia importancia frente a un leve incremento de rendimiento, pero el
presente andlisis sefiala que en las condiciones actuales, eso no ocurre.

A pesar de las utilidades negativas mostradas en la Tabla 7-2, se piensa que existen alternativas en
cuanto a los rendimientos de sacarificacion y particularmente en la metodologia que utiliza el
pretratamiento COSLIF. Se debe mencionar que los valores de rendimiento obtenidos distan bastante de
los reportados con bambusaceas en el estudio de Sathitsuksanoh et al. el cual, ademas, se efectud a
bajas cargas enzimaticas (1, 2, 5 y 15 FPU obteniéndose 88,2%, 89,8%, 93,3% y 94,9% de digestién de
glucano a las 72 hrs, respectivamente) [31]. De esta forma, se insinla que es posible incrementar las
utilidades de un eventual proceso de produccidon de etanol a partir de colihue ya que seria factible
disminuir la carga enzimatica y obtener mayores rendimientos que los reportados en el presente trabajo.

En caso de obtenerse mayores rendimientos con la carga enzimatica probada, los ingresos por concepto
de venta de producto aumentaran. Con el fin de clarificar la incidencia que tiene el rendimiento en Ila
economia del proceso, en la Figura 7-10 se muestra una curva de sensibilidad generada con el
rendimiento obtenido para el pretratamiento COSLIF sacarificando el material con 15 FPU/gr (caso mas
rentable de dicho pretratamiento). De esta manera, se puede observar la variacién de las utilidades en
relacion a la variacién del rendimiento, aprecidandose una linea de tendencia la cual, a partir de su
ecuacion caracteristica, indica que una variacién de un 100% en el rendimiento obtenido para la
condicidn enunciada, hard que las utilidades aumenten en un 76%. Adicionalmente, extrapolando la
curva obtenida, se determina que para lograr que las utilidades comiencen a ser positivas, el
rendimiento tiene que ser superior al 102,3% lo cual es improbable pero dadas las holguras que pueden
existir en las variables implicadas del cdlculo, podria ser factible en un escenario positivo.
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Figura 7-10: Analisis de sensibilidad del rendimiento de sacarificacion: Utilidades obtenidas al variar
porcentualmente el rendimiento de sacarificacion.

Por otra parte, para saber la incidencia que tiene el ahorro de enzimas al sacarificar el material con una
menor carga enzimatica, se debe tener clara la incidencia de dicha carga en la cinética de la reaccion.
Como no es posible modelar ese comportamiento a priori, es aconsejable primero realizar otros
experimentos que contemplen menores cargas enzimdticas en la sacarificacion. Dado que de los
resultados obtenidos y en particular que de las cinéticas de sacarificacién del material pretratado con
COSLIF (Ver Figura 7-7), no se puede descartar que es posible lograr un nivel de sacarificacién similar al
obtenido con cargas enzimaticas inferiores a 15 FPU/gr, se supuso que la tasa de decaimiento de
rendimientos en relacidn a la reduccion de carga enzimatica (de 15 FPU/gr a 1 PFU/gr) es coincidente
con la reportada por Sathitsuksanoh et al. [31]. Asi, realizando una regla de tres simple con los resultados
de dicho estudio, se calcula un rendimiento hipotético para la sacarificacion con 1 FPU/gr del material
utilizado en el presente estudio. En la Tabla 7-3 se presentan los rendimientos obtenidos por
Sathitsuksanoh et al. para sacarificaciones con 15y 1 FPU/gr asi como el obtenido en el presente estudio
para 15 FPU/gr y el calculado para 1 FPU/gr, suponiendo la misma reducciéon de rendimiento.

Tabla 7-3: Estimacion de rendimiento hipotético pretratando el material con COSLIF y sacarificandolo con 1

FPU/gr
Carga Enz Rendimiento
[FPU/gr] " Sathitsuksanoh  Presente
et al. Estudio
15 94,9% 44,2%
1 88,2% 41,1%

Fuente: Adaptacién de Sathitsuksanoh et al. [31]
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Luego, si se calcula la utilidad con este nuevo rendimiento hipétetico (41,1%) para la condicion impuesta
(COSLIF, 1FPU/gr), ésta se mantiene negativa aunque con una considerable disminucién alcanzando los
MMUSS -19.

Asi, se concluye que un incremento del rendimiento y una disminucién de la carga enzimdtica son
pardmetros que se deben mejorar en conjunto para obtener utilidades positivas. Para ejemplificar lo
sefialado, se realizd el mismo calculo respecto a las utilidades sdlo que esta vez se impusieron los
parametros reportados por Sathitsuksanoh et al., es decir, una carga enzimatica de 1 FPU/gr y un
rendimiento de sacarificacion del 88,2%. El resultado es una utilidad positiva que corresponde a
MMUSS943, la que permitiria suponer que un proyecto que utilice este procedimiento, podria ser
rentable.

De esta forma, se puede concluir que con ninguno de los rendimientos obtenidos se puede hacer
rentable el proceso de produccién de etanol a partir de colihue, a menos que se logren negociar precios
muy inferiores de materias primas en relacién a los cotizados. Sin embargo, los rendimientos obtenidos
para las condiciones estudiadas en el pretratamiento COSLIF difieren bastante en relacién con los
reportados en materiales similares por lo que nuevos ensayos que utilicen menores cargas enzimaticas y
gue generen mayores rendimientos podrian hacer rentable el proceso de produccion de etanol.

El detalle de los calculos realizados en esta seccion se encuentra en el Anexo 5: Memoria de Calculos.
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Capitulo IV

Conclusion y Recomendaciones

8 Conclusion

Realizado el estudio de factibilidad de produccion de etanol a partir de Chusquea culeou, las
conclusiones son las siguientes:

Se constatd a través de los resultados obtenidos, que el pretratamiento del material estudiado, ya sea
con 4cido sulfurico diluido o con la metodologia COSLIF, incrementa el rendimiento de sacarificacion en
la etapa de hidrdlisis enzimatica. Sin embargo, y a pesar del beneficio técnico descrito, los rendimientos
alcanzados con las condiciones de pretratamiento y sacarificacion estudiadas, no permiten que el
proceso productivo sea rentable ya sea por el uso intensivo de materias primas o por los bajos niveles
que se pueden producir de etanol a partir de dichos rendimientos.

En el caso del proceso que utiliza el pretratamiento con acido sulfurico diluido, los parametros
estudiados fueron la concentracién de acido durante el pretratamiento y la carga de enzimas utilizada
durante la sacarificacién. Se observé un incremento en los niveles de glucosa liberada en la sacarificacion
a medida que se aumenta la concentracién de acido y la carga de celulasas. Respecto al proceso que
utiliza el pretratamiento COSLIF, el parametro estudiado fue la carga de celulasas, la cual, en los rangos
ensayados, no tuvo una incidencia considerable en el nivel de sacarificacién final.

En lineas generales, los mayores rendimientos se obtuvieron con el procedimiento COSLIF (mayor
rendimiento: 51%) en desmedro de los obtenidos con el pretratamiento con 4acido diluido (mayor
rendimiento: 10,2%). La condicidn que reportd el mejor rendimiento fue aquella que se pretraté con
COSLIF y que se sacarificd con una carga enzimatica de 30 [FPU/gr].

Utilizando dicha condicion, se estimd una produccion de etanol a partir de Chusquea culeou de 0,72
[MMm?®] que corresponde al 405,6% de la demanda interna y que si bien es la mayor que se puede
obtener con los resultados reportados, no es la que genera mayores utilidades. En ese sentido, la
condicién mas conveniente es el pretratamiento con acido sulfurico diluido al 0,5% v/v y sacarificacion
con 1 FPU/gr (MMUSS -243) aunque se estima que utilizando dicha carga enziméatica después del
pretratamiento con COSLIF se pueden obtener mejores utilidades (MMUSS -19).

Aungque los resultados obtenidos no son del todo positivos en cuanto a su viabilidad econdmica, se debe
sefialar que estimaciones hechas asumiendo una mejora en el rendimiento de sacarificaciéon y un uso
menos intensivo de enzimas (1 FPU/gr) indican que el proceso de produccién de etanol utilizando el
pretratamiento COSLIF podria ser rentable y que dado a la disponibilidad y bajo costo del material
estudiado, la Chusquea culeou se presenta como una buena alternativa para llevarlo a cabo.
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9 Recomendaciones

Del trabajo realizado se desprendieron una serie de observaciones que pueden ser Utiles a la hora de
perfeccionar los resultados y rendimientos obtenidos con los pretratamientos que aborda este estudio. A
continuacién, dichas observaciones se presentan como recomendaciones.

- Es dificil imaginar un proceso de produccién de etanol empleando el pretratamiento con acido
sulfurico diluido y que sea rentable. Esto debido a los rendimientos obtenidos en el presente
estudio y a los reportados en anteriores, que dan cuenta de niveles insuficientes de
sacarificacién lo que imposibilita su implementacién desde el punto de vista econdmico.
Ademas, un procedimiento de esta indole requiere de una etapa de detoxificacion, la cual hace
aun mas caro el proceso. Se debe considerar, sin embargo, que es posible que un proceso de
este tipo sea rentable dentro del concepto de biorefineria donde otros subproductos permitan
incrementar los ingresos, se aproveche la energia de forma eficiente y productos de otros
procesos productivos puedan ser utilizados como materias primas.

- Se recomienda efectuar un balance de masa del proceso para determinar con precisién la
composicion del material que se estd procesando y para saber la cantidad de lignina y de
hemicelulosa se estd retirando en los lavados (punto de comparacién para saber si se estd
llevando a cabo bien el procedimiento).

- Con el fin de aumentar el rendimiento de sacarificacion del procedimiento que utiliza el
pretratamiento COSLIF, se pueden hacer ensayos probando otros tamafios de particula (tamafos
mas pequeios pueden facilitar la separacién sélido liquido en los lavados), tomar muestras de
menor volumen (se evitan gradientes de concentracidn en las muestras) y probar con otros
volimenes de reaccion (la cinética enzimatica puede depender de la concentracion de glucosa
en el medio).

- Para mejorar los aspectos econdmicos del procedimiento que utiliza el pretratamiento COSLIF,
se recomienda realizar ensayos con menores cargas enzimaticas que las probadas en el presente
trabajo. En particular, intentar con una carga de celulasas de 1 FPU/gr. Ademas se pueden
realizar experimentos con menores cargas de celobiasas ya que basta con que no se produzca
una inhibicion por producto en las celulasas. En cuanto al material, se pueden probar
sacarificaciones con material que posea un menor tiempo de madurez ya que en la etapa de
crecimiento del colihue, el porcentaje de celulosa que contiene es mayor que cuando ha llegado
a su fase madura.

- Durante la investigacion bibliografica se encontré un pretratamiento que puede ser muy
promisorio debido a la baja cantidad de insumos que se requieren para llevarlo a cabo. Se trata
del pretratamiento con campo eléctrico pulsado (PEF) [36] [37] el cual se ha comprobado que
genera perforaciones en el material que podrian ser aprovechadas por las enzimas durante la
sacarificacion.
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11 Anexos

11.1 Anexo 1: Propiedades fisicoquimicas de la gasolina y combustibles
oxigenados

Tabla A 11.1: Propiedades fisicoquimicas de la gasolina y combustibles oxigenados

Combustibles oxigenados

Propiedades del combustible Gasolina

Metanol Etanol MTBE
Densidad [kg/m®] a 15,56°C 719-779 794 792 742
Poder Calorifico Inferior [ki/kg] 41.800-44.200 19.934 26.749 35.123
Calor de evaporacion [k)/kg] ~349 1104 839 326
Punto de inflamacién -42,8 6,5 12 -28
Octanaje (RON) 90-100 107 108 116
Octanaje (MON) 81-90 92 92 101
Presion de vapor Reid [kPa] 55-103 32 16 54

(Fuente: Adaptacion de Purwadi [24])
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11.2 Anexo 2: Estructura macro y micro-molecular de la biomasa

lignocelulosica.

p-doofnlaa\c-lldooh:lcuif-'l MM

Figura A 1: Estructura de la biomasa lignocelulésica [51].
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11.3 Anexo 3: Composicion del colihue y otros materiales.

Los valores porcentuales de holocelulosa y lignina mostrados en la Tabla 2-1 son en base de madera seca
libre de extraibles. Eso significa que los extraibles totales no son incluidos en el total masico y por lo
tanto esos porcentajes se hacen mds pequenos si se agregan los extraibles a dicho total. De esta forma,
si hay un 73,1% de holocelulosa, ese 73,1 es sobre un total de 100 e incluyendo los extraibles totales
seria sobre un total de 100+16,8=116,8. Luego el valor del % en base masica seca de holocelulosa seria

de:

731 100 = 62,59%
116,8 T eI

El porcentaje de lignina que se calcula de la misma forma que el valor anterior:

22,3 100 = 19,09%
116,8 TR

Dichos valores se suman al 16,8% de Extraibles totales y al 1,2% de cenizas, dando un total de 99,68%.

Se infiere que no se obtiene un 100% al sumarse las composiciones porque los valores poseen un solo
decimal y por posibles errores experimentales.

De esta forma, la composicion del nodo del colihue en %bms se resume en la Tabla A 2 (la celulosa forma
parte de la Holocelulosa)

Tabla A 2: Composicion del nodo del colihue en %bms (Adaptacion [29])

Propiedades Nodo

Extraibles Totales (%bms) 16,8
Holocelulosa (%bms) 62,59
Lignina (%bms) 19,09
Hemicelulosa (%bms) 11,19
Celulosa (%bms) 51,4
Cenizas (%bms) 1,2

(Fuente: Adaptacion de INTEC et al. [29])
A continuacidn se muestra la Tabla A 3 con la composicion de lignina, hemicelulosa y celulosa de otras
materias primas que podrian servir para producir bioetanol de segunda generacion.

Tabla A 3: Composicidon de lignina, hemicelulosa y celulosa de distintas materias primas.

Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%) ‘

Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25-30 25-30 30-40
Olote de maiz 45 35 15
Residuos de Pasto 25-40 35-40 18-30
Paja de trigo 30 50 15
Pastos de crecimiento rapdio 45 31,4 12
Residuos de Lenga 43 36 16

(Fuente: Adaptacion de Laura Cuervo et al. [32])
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11.4 Anexo 4: Rendimientos de sacarificacion obtenidos utilizando el
pretratamiento con acido diluido en distintos tipos de materiales
lignocelulésicos

Tabla A 4: Rendimientos de sacarificacion obtenidos de la hidroélisis enzimatica de biomasa lignocelulésica
pretratada con acido diluido

Condiciones de pretratamientos

Biomasa lignocelulosica  Temperatura  Concentracion Tiempo de Rendimiento de
(°C) de acido (%p/p) residencia (min) azucar (g/100g)
Bambu 120-140 0,6-1,2 30-90 4,3-8,5
Paja de centeno 121 0,6-1,5 30-90 12,5-19,7
Pasto Bermuda 121 0,6-1,5 30-90 19,5-22,9
Olivo (arbol) 170-210 0,2-1,4 10 13,6-24,5
Biomasa salina 165 1,4 8 28-33

(Fuente: Adaptacion de Leenakul y Tippayawong [38])
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11.5 Anexo 5: Memoria de Calculos

A continuacién se detallan los cdlculos realizados para obtener los resultados reportados.
Adicionalmente se incluyen ejemplos de célculo para cada operacidn realizada.

Una vez aplicado el ensayo Gluco-Pap, se midien en un espectrofotémetro las absorbancias arrojadas por
las muestras a 500 nm. A todas las absorbancias obtenidas se les restan el promedio de 4 blancos
(pocillos sin muestra) y si algun valor, una vez aplicada dicha operacion, es negativo, se impone como
valor nulo ya que es imposible que exista una concentracidn negativa de glucosa. A partir de las
absorbancias medidas, se calcula la concentracién de glucosa presente en el medio de reaccién a través
de Ecuacién 8.1 habiendo antes determinado la absorbancia promedio de 4 pocillos que contienen una
cantidad fija de glucosa y que son utilizados como medida estandar en dicho calculo.

[Estandar] - Abs. Muestra (Ecuacién 11.1)
Abs. Estandar

[Glucosa] =

[Glucosa] corresponde a la concentracidn de glucosa presente en la muestra; [Estdndar] corresponde a la
concentracion de glucosa estandar y que segun el kit utilizado, es de 900 mg/I; Abs. Muestra es el valor
de la absorbancia medido de la muestra; y Abs. Estdndar es el valor del promedio de las absorbancias
medidas en los pocillos estandares.

Eiemplo de Calculo (Tiempo de reaccién: 72 hrs. Pretratamiento: Acido diluido al 0,5% v/v. Carga
enzimatica: 30 FPU/gr):

900 [#] .0,27
0,32

[Glucosa] = = 743,2 [

mg

0w

De la concentracidon de glucosa se estima la masa de glucosa presente en cada tubo. Para eso, se
multiplica el volumen de reaccidn por la concentracion de glucosa presente en dicho volumen tal y como
se muestra en la Ecuacién 8.2. Cabe sefialar que cada vez que se saca una muestra, el volumen de
reaccién disminuye y que dicha variacion se considera en el calculo de masa de glucosa presente en cada
tubo.

Masa Glucosa = Volumen Reaccién = [Glucosa] (Ecuacion 11.2)

Ejemplo de Célculo (Tiempo de reaccidn: 72 hrs. Pretratamiento: COSLIF. Carga enzimatica: 15 FPU/gr):

= 37,1 [mg]

m
Masa Glucosa = 0,018 [1] - 2059 [Tg]

Calculada la masa de glucosa se divide dicho valor por la masa de sustrato utilizada tal y como se aprecia
en la Ecuacién 8.3 y se obtiene la cantidad de masa de glucosa liberada por unidad de sustrato
pretratado.
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Masa Glucosa (Ecuacién 11.3)
Masa Sustrato

Masa Glucosa por unidad de sustrato =

Ejemplo de Célculo (Tiempo de reaccién: 48 hrs. Pretratamiento: Acido diluido al 1% v/v. Carga
enzimatica: 15 FPU/gr):

34 [mg] _ [@]
0.2 [g] g

Paralelamente se calcula la cantidad de glucosa que contiene el material utilizado a través la Ecuacién

Masa Glucosa por unidad de sustrato =

8.4. Para esos efectos, es necesario considerar la humedad del material pretratado, con lo cual se sabe la
cantidad de masa seca del material que es la utilizada nominalmente en las composiciones de colihue
encontradas en la bibliografia.

Mgystr, - (1 — Humgygp) - Celulosacopinye - PMgr, - Monog,,  (Ecuacién 11.4)

Gsustrato -

PMcelulosa

Ejemplo de Célculo (1 gramo de sustrato):

1[g]- (1 —0,056) - 0,418 - 180 [%] - 8000 [é]

Gsustrato =

g = 0,438 [&]

1296000 || g

Los parametros utilizados para calcular la glucosa presente en el sustrato (Ggusate) SON la masa del
sustrato (M), la humedad que posee el material (Hums,. ), la composicién de celulosa que contiene
el colihue (Celulosaciinke), €l peso molecular de la glucosa (PMy,) que corresponde a un valor fijo de 180
g/mol, el peso molecular de la celulosa (PMceiiesa) que corresponde a 1.296.000 g/mol (41) y el nimero
promedio de mondmeros de glucosa que contiene la celulosa (Monog,) que corresponde a 8.000
mondmeros (41).

Luego se calcula, a través de la Ecuacién 8.5, el rendimiento de sacarificacion utilizando el valor tedrico
de glucosa presente en el material.

Es importante seiialar que dependiendo de la composicidn tedrica de celulosa (de la cual se tiene cierto
nivel de incertidumbre) el valor del rendimiento variara.

Masa Glucosa por unidad de sustrato

(1000 [k%] : Gsustrato)

(Ecuacion 11.5)

Rendimiento = 100

Eiemplo de Calculo (Tiempo de reaccién: 72 hrs. Pretratamiento: Acido diluido al 2% v/v. Carga
enzimatica: 30 FPU/gr):
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mg
36,9 [—]
g

(1000 [%] - 0,438 [%D

Rendimiento = 100 = 8,4%

Para determinar el error presente en los resultados, se utiliza la desviacidon estandar de los valores de las
absorbancia medidas. Los valores de desviacién estandar obtenidos se propagan en cada operacién para
finalmente ser representados graficamente.

La propagacion de la desviacidon estdndar depende de la operacidén que se estd realizando. Si la operacién
corresponde a una suma o resta como se muestra en la Ecuacién 8.6, la desviacidon estandar del valor
obtenido serd la que se muestra en la Ecuacién 8.7.

x=a+b-c (Ecuacion 11.6)

Ecuacion 11.7
8y = J5a2 +6,° +8,° ‘ )

Donde 6y, 6,4, 6p Y 6. son las desviaciones estandar del valor respectivo. Por otro lado, si la operacién

corresponde a una multiplicacidn o divisién como se muestra en la Ecuacion 8.8, la desviacién estandar
correspondera a la mostrada en la Ecuacién 8.8.

a-b (Ecuacion 11.8)

2 (Ecuacion 11.9)

Un ejemplo de calculo de la propagacion expresada en la Ecuacidon 8.8 es el que se usa para calcular la
desviacién estandar de la absorbancia de la muestra sin blanco 84ps pmuyestra » (Tiempo de reaccién: 72
hrs. Pretratamiento: COSLIF. Carga enzimatica: 40 FPU/gr) y que se muestra en la Ecuacién 8.10.

R (Ecuacion 11.10)

2
6Abs.Muestra - \/6Prom.Abs. + 6Blanco

= ,/0,0362 + 0,0132 = 0,039

Donde 8prom.aps. €S la desviacién estandar del promedio de las absorbancias de las muestras y dz4nc0
corresponde a la desviacién estandar del promedio de las cuatro absorbancias medidas para determinar
el valor del blanco.

Un ejemplo de calculo de la propagacion expresada en la Ecuacidon 8.9 es el que se usa para calcular la
desviacion estandar de la concentracion de glucosa en la muestra 8 giycosq) (Tiempo de reaccion: 72 hrs.
Pretratamiento: Acido diluido al 2% v/v. Carga enziméatica: 30 FPU/gr) y que se muestra en la Ecuacién
8.11.
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5 (Ecuacion 11.11)

Abs. Muestra Abs. Estandar
= 1916,2 <0’08)2 + (0’11)2 =679,2
B ’ 0,68 0,32/ ’

Para calcular la cantidad de etanol potencial (Q otqno1) que se podria producir a partir del colihue
disponible en el pais, se utilizd el dato proporcionado por INTEC et al. respecto a una oferta anual
sustentable de colihue de 2,46 [Mt/afio] (Qo1inye)- Multiplicando dicho valor por los rendimientos de
las etapas de sacarificacion (Rendgqcqrir), fermentacion (Rendpe,n,) y destilacion (Rendpe:), se

o) 2 5 .
6[gluc05a] = [Glucosa]_\/< Abs.muestra ) +< Abs.Estindar )

obtiene la cantidad de etanol potencial tal y como se muestra en la Ecuacion 8.12. Cabe sefialar que el
rendimiento de la fermentacion se calcula a partir de la cantidad tedrica maxima que se puede obtener
de etanol a partir de 1 gramo de glucosa (Convy;,_.), es decir, 0,51 gramos de etanol el cual tiene una
densidad de 0,789 [kg/1] (Peton)-

Qcotinue * RendSacarif ‘- Rendperm, * Convglu—et " Rendpest (Ecuacién 11.12)

Q etanol =
PetoH

Ejemplo de Célculo (Pretratamiento: COSLIF. Carga enzimatica: 15 FPU/gr)

g etanol

2460000000 [k—g] .0,442- 0,89 - 0,51 [—
_ afio g glucosa

0,789 [kTg]

Para estimar un precio de compra de colihue por kilogramo, se utilizaron los datos proporcionados por

] - 0,98

l
= 623.321.966 [T]
afio

INTEC et al., quienes estiman un promedio de biomasa seca (Biomasag,.,) de 147,3 [ton/ha] y una

cantidad de cafias por hectarea (Cafas) de 160.000 mil [cafias/ha]. De esta forma se obtiene el peso de
cada cafia (M,45,) tal y como se aprecia en la Ecuacion 8.13.

S ton .
Biomasa 1473|522 kg kg (Ecuacién 11.13)
My, = st — ha~ .1000 [_] =0,92 [ ]
cana Canhas 160.000 [canas] ton cafia
' ha

De esta forma se puede estimar un valor comercial de colihue por unidad masica ya que se sabe que en
promedio una cafia se vende a USS 0,002. Asi, el precio de compra de la principal materia prima se
desprende de la Ecuacion 8.14.

Us$ (Ecuacién 11.14)
_ Precioyys, V02 [W] Us$
Precio kg oiinye = o = kg 1~ 0,0217 P
caiia 0,92 [ Y ] 9
caiia
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Asumiendo un precio de délar de 484,7" se tiene un precio de $0,00004 [L;c—“j] para el colihue.

Para el calculo de las utilidades también se tuvo que estimar el precio de venta del producto. Asi, se fija
el precio del etanol de tal forma que sea un 60% del valor promedio de la gasolina (Pyasonng) SiN
considerar el IVA. En la Ecuacién 8.15 se observa dicho célculo.

0,6 Pyasonna - (1 —IVA) (Ecuacion 11.15)
Petanol - Deton
e
0,6-759,5 [E57%%] - (1 - 0,19) e50s
- L - = 381,01 [pk—]
0,789 [Tg] Y

Las utilidades se calculan restando los ingresos con los costos, siendo los ingresos la multiplicacion del
precio del etanol (Putqnoi) POr la cantidad potencial de etanol producida (Q stgnor) Y l0S costos la
sumatoria de la cantidad de materia prima utilizada por el precio de cada una de ellas.

* El valor del délar en pesos chilenos corresponde al fijado por el Banco Central para el dia 30 de Abril del 2012 (57)

61



11.6 Anexo 6: Materiales y Montajes experimentales

A continuacién se muestran imagenes del material utilizado, de los montajes experimentales realizados y
de alguno de los equipos necesarios para la produccion de etanol a partir de Chusquea culeou

Figura A 3: Maquina astilladora proporcionada por la Facultad de Ciencias Forestales y de la Conservacion de la
Naturaleza de la Universidad de Chile.
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Figura A 4: Montaje de los pretratamientos. (a) Recipiente utilizado como autoclave para pretratar con acido
diluido las muestras a 120°C. (b) Bafo de agua utilizado para pretratar por COSLIF las muestras a 50°C.

N\

Figura A 5: Ensayo para determinar la humedad del material. Las muestras fueron ubicadas en una estufa a 65°C
hasta que ya no perdian masa.
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Figura A 6: Sistema de filtracion para preparar el material para la sacarificacion. (a) Se aprecia la bomba
conectada al filtro de vacio. (b) Material filtrandose.

Figura A 7: (a) Rotor utilizado para centrifugar las muestras tomadas. (b) Agitador rotatorio utilizado en la
reaccion de sacarificacion. Condiciones de operacién: 250 RPM, 50°C por 72 horas.

3

Figura A 8: Diferencias de concentracion después de sacarificar distintas muestras. (a) Muestras pretratadas con

acido diluido. (b) Muestras pretratadas mediante COSLIF. Se observé una mayor turbiedad en las muestras que
posteriormente contenian mayor concentracion de glucosa.

64



11.7 Anexo 7: Niveles de sacarificacion y rendimientos obtenidos con
pretratamiento con acido diluido y COSLIF.

A continuacion se muestran, en las Tablas A 5y A 6, los niveles de sacarificacion y los rendimientos
obtenidos para cada condicion de pretratamiento e hidrdlisis enzimatica ensayada.

Tabla A 5: Niveles de liberacion de glucosa y rendimientos de sacarificacion del colihue pretratado con acido
sulfurico diluido. El nivel maximo tedrico de glucosa por unidad de sustrato es de 438 mg/g.

.. SR (81 Rendimiento
Condiciones unidad de %]
sustrato [mg/g]
1 Ac. Sulf. 0,5% v/v; 0 FPU/gr 0,0 0,0%
2 Ac. Sulf. 0,5% v/v; 1 FPU/gr 5,3 1,2%
3 Ac. Sulf. 0,5% v/v; 15 FPU/gr 12,1 2,8%
4 Ac. Sulf. 0,5% v/v; 30 FPU/gr 14,3 3,3%
5 Ac. Sulf. 1% v/v; 0 FPU/gr 0,9 0,2%
6 Ac. Sulf. 1% v/v; 1 FPU/gr 9,8 2,2%
7 Ac. Sulf. 1% v/v; 15 FPU/gr 19,8 4,5%
8 Ac. Sulf. 1% v/v; 30 FPU/gr 25,1 5,7%
9 Ac. Sulf. 2% v/v; 0 FPU/gr 0,5 0,1%
10 Ac. Sulf. 2% v/v; 1 FPU/gr 10,9 2,5%
11 Ac. Sulf. 2% v/v; 15 FPU/gr 29,1 6,6%
12 Ac. Sulf. 2% v/v; 30 FPU/gr 36,9 8,4%
13 Ac. Sulf. 0% v/v; 0 FPU/gr 0,0 0,0%
14 Ac. Sulf. 0% v/v; 15 FPU/gr 3,8 0,9%
15 Ac. Sulf. 2% v/v; 30 FPU/gr (30 CBU/gr) 44,8 10,2%

Tabla A 6: Niveles de liberacion de glucosa y rendimientos de sacarificacion del colihue pretratado por COSLIF. El
nivel maximo tedrico de glucosa por unidad de sustrato es 438 mg/g

Glucosa por unidad Rendimiento

Cond ICiones de sustrato [mg/g] [%]
1 Ac. Fosf. 85% v/v; 0 FPU/gr 9,6 2,2%
2 Ac. Fosf. 85% v/v; 15 FPU/gr 193,6 44,2%
3 Ac. Fosf. 85% v/v; 30 FPU/gr 2233 51,0%
4 Ac. Fosf. 85% v/v; 40 FPU/gr 193,1 44,1%
5 Ac. Fosf. 0% v/v; 0 FPU/gr 9,5 2,2%
6 Ac. Fosf. 0% v/v; 15FPU/gr 2,6 0,6%
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