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RESUMEN

Este trabajo se enmarca en el desarrollo de procesos bioldgicos para la
produccién de bioetanol como combustible alternativo a partir de biomasa
lignoceluldsica, concretamente de paja de cebada. El estudio se centra en la etapa de
pretratamiento de la biomasa y tiene como objetivo estudiar la aplicacién de un
tratamiento prometedor basado en un proceso termo-mecdnico, que puede suponer
una alternativa viable a otros pretratamientos convencionales y un avance en lo que se
refiere a la integracion de las distintas etapas del proceso de produccion de etanol. Asi,
a lo largo de los diferentes capitulos de este trabajo se desarrolla un pretratamiento de
extrusion con agentes quimicos y bioldgicos de la paja de cebada, desde las etapas
iniciales de puesta punto del equipo y seleccién de rangos de operacion, hasta la
maxima integracion que supone la introduccion de enzimas dentro del extrusor,
pasando por la definicién, evaluaciéon y optimizacién de diferentes configuraciones
intermedias del proceso. La efectividad del pretratamiento de extrusion en las
diferentes estrategias estudiadas se evalua determinando la produccion de azucares a
partir de los sustratos de paja de cebada extrusada, en ensayos de laboratorio de
hidrolisis enzimatica (HE) con enzimas comerciales. Igualmente, se evalla el potencial
de produccién de etanol en estos sustratos mediante ensayos de licuefaccion mas
sacarificacion 'y fermentacion simultaneas (LSFS) con el microorganismo
Saccharomyces cerevisiae.

En una primera fase de la investigacidon se definié un proceso de extrusion con
NaOH, filtracion dentro del extrusor y una etapa posterior de lavado para la
neutralizacidn del sustrato pretratado. Los sustratos extrusados producidos en esta
configuracion presentaban un mayor contenido en carbohidratos y una digestibilidad
enzimatica mejorada respecto de la paja de cebada sin tratar. En esta configuracion se
optimizaron las variables de operacién, temperatura (T) y relacién de NaOH a biomasa
de paja de cebada (%p/p, R), siguiendo un disefio de experimentos factorial 23, con el
fin de maximizar el rendimiento de hidrdlisis enzimatica (RHE) en base a la glucosa.
Para ello, se llevaron a cabo ensayos de HE con enzimas comerciales (Cellic CTecl +
Cellic HTec1, proporcion 9:1 en base al contenido en proteinas, adicién de 10 mg
prot/g extusado) a 50°C durante 72h, y se determind la liberacidon de glucosa. El
maximo rendimiento calculado tomando como base la glucosa potencial fue un 89%
del tedrico, en las condiciones 6ptimas de 68°C de temperatura y una relacién R = 6%.

A continuacién se sustituyd la etapa de lavado externa por una neutralizacién
con H3PO, diluido dentro el extrusor, evaludndose el efecto de incluir o no una etapa
de filtracion dentro del extrusor. Por una parte, se estudiaron los cambios producidos
en la composicion de la biomasa tras la extrusion en relacién a la materia prima. Por
otra parte, se estudid el potencial de producciéon de azucares y etanol de los
extrusados producidos en esta configuracion a 682C y 8%R, en ensayos de HE y LSFS a



distintas cargas de sdlidos. Las enzimas utilizadas fueron Cellic CTec2 y Cellic HTec2,
mezcladas en una proporcidn 9:1 en base al contenido en proteinas, y se afiadieron 20
mg de proteina de la mezcla por cada gramo de extrusado seco. Los ensayos de HE se
realizaron como se describié anteriormente y los de LSFS se llevaron a cabo mediante
incubacién del extrusado con las enzimas a 502C durante 24h, tras las que se realizé la
inoculacidn con S. cerevisiae (1 g/L) y se incubd durante 72h adicionales a 352C. En esta
configuracion con neutralizacidn integrada se alcanzaron RHE de glucano del 63% del
tedrico y de xilano del 60% del tedrico a las 48h, en ensayos con una concentracidn de
sélidos del 20% p/v. En estas mismas condiciones de carga de sdlidos, la produccién de
etanol mediante LSFS dio como resultado una concentracién de 25 g/L de etanol.

Esta configuraciéon se ensayd satisfactoriamente en una planta piloto de
capacidad maxima 100 kg/h de biomasa, si bien al pasar a una escala mayor se
produjeron algunos cambios en el balance de materia del proceso.

En una ultima etapa de desarrollo del pretratamiento, se propuso una
configuracion en la que, tras la extrusién alcalina y posterior neutralizacién, se llevo a
cabo en el material extrusado una extrusion con el céctel de enzimas comerciales Cellic
CTec2 suplementado con Cellic HTec 2 (carga de enzimas afiadida 40 mg prot/ g
extrusado seco). Los materiales producidos (bioextrusados) resultaron tener una
fraccion soluble incrementada respecto de los extrusados alcalinos neutralizados y
presentaron una alta capacidad de produccién de azucares, principalmente en forma
de oligémeros. Se estudid la produccién de azlcares por incubacién de estos sustratos
a 502C durante 72h y la produccién de etanol mediante ensayos de LSFS, a diferentes
cargas de solidos, siendo la mejor opcion una carga del 20% p/v de sélidos. En estas
condiciones, los mejores resultados fueron 38 g glucosa total y 18 g xilosa total/100 g
bioextrusado seco (produccién en mondmeros y oligémeros) a las 24h de incubacién, y
30 g/L de etanol a las 72h tras la inoculacion. De cara a futuros estudios queda
pendiente el disefio de una mezcla enzimdtica especifica que consiga aumentar el
rendimiento de produccion de azicares monoméricos de los bioextrusados, mediante
la adicién de enzimas accesorias.

Por ultimo, se llevéd a cabo la simulacién de una planta de producciéon de
bioetanol cuyo planteamiento incluye una etapa de pretratamiento por bioextrusién
de paja de cebada, una etapa de produccién de azucares y fermentacidn de los mismos
mediante LSFS, y una etapa de separacion y recuperacion del bioetanol mediante un
tren de destilacion y una deshidrataciéon por tamices moleculares. Como alternativa
para el uso de las corrientes residuales, éstas se aprovecharon para la produccién de
energia, bien por combustién (residuo solido) o por digestion anaerobia (aguas
residuales). Se establecié un caso base utilizando los resultados experimentales del
trabajo realizado y, con fines comparativos, se contemplaron cuatro escenarios
alternativos: i) aumento de la capacidad de la planta, ii) co-fermentacién de glucosa y



xilosa con Zymomonas mobilis, iii) aumento de la carga de sdlidos en la LSFS, y iv)
combinacién de los dos casos anteriores. En general, los resultados de la simulacion
del caso base y los distintos escenarios analizados estdn dentro del rango de otros
procesos descritos en la bibliografia, que emplean diferentes pretratamientos, en
cuanto al balance de materia (produccién de etanol del caso base 199 L/t biomasa).
Estos resultados indican que el proceso es potencialmente escalable, si bien el area de
energia y consumo de agua deben ser optimizados para poder asegurar su viabilidad.






ABSTRACT

This work belongs to the field of the development of biological processes for the
production of the alternative fuel bioethanol, produced from lignocellulosic biomass,
in particular, barley straw. The thesis focuses on the biomass pretreatment step, with
the objective of studying the application of a promising thermo-mechanical based
treatment. This pretreatment (extrusion) is thought to be able to constitute an
alternative to conventional pretreatments and represents an advance in the
integration of the different steps comprised within the ethanol production process.
Throughout the different chapters of this thesis, an extrusion pretreatment combined
with chemical and biological catalysts is developed. The research work comprises all
the steps from the early stages of setting up and selection of operating ranges, to the
maximum integration level provided by the introduction of enzymes into the extruder,
including the definition, evaluation and optimization of different intermediate process
configurations. The effectiveness of the extrusion pretreatment was evaluated by the
determination of sugar production from the extruded barley straw (extrudate),
submitted to enzymatic hydrolysis (EH) laboratory assays with commercial enzymes.
Likewise, the ethanol production potential of extrudates was determined by
liquefaction plus simultaneous saccharification and fermentation (LSSF) assays with
Saccharomyces cerevisiae.

In the first stage of the research, a process was defined, comprising NaOH
extrusion, filtration inside the extruder, and subsequent washing step for the
neutralization of the pretreated substrate. The extrudates produced in this
configuration had an increased concentration in carbohydrates and presented an
enhanced enzymatic digestibility compared to the raw barley straw. In this
configuration, the operation variables, temperature (T) and ratio of NaOH to raw
barley straw (%, p/p, R), were optimized following a factorial experiment design 23,
aimed at the maximization of the enzymatic hydrolysis yield (EHY) based on potential
glucose. In order to achieve this, EH experiments with commercial enzymes (Cellic
CTecl + Cellic HTecl, 9:1 ratio in protein content, addition of 10 mg prot/g extrudate)
were carried out at 502C for 72h. The liberation of sugars in such experiments was
determined. The maximum glucose yield was 89% of theoretical, at the optimal
conditions (temperature 682C and R = 6%).

After this, the external washing step was replaced by a neutralization step with
diluted H3PO4 inside the extruder. The effect of including or not a filtration step inside
the extruder was evaluated. On the one hand, changes on the composition of
extrudates compared to the raw biomass were studied. On the other hand, the sugar
and ethanol production potential of the extrudates produced in this configuration at
682C and 8%R were studied as well, by means of EH and LSSF assays carried out at
different solids loads. The enzymes employed were Cellic CTec 2 plus Cellic HTec 2 in a
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proportion 9:1 (based on protein content), and 20 mg prot/g extrudate were added to
each experiment. The EH assays were carried out as described before and the LSSF
experiments were done by incubating the extrudate with the enzymes at 502C for 24h,
after which the inoculation with S. cerevisiae (1 g/L) took place and the incubation
proceeded for additional 72h at 352C. In this configuration with neutralization inside
the extruder, the EHY of glucan was 63% of the theoretical and the one of xylan was
60% of theoretical at 48h, being the solids load 20% p/v. At the same solids conditions,
the extrudate was able to produce as much as 25 g/L ethanol.

The previous configuration was successfully proved in a pilot plant, with a
maximum capacity of 100 kg/h biomass, although the scale-up of the process resulted
in some changes in the mass balance of the process.

In the last step of the pretreatment development, a configuration was proposed
in which, after the alkaline extrusion and neutralization, the resulting substrate was
extruded with the enzymatic cocktail Cellic CTec2 plus Cellic HTec2 (enzyme load 40
mg prot/g dry extrudate). The produced materials (bioextrudates) had an increased
soluble fraction over the alkaline and neutralized extrudates, and they presented a
high sugar production capacity, mainly in oligomeric form. The sugar production of the
bioextrudates was studied by their incubation at 502C for 72h, and the ethanol
production was evaluated by LSSF assays. Different solids loadings were considered,
being the best option 20% p/v solids loading. In these conditions, the best results were
38 g glucose and 18 g xylose/100g dry bioextrudate (production of monomers and
oligomers) at 24h incubation, and 30 g/L ethanol at 72h after inoculation. The design
of a specific enzyme mixture that will be able to increase the monomeric sugar
production yield on bioextrudates, by means of the addition of accessory enzymes,
could be the subject of future studies.

Finally, the simulation of a bioethanol production plant was carried out. The
concept includes the pretreatment of barley straw by bioextrusion, the production of
sugars and their fermentation by LSSF, and a bioethanol separation and recovery step
by distillation coupled to molecular sieves. As alternative for the use of waste currents,
they were utilized for the production of energy, whether by combustion of the solid
residue or anaerobic digestion of the waste water. A base case was set, using the
experimental results of the work and, for comparison purposes, four additional
alternative scenarios were considered: i) increase in the plant capacity, ii) co-
fermentation of glucose and xylose by Zymomonas mobilis, iii) increase of the solids
loading in the LSSF, and iv) a combination of the last two cases. In general, simulation
results for the mass balance are in the range of values found in the literature, which
use different pretreatments (base case ethanol production is 199 L/t biomass). These
results indicate a good potential of the process for its scale-up; however the energy
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and water consumption are issues that must be optimized, in order to be able to
ensure the viability of the process.
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Introduccion

1. Antecedentes

El panorama energético de principios de este siglo viene marcado por un
aumento sostenido del precio del petrdleo ligado, a su vez, al progresivo agotamiento
de las reservas mas facilmente accesibles (Figura 1), asi como por una preocupacion
social hacia las emisiones de carbono y de gases de efecto invernadero derivados del
elevado consumo de combustibles fésiles y su marcada influencia en el cambio
climdtico. Como respuesta a estas problemadticas, la producciéon energética se ha
diversificado con el apoyo de diferentes iniciativas politicas, apostando fuertemente
por las energias renovables.
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Figura 1- Produccidn diaria de petrdleo (millones de barriles) procedente de los diferentes
yacimientos descubiertos hasta el afio 2007. Datos histéricos desde 1925 vy
prediccion hasta 2045 (Robelius, 2007).

En la Unidon Europea, la situacion se ve agravada por la alta dependencia
energética que sufre en base a importaciones de otros paises de fuera de la Unién. En
2011, un 53,8% de la energia consumida en la UE-28 era importada, dato que ascendid
hasta el 76,4% en el caso de Espafia (Eurostat, 2013). Si se refiere solamente al
petréleo consumido, casi todo proviene de fuera de la Unién Europea (un 84,9% en el
total de la UE-28 y un 99,8% en Espafia). En este contexto, el uso de energias
renovables ha aumentado constantemente desde el aino 2001 en Europa y en Espafia,
aungue el crecimiento se ha ralentizado en los ultimos anos, debido a la situacion de
crisis econédmica actual. La aportacidn del total de las energias renovables al consumo
energético en Europa en 2011 llegd hasta 170 Mtep, lo que supone un crecimiento de
un 69% respecto a 2001 y la quinta posicion como fuente de consumo de energia
primaria (Eurostat, 2013). Debido a que el consumo total de energia en la UE se ha
mantenido en niveles similares a lo largo de la ultima década (decrecid ligeramente, un
4%, entre 2001 y 2011), el aumento del consumo de energias renovables se tradujo en
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una disminucién de la contribucién del petréleo y el carbdn, principalmente (Figura 2).
En Espafa, como se pude ver en la Figura 3, la contribucidn de las energias renovables
al total de energia primaria consumida en el afio 2010, alcanzé un 11,4%, quedando en
cuarta posicion, por detrds del petrdleo, el gas natural y la energia nuclear (IDAE,

2011).
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Figura 2- Evolucion del consumo energético en Europa entre los afios 2001 y 2011 segun el
tipo de combustible empleado para su produccidon (Mtep) (Eurostat, 2013).
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Figura 3- Consumo de energia primaria en Espafia segun fuente energética (IDAE, 2011).

Desde el punto de vista de la produccidon energética, las energias renovables en
Espafia y en la UE han crecido de forma acorde a su demanda, posicionandose como la
segunda fuente de produccidn de energia primaria en ambos casos, por detrads de la
nuclear, y alcanzando en 2011 un 20% de la produccién en Europa y hasta un 44% de la
produccién energética espafiola (Eurostat, 2013).

Analizando el consumo energético por sectores, sin duda es el sector del
transporte y, dentro de éste, el transporte por carretera, el de mayor demanda
energética, suponiendo un 27% y un 33% del consumo total de energia en Europa y en
Espana, respectivamente, con datos de 2011 (Eurostat, 2013). Una gran parte de esta
energia se basa en combustibles fésiles, lo que a su vez constituye un gran foco de
emisiones de CO, y una relevante contribucién a la dependencia energética de Europa.
Esta necesidad crea un nicho de mercado para un tipo de combustible que sea limpio,
barato y de produccién propia.

1.1. Biocarburantes: bioetanol

Los combustibles de origen agricola o biocombustibles se contemplan como una
clara alternativa frente a la utilizacion de combustibles fésiles (Bai et al., 2008). Los
biocombustibles se definen como aquellos combustibles y aditivos a los combustibles
derivados en su totalidad, o en parte, de biomasa. Actualmente, la biomasa constituye
la Unica fuente de energia renovable capaz de ofrecer una alternativa real y factible a
la utilizacion de combustibles de origen fésil en el sector transporte. Segun la
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definicion de la Unidn Europea, se entiende por biomasa “la fraccién biodegradable de
los productos, desechos y residuos de origen biolégico procedentes de actividades
agrarias (incluidas las sustancias de origen vegetal y de origen animal), de la silvicultura
y de las industrias conexas, incluidas la pesca y la acuicultura, asi como la fraccién
biodegradable de los residuos industriales y municipales” (Directiva 2009/28/EC, del 23
de abril de 2009). Atendiendo a esta definicidn, existe una gran variedad de sustratos
de tipo biomadsico para su utilizacién como materia prima para la obtencién de
distintos tipos de biocombustibles, lo que afiade valor a su utilizacién como recurso
energético en el panorama actual.

Se establece una distincion entre biocombustibles sélidos destinados
principalmente a generar vapor y electricidad, y biocombustibles liquidos destinados
para su utilizacion como combustibles para automocion. Puesto que esta ultima es la
aplicacion mas generalizada de los biocombustibles liquidos, en este contexto se
tiende a denominarlos “biocarburantes". Existen distintos tipos de biocarburantes
(bioetanol, biodiesel, aceites vegetales, biometanol, bio-ETBE, etc.), si bien los Unicos
utilizados actualmente en mezclas con combustibles fésiles son el biodiesel, el
bioetanol y sus derivados. En el caso concreto del bioetanol, la produccion actual se
basa en la utilizacion de materias primas ligadas al mercado alimentario de tipo
azucarado (como la cafia de azucar en Brasil) o amildceo (como el maiz en EEUU o los
cereales en Europa). Las tecnologias para su produccion son maduras y estan
desarrolladas a escala comercial, denomindandose de primera generacion. No
obstante, cada vez existe un mayor consenso en reconocer que estos biocarburantes
solo podrdn sustituir una parte de los derivados del petréleo debido a problemas de
abastecimiento de las materias primas y su competencia con el mercado alimentario.
Como alternativa, los biocarburantes obtenidos a partir de biomasa lignoceluldsica
ofrecen el potencial de aumentar la capacidad de produccidn, y a la vez minimizar los
impactos sociales y ambientales negativos derivados de la utilizacién de materias
primas ligadas al mercado alimentario, ya que las fuentes de biomasa utilizadas no
compiten directamente con la produccion de alimentos, ni con las tierras destinadas al
cultivo de los mismos. Estos biocarburantes, denominados avanzados o de segunda
generacion, han sido identificados por la Comisién Europea como elementos decisivos
para el cumplimiento de los objetivos marcados de biocombustibles en el consumo
energético del sector transporte.

La Unidén Europea ha promovido desde el afio 1997 la produccién y uso de los
biocarburantes en el transporte mediante politicas de apoyo expresadas a través de
diversas Directivas relativas a su uso y a la aplicacién de los impuestos especiales. El
primer gran impulso para considerar a los biocarburantes una opcién estratégica se
plasmé en el Libro Blanco de las energias renovables (Comunicacion de la Comisién
Europea, 1998), donde se sefialaron como la Unica opcién viable, a corto plazo, que
ayudaria a cumplir los compromisos adoptados a escala europea. Desde entonces, el
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Consejo, la Comision y el Parlamento europeo han realizado una serie de trabajos
encaminados al fomento de los biocarburantes como elemento clave en el ambito de
las politicas energética, agricola y de medio ambiente. La ultima Directiva promulgada
es la Directiva Europea de Energias Renovables (2009) relativa al fomento del uso de
energia procedente de fuentes renovables, que fija el objetivo de que los
biocombustibles alcancen una cuota del 10% (en valor energético) de los combustibles
consumidos en el sector del transporte para el afio 2020. Hasta la publicacion de la
Directiva, la Comisién Europea habia apoyado y recomendado la utilizacion de
biocarburantes, pero esta Directiva marca por primera vez una obligatoriedad de
consumo de biocarburantes en el total de combustibles para el transporte. Ademas, la
normativa establece por primera vez que los biocarburantes utilizados para cumplir
los objetivos de consumo en la UE deben verificar unos criterios de sostenibilidad
ambiental y social, independientemente de si han sido producidos dentro o fuera de la
UE. Dichos criterios de sostenibilidad se refieren a aspectos relacionados con la
procedencia de las materias primas, en cuanto a la utilizacidn para su cultivo de areas
de elevado valor en biodiversidad y reservas de carbono y a la reduccién de emisiones
de gases de efecto invernadero (GEl) derivada de su uso, en comparacién con los
combustibles fosiles (Directiva 2009/28/EC, del 23 de abril de 2009). Para que el
consumo de biocarburantes sea tenido en cuenta en el cumplimiento de los objetivos,
se establece una reduccién minima que debia alcanzar en el afio 2013 el 35% de GEI
con respecto a los carburantes de origen fésil. Este umbral minimo de ahorro de
emisiones se eleva al 50% en el afio 2017 y del 60% a partir de ese afio. La Directiva
incluye en su Anexo V unos valores reales calculados y por defecto de reduccién de GEIl
de los biocarburantes mas utilizados, obtenidos en distintas condiciones de proceso,
incluyendo también valores para los biocarburantes de segunda generacién. Los
valores por defecto de estos ultimos son muy superiores a los de primera generacién,
superando en la mayoria de los casos el 90% de reduccion. Este hecho proporciona a
los biocarburantes de segunda generacién un valor afiadido en cuanto a su potencial
para contribucién al cumplimiento de los objetivos establecidos en la UE y constituyen
actualmente una linea prioritaria en la politica europea de produccién y utilizacion de
combustibles alternativos en el transporte. Los criterios de sostenibilidad establecidos
en la DER se aplican al total de la cadena de produccién y distribucién de los
biocarburantes dentro del Espacio Econédmico Europeo y también a los biocarburantes
producidos a partir de materias primas provenientes de fuera de la UE. En 2011 tan
sélo un 29% del total de biocarburantes consumidos alcanzé la certificacion de
sostenible, cifra que se espera que llegard al 79,8% en 2012 (EurObserv'ER 2013,
2014). En Espaiia, la incorporacién de la obligatoriedad de esta certificacion se ha
hecho a través del Real Decreto 1597/2011 y deberia haber entrado en vigor hasta el
1 de enero de 2013, pero actualmente existe una moratoria y no se estd aplicando.

Las politicas de apoyo e impulso a los biocarburantes en la UE han dado como
resultado un incremento constante en su consumo a lo largo de los ultimos anos, el
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cual se estimd en el afio 2013 en 13,6 Mtep, con una tasa media de incorporacion del
4,7% en base energética (EurObserv’ER, 2014). De este total, se estimé que un 79,0%
corresponde al consumo de biodiesel, mientras que el bioetanol supondria un 19,9%
del consumo de biocarburantes en 2013 (EurObserv'ER, 2014). La informacién
proporcionada por EurObserv’ER 2014, que confirma los datos de consumo y
produccién en el afio 2012, y estima los valores de 2013, establece una bajada del
consumo total de biocarburantes en Espana entre estos dos afios, debido a la situacién
de crisis y a las politicas energéticas desarrolladas por el gobierno. Atendiendo a esta
fuente, Espaia cederia su puesto como tercer pais consumidor de biocarburantes en
2012 (EurObserv’ER, 2013), para situarse en quinto lugar, por detras de Alemania,
Francia, Italia y Reino Unido, con un consumo total de biocarburantes de 997 ktep,
816 ktep de biodiesel, 180 ktep de bioetanol y una tasa rebajada de incorporacién al
transporte que se fijé en un 4,1% en base energética.

2. Estructura de la biomasa lignoceluldsica

La biomasa lignoceluldsica es un material heterogéneo que se encuentra en la
pared secundaria de las células vegetales. Sus componentes principales son los
carbohidratos celulosa y hemicelulosa, y la lignina, que se encuentran en diferentes
proporciones segln el tipo de material de que se trate (Figura 4). Una distribucién
media de estos componentes seria: celulosa 40-80%, hemicelulosa 10-40% y lignina 5-
25% (Bidlack et al., 1992; Salisbury y Ross, 1992). Otros componentes minoritarios de
la biomasa son los extractivos, las proteinas y las cenizas (Wyman, 1996).

Celulosa

Hemicelulosa

Figura 4- Esquema de la estructura de la lignocelulosa (Ritter, 2008).
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2. 1. Celulosa

La celulosa es un polisacarido compuesto por moléculas de D-glucopiranosa
unidas mediante enlaces B(1-4)-glucosidicos, con una estructura de silla en C1 y C4
(Figura 5). Su unidad de repeticién es la celobiosa, un dimero de glucosa. Al
sintetizarse las cadenas de glucosa, queda un extremo reductor, capaz de abrirse y
reaccionar, y un extremo no reductor. Las cadenas se unen entre si lateralmente a
través de enlaces de hidrégeno entre grupos hidroxilo de moléculas adyacentes, dando
lugar a microfibrillas que se empaquetan en regiones cristalinas y amorfas. Las
microfibrillas se agrupan formando macrofibrillas y, por ultimo, fibras de celulosa. El
grado de polimerizacién de la celulosa es alto; en las plantas se encuentran entre 7000
y 15000 unidades de glucosa, dependiendo de si se trata de la pared primaria o
secundaria.

_OH
OH OH
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Figura 5- Estructura de una cadena de celulosa (Liu y Sun, 2010).

Como caracteristicas comunes a la celulosa de todas las especies vegetales
estarian una alta resistencia a la traccién y ser insoluble en la mayor parte de los
disolventes. Sin embargo, existen diferencias entre algunas propiedades de la celulosa
segln su origen (paja, madera, algoddn); por ejemplo, la longitud de las fibras y el
grado de la cristalinidad. Asi, los cristales de celulosa son mas largos en la paja, en
comparacion a la madera, pero su grado de cristalinidad es menor (Liu y Sun, 2010).

La celulosa nativa se encuentra en dos formas cristalinas, celulosa | y celulosa ll,
siendo la celulosa | la forma mayoritaria. En la celulosa cristalina de tipo | las cadenas
se disponen de forma paralela y en la celulosa de tipo Il, antiparalela (Brown, 2003). La
celulosa de tipo Il se encuentra raramente en estado natural, tan sdlo en algunas
especies de algas y bacterias, pero se puede formar a partir de la celulosa | bajo
determinadas condiciones. La celulosa I, a su vez, existe como una mezcla de dos
formas cristalinas, celulosa I, y celulosa lg, que coexisten con regiones amorfas en las
fibras. Segun recogen Liu y Sun (2010), la estructura de la celulosa |, es la de una unica
cadena triclinica, mientras que la celulosa Ig tiene una estructura monoclinica de doble
cadena. Ambas estructuras forman diferentes enlaces de hidrégeno entre cadenas. La
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celulosa Ig es la forma mas estable y la predominante en las plantas superiores (paja y
madera).

El pretratamiento de la biomasa lignocelulosa, que suele emplear temperaturas
altas, presién, esfuerzos mecanicos y/o empleo de productos quimicos, puede alterar
la estructura de la celulosa, dando lugar a otros tipos de estructuras cristalinas (tipo I,
1, IV) (Mittal et al., 2011).

2. 2. Hemicelulosas

Las hemicelulosas son heteropolisacaridos de estructura amorfa y cadenas mas
cortas y ramificadas que la celulosa (tienen un grado de polimerizacion entre 80 y 200),
constituidos por diferentes unidades de monosacdridos (pentosas y hexosas) y acidos
urénicos unidos mediante enlaces glucosidicos. Ademas, las ramificaciones se
encuentran habitualmente acetiladas o metiladas. Las hemicelulosas se pueden
extraer facilmente de la matriz lignoceluldsica mediante procesos hidrotérmicos y/o
con soluciones 4acidas y alcalinas, y encontrarse asi en forma soluble en la fase liquida
tras el pretratamiento. Sus caracteristicas estructurales permiten aportar flexibilidad a
la matriz lignoceluldsica.

Por tratarse de un grupo de polimeros muy heterogéneo, no existe un consenso
Unico en torno a la definicion de las hemicelulosas. Scheller y Ulvskov (2010)
consideran que las hemicelulosas se caracterizan por tener una cadena principal unida
mediante enlaces B-(1-4) con una configuracién ecuatorial en los carbonos C1 y C4. Asi,
distinguen cuatro grupos principales de hemicelulosas: xilanos, xiloglucanos, mananos
y galactanos, y B-(1-3,1-4)-glucanos.

La cadena principal de los xilanos esta formada por moléculas de D-xilosa (90%) y
L-arabinosa (10%) unidas mediante enlaces PB(1-4) (Girio et al., 2010). Las
ramificaciones pueden contener hexosas (D-glucosa, D-galactosa y D-manosa),
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y acidos urdnicos (D-glucurénico, D-galacturénico y
metillgalacturdnico) (Limayem y Ricke, 2012). Los xiloglucanos estan compuestos por
una cadena lineal de D-glucosas unidas mediante enlaces B-(1-4), con ramificaciones
de D-xilosa, D-galactosa o L-fucosa. Los mananos y galactanos se caracterizan por sus
cadenas de manosa (mananos y glucomananos, frecuentemente acetilados), o de
manosa y glucosa (glucomananos y galactoglucomananos). Por ultimo, los B-(1-3,1-4)-
glucanos son cadenas de glucanos enlazadas de forma B-(1-4), con uniones ocasionales
B-(1-3) (Scheller y Ulvskov, 2010). Algunas de estas estructuras, encontradas en
diferentes especies vegetales, se representan en la figura a continuacion (Figura 6).
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Figura 6- Estructura de la hemicelulosa de diferentes plantas (Scheller y Ulvskov, 2010). De
arriba a abajo xiloglucano de guisantes y Arabidopsis, B-(1-3,1-4)-glucano de Poales,
glucoarabinooxilano de monocotiledonias, glucuronoxilano de dicotileddneas,
galactomanano de semillas de leguminosas y galactoglucomanano de madrea de
conifera. Se representan con distintos colores las unidades monoméricas
constituyentes.

Mananos y galactanos predominan en la lignocelulosa de las maderas, mientras
que en las plantas herbdceas son mas comunes los xilanos, principalmente
glucoarabinoxilanos y glucuronoxilanos. La estructura de las hemicelulosas en la paja
de cereal consiste en una cadena principal de B-(1-4)-D-xilosas con un nimero variable
de sustituyentes (arabinosas, acidos glucurdnicos y/o acetilos), unidos a los grupos OH
libres de los carbonos C2 y C3 de las xilopiranosas. Los glucuronoxilanos se caracterizan
por las sustituciones con residuos de a-1,2 y 4-O-metil glucuronosil en la cadena
principal de xilosas. En las herbdceas, los glucoarabinoxilanos (Figura 7) presentan
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sustituciones de arabinofuranosa en la posicion O-3 de la cadena principal de xilosa, o
incluso las xilosas pueden verse sustituidas doblemente con arabinofuranosas en las

posiciones O-2 y O-3 (Scheller y Ulvskov, 2010).

En la unién de la lignina a las hemicelulosas en paja de cereal, se ha descrito que
existe hasta un 2% de acidos fendlicos que forman enlaces éster con el C5 de los
residuos de arabinosa (Ren y Sun, 2010). En concreto, Mueller-Harvey y Hartley (1986)
estudiaron las hemicelulosas de la paja de cebada y hallaron que 1 de cada 121
pentosas estd unida a un grupo feruloil, y 1 de cada 253 a un grupo p-cumaril. Se cree
que el acido ferulico puede ser responsable de los enlaces cruzados entre la lignina y
las hemicelulosas, mediante una unién hemicelulosa-éster-acido ferulico-éter-lignina

(Reny Sun, 2010).
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Figura 7.- Estructura de la hemicelulosa de paja de trigo (Ren y Sun, 2010)

2. 3. Lignina
La lignina es un polimero complejo formado por una secuencia de unidades que
no siguen una secuencia repetitiva, y cuya estructura y composicion varian segun su

origen (Lu y Ralph, 2010).
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Figura 8- Alcoholes precursores de la lignina (monolignoles) y sus derivados (Luy Ralph, 2010).

De un modo genérico se puede definir la lignina como un polimero fendlico
heterogéneo unido covalentemente a los xilanos de la pared celular secundaria de las
células vegetales, lo cual confiere un mayor empaquetamiento y rigidez a la estructura
de la biomasa lignoceluldsica. Estda compuesta por tres unidades fenilpropandicas
(monolignoles): alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico (Figura 8).
Estos alcoholes son los precursores de las unidades p-hidroxifenilo, guayacilo vy
siringilo, que se unen entre si mediante enlaces éter o carbono-carbono. El grado de
entrecruzamiento que puede alcanzar la lignina estd relacionado con el grado de
sustitucion de los grupos alcohdlicos. Este determina la rigidez de la estructura y, por
lo tanto, la facilidad o dificultad con la que la biomasa puede ser transformada
bioquimicamente (Doherty et al., 2011).

Segun el tipo de biomasa lignocelulésica, las proporciones de estos monolignoles
varian. Asi, en las maderas blandas se encuentran grandes cantidades de alcohol
coniferilico y cumarico, pero no sinapilico; en las maderas duras abundan los alcoholes
coniferilico y sinapilico, y se encuentra en menor medida el alcohol cumarico; y en las
hierbas los tres monolignoles aparecen en proporciones igualadas (Brett y Waldron,
1996).
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2. 4. Otros componentes de la biomasa lignoceluldsica

Aparte de los componentes mayoritarios (celulosa, hemicelulosa y lignina), la
biomasa lignoceluldsica contiene otros compuestos como pectinas, extractos y cenizas.

Las proteinas de las paredes celulares vegetales se encuentran normalmente
glicosiladas. La familia de proteinas mas estudiada es la de las extensinas, compuesta
por los aminoacidos hidroprolina (mas del 40%), serina y lisina. Ademas, contiene
residuos de tirosina que se cree que son capaces de enlazarse covalentemente de
forma intramolecular o intermolecular con otros componentes de la pared celular.
Otros tipos de proteinas identificados son las proteinas de arabinogalactano, las
proteinas ricas en prolina, las proteinas ricas en glicina, las lectinas y toda una
coleccion de enzimas (Brett y Waldron, 1996). En las pajas de cereales las cantidades
de proteina cruda son bajas (3-5%) (Antongiovanni y Sargentini, 1991).

Las pectinas se encuentran principalmente en la ldmina intermedia y la pared
primaria de las células vegetales (ver apartado 2.5.). Su presencia en las pajas de cereal
es minoritaria (Antongiovanni y Sargentini, 1991), pudiendo alcanzar hasta un 5% del
peso seco en la paja de trigo. Son una familia de polisacaridos complejos facilmente
extraibles, compuestos por acido galacturénico y menores proporciones de ramnosa,
arabinosa y galactosa, que se encuentran en forma de homogalactouronanos vy
ramnogalactouronanos, respectivamente. Tienen la capacidad de unirse
covalentemente a los fenoles, la celulosa y las proteinas.

Los extractos son compuestos no estructurales de la biomasa lignoceluldsica
facilmente extraibles con alcohol y agua. Normalmente suman una fraccidn pequefia
de la composicién total de la paja de cebada y tienen bajo peso molecular. La cantidad
y composicién de los extractos varia enormemente entre especies, condiciones de
cultivo y area geografica.

Sun y Sun (2001) determinaron la composicion de los extractos de la paja de
cebada, extraidos con una mezcla de tolueno-etanol (2:1, v/v), cloroformo, MTBE, una
mezcla hexano-acetona (2:1, v/v) y diclorometano en un equipo Soxhlet. Dentro de los
compuestos lipofilicos, los cinco mas comunes, segun su contenido en % sobre el peso
seco de extracto, fueron los acidos grasos libres (15-38%), los esteroles (1,4-10%), las
ceras (3,4-12%), los ésteres esterilicos (5-25%) v triglicéridos (1,2-10%). En cuanto a los
compuestos fendlicos, se encontraron en pequefias cantidades (<0,4% en peso seco de
extracto) de acido p-cumarico, acido ferulico, siringaldehido, vainillina, acido, sindpico,
acido benzoico y acido m-toluénico. Ademas, las herbdceas contienen una cantidad no
despreciable de compuestos solubles en agua, entre los que se encuentra una cierta
cantidad de carbohidratos no estructurales (Slutier et al., 2010).

Las cenizas son la fraccion inorganica presente en la biomasa. Estan compuestas
por diferentes sales, silice y otros metales pesados. Narasimhalu et al. (1998)
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analizaron la composicion de 75 lotes de paja de cebada y encontraron una
composicion mineral media de 0,4% K, 0,2% Ca, 0,1% Mg, 0,1% S, 0,1% P, 0,06% Na y
trazas de Cu, Zn y Mn. Por otra parte, segun Antongiovanni y Sargentini (1991), uno de
los mayores componentes de las pajas de cereal es la silice, que en la paja de cebada
puede llegar a suponer hasta un 1,5% de la composicién total.

2. 5. Estructura de la pared celular de las células vegetales

La pared celular de las células vegetales se dispone en forma de capas que se van
depositando sobre la membrana celular desde el momento de la division hasta su
muerte. En general se distinguen tres capas diferenciadas: desde el exterior hasta el
interior se encuentran la lamina intermedia, la pared primaria y la pared secundaria
(Brett y Waldron, 1996).

La lamina intermedia es una capa muy fina que se situa entre las paredes
celulares de las células adyacentes y estd formada fundamentalmente por pectinas.

La pared primaria tiene un grosor mas o menos regular entre 0,1y 1,0 um y en
ella se combinan microfibrillas de celulosa dentro de una matriz de pectina y
hemicelulosa. La composicién depende del tipo de planta; asi, la pared primaria de las
gimnospermas, dicotiledéneas y la mayor parte de las monocotiledéneas no gramineas
contiene sobretodo pectina y xiloglucanos, mientras que las gramineas y algunas otras
monocotileddneas tienen menos pectina y mas arabinoxilanos y B-(1-3,1-4)-glucanos.
Las proteinas extensinas se situan perpendicularmente a las fibras de celulosa,
asociadas a las hemicelulosas.

La pared secundaria se diferencia principalmente porque contiene lignina, la cual
confiere una gran rigidez a la pared celular, debido a su efecto hidrofdbico y a los
enlaces covalentes entre sus unidades constitutivas. Su estructura es una matriz de
fibras de celulosa recubiertas por la hemicelulosa y unidas a ésta mediante puentes de
hidrégeno. La hemicelulosa, a su vez, se une a la lighina mediante enlaces éster y éter
(Figura 9). En cuanto a la lignina, aquélla con la que se enlaza la hemicelulosa es la
lignina no-nuclear, mientras que la lignina nuclear se encuentra formando una matriz
amorfa en la que se embeben el resto de componentes.
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Figura 9- Representacion de la pared celular primaria de una célula vegetal (McCann y Roberts,
1991).

La pared celular en su conjunto tiene una gran resistencia mecanica, debida a la
orientacién alterna de las fibras de celulosa en las diferentes capas. Suele tener una
carga negativa debido a los residuos de acido urdénico de la pectina y los xilanos, que se
ve parcialmente compensada por las cargas positivas de las proteinas y algunos iones
de hidrdgeno. El pH suele encontrarse entre 6 y 4.

3. Residuos agricolas como materia prima para la produccion de bioetanol: paja de
cebada

Una parte de los materiales lignoceluldsicos susceptibles de ser utilizados como
materia prima para la produccion de bioetanol se genera como residuos en los
procesos productivos de los sectores agricola, forestal e industrial. Los residuos
agricolas proceden de los cultivos lefiosos y herbaceos y de algunos otros cultivos con
utilidad industrial, como por ejemplo los residuos de la industria oleicola. Los residuos
forestales provienen de los tratamientos silvicolas y de mejora y mantenimiento de los
montes y masas forestales. La biomasa residual de origen industrial es la generada en
las industrias, como la papelera, y la fraccion organica de los residuos sdlidos
industriales. Muchos de estos residuos no sélo tienen un valor econémico en el
contexto en el que se generan, sino que suelen provocar problemas ambientales
durante su eliminacion.

Entre los residuos agricolas mds estudiados como materias primas para la
produccién de bioetanol hay que destacar los producidos en los cultivos del cereal, el
maiz y el procesado de la cafia de azucar (bagazo de caia). Entre los residuos del
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cultivo de cereal, la paja de cebada es uno de los residuos de mayor potencial en el
contexto espafiol y europeo por su elevado nivel de produccion. La cebada es el tercer
cereal por magnitud de produccidon en Europa, por detras del trigo y muy cerca del
maiz: un 19,3% del total de la produccién de cereales en 2012, es decir, 54,9 millones
de toneladas (Eurostat, 2012). Segun el valor tipico del indice de Cosecha (El-Banna et
al., 2011) aproximadamente un tercio de la cebada cosechada es grano, siendo el resto
residuo. Ademds, se estima que el indice de Recuperacién es de un 25%, es decir, que
un 75% de los residuos generados queda en el campo tras la cosecha. De éste 75%,
solo un 20% se destina al sector ganadero (Kretschmer et al., 2012), por lo que se
puede estimar que existen en Europa 22 millones de toneladas de paja de cebada por
afio disponibles para otros usos. Sélo en Espaia se produjeron en 2012 casi 6 millones
de toneladas de cebada, segin datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente espaiiol (MAGRAMA, diciembre 2012); se trata del segundo cultivo
en importancia por detras del trigo. Aplicando los mismos factores que en el caso
europeo, tendriamos mas de 2 millones de toneladas de paja de cebada por afio
disponibles en Espafia. Por lo tanto, en cuanto a la disponibilidad de materia prima,
existe un gran potencial a nivel europeo y espaiiol para la produccion de bioetanol a
partir de paja de cebada.

4. Proceso de produccion de bioetanol de 22 generacién

El etanol se puede obtener a partir de biomasa lignocelulésica mediante
tecnologias basadas en procesos termoquimicos o bioquimicos, y ambas rutas han
sido objeto de numerosos estudios de I+D en los ultimos afios (EBTP-SABS, 2014). La
ruta termoquimica incluye la gasificacion de los materiales lignocelulésicos para la
produccién de gas de sintesis, el cual puede catalizarse hacia la conversién en diversos
tipos de carburantes, tales como metanol, diésel sintético y etanol. Las tecnologias
bioquimicas para la produccidon de bioetanol se basan en la utilizacion de agentes
biolégicos o quimicos para la hidrdlisis de carbohidratos y fermentacién de azucares
mediante microorganismos. Estas ultimas tecnologias han alcanzado un grado de
desarrollo superior en los ultimos afos en base a un fuerte impulso de la 1+D+i de los
procesos, situandolos muy cerca de una escala comercial. No obstante, existen todavia
algunos retos tecnoldgicos cuya resolucién contribuira sin duda a mejorar la
sostenibilidad del proceso desde un punto de vista medioambiental, asi como su
competitividad econdmica.

La estrategia de proceso mas prometedora dentro del proceso de conversién
bioquimica de biomasa lignoceluldsica a etanol y la que presenta mejores perspectivas
de llegar a reducir los costes de produccién (Mussatto et al., 2010), se basa en la
utilizaciéon de agentes bioldgicos (enzimas hidroliticas) para el fraccionamiento de los
carbohidratos en azucares simples, que posteriormente son transformados a etanol
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mediante microorganismos fermentadores. Uno de los principales obstaculos al que se
enfrenta este proceso es la complejidad de la estructura de la biomasa lignoceluldsica,
gue constituye una fuerte barrera a las enzimas hidroliticas. Por ello, se requiere un
pretratamiento previo que rompa la rigida estructura de la biomasa y altere la
cristalinidad de la celulosa para facilitar la accidn de los enzimas. El mecanismo para
hacer la celulosa mas accesible a las enzimas depende del pretratamiento empleado y
de la naturaleza del material. Ademas de ser considerada una fase clave para mejorar
la efectividad del proceso de conversion bioldgica a etanol, el pretratamiento ha sido
identificado como una etapa muy significativa en cuanto a su contribucién al coste
econdmico y energético del proceso en su conjunto (Mosier et al., 2005). Existe por
tanto una necesidad de mejorar esta etapa mediante el desarrollo de procesos de
fraccionamiento de la biomasa de bajo coste energético y medioambiental, que
ademas favorezcan una mayor integracién de las distintas etapas del proceso.

Basicamente, un proceso de produccidon de bioetanol de 22 generacién por
conversion biolégica de biomasa lignoceluldsica comprende las siguientes etapas:
pretratamiento, hidrélisis enzimatica, fermentacién y destilacién (Figura 10).

Microorganismo . .
Bioetanol comercial

Enzimas fermentador

—

Biomasa l

lignoceluldsica g L

g ) Hidrolisis . Recuperacién de

—— > Pretratamiento i Fermentacion

enzimatica etanol
i(Fraccic’m liquida)

—_—

Vinazas

Figura 10- Esquema bdsico del proceso de producciéon de bioetanol a partir de biomasa
lignocelulésica por la ruta bioquimica.

4, 1. Pretratamiento

La etapa de pretratamiento es necesaria para romper la estructura de la biomasa
lighoceluldsica, atacar la matriz cristalina de la celulosa y hacer el sustrato accesible a
las enzimas hidroliticas durante la etapa de hidrélisis (Mosier et al., 2005). Como se ha
mencionado anteriormente, el pretratamiento supone uno de los grandes costes
econdmicos y energéticos del proceso. Por ejemplo, Lynd et al. (1996) estimaron el
coste del pretratamiento en un tercio del coste total del proceso, mientras que Mosier
et al. (2005) lo consideran el segundo gasto mds importante en el proceso, por detras
de la materia prima.
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El pretratamiento es un proceso crucial en la produccién de bioetanol, ya que
tiene un gran impacto en las siguientes etapas. En efecto, la hidrdlisis enzimatica y la
fermentacion se ven afectadas por factores como la digestibilidad de la celulosa, la
toxicidad y la reologia del medio, que dependen del tipo de pretratamiento y su
efectividad. Por otra parte, el pretratamiento tiene una gran influencia en la demanda
energética y de agua del proceso, que son factores claves en la eficacia global del
mismo (Galbe y Zacchi, 2012).

Segun Alvira et al. (2010) un pretratamiento efectivo y de bajo coste de la
biomasa lignocelulésica deberia cumplir los siguientes requisitos:

e Ser versatil en cuanto al tipo de materia prima.

e No requerir acondicionamiento previo de esta materia prima, como la
reduccion del tamafio de particula.

e Producir un material con una fraccion de celulosa altamente digestible.

e No producir una degradacion significativa de los azucares.

e No producir o minimizar la producciéon de compuestos toxicos para los
microorganismos fermentadores.

e Producir una lignina que sea recuperable para otros usos y subproductos.

e No producir residuos sdlidos o liquidos que requieran tratamiento especifico.

e Ser efectivo en condiciones de alta carga de sdlidos y producir una gran
concentracion de azucares en el medio de hidrdlisis.

e No precisar de grandes inversiones en los equipos (equipos con un tamaino
preferiblemente pequeiio y de materiales estandar).

e Tener un consumo energético moderado.

Actualmente no existe un pretratamiento que aune todas estas caracteristicas,
pero se han escrito un gran numero de articulos de revisién que recopilan las
diferentes tecnologias que se han investigado, con sus puntos fuertes y débiles y su
efectividad sobre diferentes sustratos (Alvira et al., 2010; Agbor et al., 2011; Galbe y
Zacchi, 2012; Zhao et al., 2012; Sathitsuksanoh et al., 2013; Cardona et al., 2014).

Una de las clasificaciones que se pueden hacer dentro de los pretratamientos es
segln el tipo de agente utilizado para alterar la estructura de la biomasa
lignoceluldsica (Tomas-Pejo et al., 2011). De acuerdo con esta clasificacién, en la tabla
1 se presenta un resumen de los pretratamientos que han sido objeto de estudio en
los ultimos afios.
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Tabla 1- Clasificacién de los pretratamientos de la biomasa lignocelulésica segun el tipo de
agente empleado (Tomas-Pej6 et al., 2011).

Tipo de agente

Pretratamiento

Principio

Reduccion del tamafio de particula en un

Molienda )
Fisico molino
Extrusién Accién mecanica de un tornillo sin fin
Acido Efecto catalitico sobre la hemicelulosa
) Deslignificacidn e hinchamiento de las
Alcalino .
fibras vegetales
L. Extraccion de la lignina mediante
Quimico Organosolv . L
disolventes organicos
Ozondlisis Deslignificacidon por oxidacion con ozono

Liquido idnico

Solubilizaciéon de los carbohidratos y la
lignina

Fisico-quimico

Oxidacion humeda

Oxidacidn con oxigeno a altas temperaturas
y presiones

Microondas

Uso de microondas en medio acuoso para
generar efectos térmicos y degradativos de
la lignocelulosa

Ultrasonidos

Cavitacién en medio liquido que facilita la
accion enzimatica y abre la superficie de las
fibras

Liquid Hot Water (LHW)

Uso del agua a alta presién y temperatura
para alterar la estructura de la biomasa

Explosién de vapor

Tratamiento con vapor a alta presiony
temperatura seguido por una liberacion
subita de la misma

Explosidn con amoniaco
(Ammonia Fiber
Explosion, AFEX)

Similar a la explosion de vapor, pero con
amoniaco en vez de vapor de agua

Sulfitos (Sulfite
Pretreatment to
Overcome Recalcitrance
of Lignocellulose, SPORL)

Tratamiento con una disolucion de sulfito
seguido por una reduccion del tamafio de
particula. Especial para maderas.

Fluido supercritico

Extraccion de lignina con un fluido
supercritico.

Bioldgico

Hongos

Degradacidn de lignina y hemicelulosa
mediante un hongo
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Los pretratamientos de tipo térmico o termo-quimico son hasta el momento los
mas prometedores para el pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica debido a su
probada efectividad en muchos tipos de biomasa lignoceluldsica y a que su tecnologia
estd bien establecida a nivel comercial (Chandra et al., 2007; Jgrgensen et al., 20073;
Alvira et al., 2010). Sin embargo, las altas temperaturas que emplean pueden provocar
una cierta pérdida de carbohidratos por degradacién de los aztcares hemiceluldsicos y
la formacion de posibles toxicos. Este hecho implica ademds que a menudo el material
precisa de posteriores etapas de acondicionamiento antes de ser hidrolizado vy
fermentado.

Dentro de los pretratamientos de tipo quimico, los pretratamientos con acido
buscan disolver la fraccion hemicelulésica de la biomasa para asi hacer mas accesible la
celulosa. Este tipo de pretratamientos se puede llevar a cabo con acidos concentrados
o diluidos, siendo preferibles los acidos diluidos, ya que los concentrados pueden dar
lugar a compuestos inhibidores, como se comenta mds adelante en este capitulo.
Ademas, especialmente el caso de acidos concentrados, implica un mayor gasto en
equipos resistentes a la corrosién y en la recuperacion del reactivo después del
pretratamiento. El 4cido mds comunmente utilizado en este tipo de pretratamiento es
el H,SO, diluido, pero también se han estudiado el HCl, el H3PO,4, el HNOs y algunos
acidos organicos como el maleico y el fumarico (Alvira et al., 2010).

Los pretratamientos alcalinos mds comunes se llevan a cabo con NaOH, KOH o
Ca(OH),. Los alcalis actuan solubilizando la lignina y reaccionando con los grupos
acetilo de la hemicelulosa. Ademas, se ha descrito que el tratamiento con NaOH
produce un efecto de esponjamiento de las fibras (este aspecto se discute mads
detalladamente en el Capitulo Ill). Como los acidos, las bases plantean algunos
problemas de manejo y es necesario incorporar sistemas para su recuperaciéon, de
forma que se reduzca el gasto asociado a su consumo.

Dependiendo del tipo de pretratamiento y de la materia prima empleada, se
pueden producir una serie de compuestos potencialmente inhibidores de la hidrdlisis
como furaldehidos, acidos débiles y fenoles (Olafsson et al., 2008). Los furaldehidos
mas comunes son: HMF (5-hidroxi-metil-2-furaldehido) y furfural (2-furaldehido). El
primero es un producto de degradacién de las hexosas y el segundo de las pentosas, y
se forman en pretratamientos que emplean condiciones severas (altas T y condiciones
acidas). Los acidos débiles (acido acético, levulinico y férmico) provienen, bien de la
desacetilacion de las hemicelulosas, o bien de la degradacion ultima del HMF. Los
fenoles, por su parte, son productos de degradacion de la lignina y dependiendo de la
estructura de ésta pueden ser de un tipo u otro.

Otros tipos de pretratamientos quimicos son la ozondlisis, que emplea ozono
producido a partir de oxigeno puro o de aire, los procesos con organosolventes
(metanol, etanol, acetona, etilen-glicol...) y los pretratamientos con liquidos iénicos
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(sales liguidas a temperatura ambiente, formadas por cationes organicos de gran
tamafio y pequefios aniones inorganicos). Estos tres tipos de pretratamiento son
capaces de solubilizar la lignina de la biomasa lignoceluldsica y, en el caso de los
liquidos idnicos, también los carbohidratos. Otra caracteristica comun es el elevado
coste de los reactivos y la necesidad de una separacion posterior del sustrato
pretratado, bien para conseguir reciclar los productos quimicos, bien para evitar un
posible efecto inhibidor sobre la hidrdlisis y la fermentacion.

Los pretratamientos fisicos, tales como la molienda, requieren en general un
gran aporte de energia y su efectividad es limitada. Esta se basa en la reduccién del
tamafio de particula, lo cual afecta a la cristalinidad de la celulosa y al tamafo de poro.

Por ultimo, los pretratamientos bioldgicos se llevan a cabo tipicamente
mediante microorganismos capaces de degradar la madera (hongos o bacterias). Estos
pretratamientos son muy atractivos desde el punto de vista econdmico, ya que no
precisan del uso de reactivos y tienen un gasto energético y de inversién menor que
otros pretratamientos. Sin embargo, la efectividad de los microorganismos ensayados
hasta el momento es baja en comparacién con otros métodos de pretratamiento,
conduciendo a bajos rendimientos de hidrélisis. Esta baja eficiencia se relaciona con el
consumo no solo de lignina, sino también de celulosa y hemicelulosa en su
metabolismo (Singh et al.,, 2008), la necesidad de controlar estrictamente el
crecimiento de los microorganismos, los largos tiempo de residencia (10-14 dias)
asociados y la necesidad de grandes volumenes de reactor (Chandra et al., 2007).

En el presente trabajo se ha elegido el pretratamiento por extrusién de la paja
de cebada como alternativa a otros tratamientos bien estudiados, como por ejemplo,
los de tipo hidrotérmico. Si bien se ha demostrado que estos son efectivos en una
amplia variedad de materiales lignoceluldsicos, requieren la utilizaciéon de elevadas
temperaturas y, en la mayoria de los casos, etapas posteriores de destoxificacion y/o
lavado del sustrato pretratado. La versatilidad del tratamiento de extrusién en cuanto
a la gran variedad de sustratos que se pueden utilizar, los diferentes efectos
producidos en la biomasa en base a numerosas configuraciones que se pueden
emplear en el extrusor y su capacidad de integrar otros pretratamientos y/o etapas del
proceso, hacen de su estudio un tema de indudable interés.
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4.1.1. La extrusion

La extrusion es un pretratamiento termo-mecanico relativamente novedoso que
se puede aplicar a la biomasa lignocelulésica. Su accion se basa en el giro de uno o dos
tornillos sin fin dentro de una carcasa ajustada y con control de temperatura,
produciéndose un fuerte rozamiento entre la biomasa, el filete del tornillo y las
paredes del mdédulo. Los tornillos estan compuestos por unos ejes estriados sobre los
gue se van montando, consecutivamente, piezas cortas denominadas elementos de
tornillo. Estos elementos tienen diferentes formas, segin el efecto que producen
sobre el flujo de biomasa: transporte, mezcla, presion o combinaciones de estos
(Figura 11).

(T) (M) (R)

Figura 11- Representacion de los tres tipos de elementos de tornillo usados en el EV 25. Entre
paréntesis, tipo de efecto principal: T-transporte; M-mezcla; R- rozamiento.

La extrusidn se caracteriza por transmitir al material fuerzas de cizallamiento
elevadas y por lograr una rapida transferencia de calor y una mezcla rapida y completa
del material (Karunanithy y Muthukumarappan, 2010a). Se trata de un pretratamiento
versatil que puede ser usado solo o en combinacion con otros pretratamientos. Por
ejemplo, segun la configuracion de proceso, se puede afiadir un catalizador quimico
antes, o durante la extrusidon (extrusidn reactiva), para potenciar el efecto sobre la
biomasa. Un esquema simplificado de un extrusor como el empleado en este trabajo
se muestra en la figura 12.
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Figura 12- Esquema simplificado de un equipo de extrusion de doble husillo. A) Dosificador de
biomasa, B) Motor, C) Carcasa con control térmico, D) Tornillos, E) Bombas
periféricas para la adicién de liquidos.

Existen diferentes tipos de extrusores, siendo la principal division entre
extrusores de husillo simple y doble. Los primeros producen exclusivamente una
mezcla distributiva, mientras que al emplear los extrusores de doble husillo
denominados de interpenetracidon total, se consigue una mezcla distributiva y
dispersiva (hay cambios en las propiedades fisicas del material) (Kalyon y Malik, 2007).
Dentro de estos Uultimos, se distingue entre extrusores de doble husillo con
interpenetracion total de giro contrario y de giro paralelo. Para el pretratamiento de la
biomasa, el tipo mas adecuado seria un extrusor de doble husillo co-rotativo (de giro
paralelo) con interpenetracién total, ya que permite un éptimo funcionamiento del
equipo, consiguiendo al mismo tiempo grandes fuerzas de rozamiento que actuan
sobre el material a lo largo del proceso. Este tipo de extrusién se caracteriza por la
posibilidad de crear tapones dinamicos (zonas de mayor presion) dentro del extrusor
mediante la combinacion de elementos de transporte, de mezcla y de flujo inverso. La
formacién de un tapdn dinamico estable depende también de las propiedades de flujo
de la mezcla de biomasa y aditivos (Sentruk-Ozer et al., 2011).

Existe un gran numero de variables que pueden afectar a la efectividad del
pretratamiento por extrusién. Karunaninthy y Muthukumarappan (2013), en su
revision sobre esta tecnologia, hacen referencia al radio de compresiéon (en los
extrusores de un solo husillo), la configuracidon del tornillo, la velocidad de giro y la
temperatura. Ademas, otros autores hablan de la importancia del torque (Scott et al.,
2011; Karunanithy y Muthukumarappan, 2011c), la relacion liquido a sélido (L/S) en el
extrusor (Chen et al., 2010; Karunanithy y Muthukumarappan, 2011a, b, c; Choi et al.,,
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2013a), o la configuracién del proceso (Duque et al., 2014b). El consumo energético
del extrusor se relaciona con un parametro denominado torque, que es la fuerza
necesaria para hacer girar el motor. A su vez, el valor del torque estd relacionado con
la velocidad del tornillo, el nivel de llenado del extrusor en funcionamiento y con la
viscosidad del material dentro del mismo (Karunanithy y Muthukumarappan, 2012).

Muchos de estos parametros, estan relacionados entre si, por lo que en
ocasiones es dificil aislar los efectos individuales de cada uno. Por ejemplo, en el caso
de la velocidad de giro, se han descrito efectos distintos que dependen del material
extrusado (Karunanithy y Muthukumarappan, 2010a) o de la temperatura (Lamsal et
al., 2010). Por otra parte, se ha descrito que la velocidad del tornillo es mas
determinante cuando se utiliza la extrusién sola, que cuando se combina con un alcali
(Zhang et al., 2012), pero esto puede estar ligado a la relaciéon de flujos liquidos y
sélidos en el extrusor o al efecto de la sosa, que enmascare una influencia mas
pequefiia de la velocidad.

Entre las ventajas de la extrusion respecto de otros tratamientos descritos en la
bibliografia, se encuentra que se puede trabajar en continuo, que existen equipos
comerciales para trabajar a escala industrial y que puede ser facilmente adaptado para
diferentes configuraciones de proceso (Karunanithy y Muthukumarappan, 2013).
Ademas, como se ha mencionado anteriormente, las temperaturas moderadas que se
pueden emplear durante la extrusion pueden evitar la produccién de productos de
degradacion de los azucares con efectos inhibidores sobre las enzimas y las levaduras,
como el furfural o el hidroxi-metil furfural (HMF).

En los Ultimos afios, la extrusion ha atraido bastante atencién y se han publicado
varios estudios acerca de la efectividad de la extrusién como pretratamiento para la
produccién de azlcares a partir de diferentes materias primas lignocelulésicas, bien
sea como tratamiento Unico (Karunanithy y Muthukumarappan, 2010a, 2010b, 2011a,
2011e; Karunanithy et al., 2012; Yoo et al., 2012; Zhang et al., 2012), o en combinacién
con una extraccion acuosa (Karki et al., 2011; Chen et al., 2011), con alcali (Dale et al.,
1999; Karunanithy y Muthukumarappan, 2011b, 2011c, 2011d; Lamsal et al. 2010;
Duque et al., 2013; Duque et al., 2014b; Liu et al., 2013; Kang et al., 2013; Han et al.,
2013), acido (Choi et al., 2012, 2013 a y b; Um et al., 2013; Kim et al., 2013) u otros
reactivos (Eckard et al., 2011; Lee et al., 2009; Da Silva et al., 2013). Los resultados en
cuanto a efectividad del pretratamiento varian segun el tipo de biomasa y las
condiciones de pretratamiento, pero mejoran en todos los casos respecto de una
materia prima sin tratar. La tabla 2 resume los diferentes estudios publicados sobre la
extrusion de biomasa lignoceluldsica que se han llevado a cabo en los ultimos afios.
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Tabla 2- Resumen de los pardmetros de operacion y efectos producidos en la biomasa lignoceluldsica por el tratamiento de extrusidn, descritos en la

bibliografia.
Materia Condiciones . .
. i .. Pretratamientos . Referencia
prima/Tipo de Optimas de L. Efectos observados sobre la biomasa o
.. adicionales bibliografica
extrusor extrusion
Bagazo de maiz / ) » ) o Karunanithy y
] 75 rpm . Mejora de la recuperaciéon de azlcares por hidrdlisis
Extrusor de husillo No estudiado . Muthukumarappan
, 125°C enzimatica
simple (2010b)
Pasto varilla ) » . o
. . 50 rpm Mejora de la recuperacidn de azlcares por hidrdlisis Karunanithy y
(Panicum virgatus) . L
] 150°C No estudiado enzimatica Muthukumarappan
Extrusor de husillo L
. 15% humedad Desacetilacion (2010a)
simple
Spartina pectinata / 50 rpm Mejora de la recuperaciéon de azlcares por hidrolisis Karunanithy y
Extrusor de husillo 502C No estudiado enzimatica Muthukumarappan
simple 25% humedad Desacetilacién (2010a)

Pasto varilla /
Extrusor de husillo
simple

155 rpm
176°C
20% humedad
8 mm particula

No estudiado

Mejora de la recuperaciéon de azucares por hidrolisis
enzimatica

Desacetilacion

Aumento del area superficial un 50% respecto a la
materia prima

Karunanithy y
Muthukumarappan
(2011a)

Pasto varilla,
bagazo de maiz,
Andropogon
gerardii, Spartina
pectinata / Extrusor
de husillo simple

50-150 rpm
50-1502C
15-14% humedad
2:1y3:1
compresion

No estudiado

Mejora de la recuperaciéon de azucares por hidrolisis
enzimatica (influencia del parametro torque)

Karunanithy y
Muthukumarappan
(2012)




Tabla 2 (continuacion)

Materia Condiciones . :
. i .. Pretratamientos . Referencia
prima/Tipo de Optimas de . Efectos observados sobre la biomasa o
.. adicionales bibliografica
extrusor extrusion
Vainas de soja / 350 rpm ) By o
. Mejora de la produccion de glucosa por hidrdlisis
Extrusor de doble 802C No estudiado . Yoo et al. (2011)
) enzimatica
husillo 40% humedad
Mejora de la produccion de glucosa por hidrdlisis
Vainas de soja / 280-350 rpm ors. g & P
. enzimatica
Extrusor de doble 40°C - 80eC No estudiado o B Yoo et al. (2012)
. Efectividad demostrada para la produccién de etanol
husillo 50% humedad e
(15,4 g/l etanol con un 10% solidos inicial)
Mejora de la recuperacion de azlcares por hidrolisis
Bagazo de maiz / 80 rpm J . P P
. enzimatica
Extrusor de doble 50y 1409C No estudiado Zhang et al. (2012)

husillo

27,5% humedad

Aumento del drea superficial y de la exposicion de la
celulosa (SEM)

Paja de arroz /

Extraccidn con agua

Mejora de la recuperaciéon de azucares por hidrolisis

40 rpm
Extrusor de doble 1202C caliente catalizada por enzimatica Chen et al. (2011)
husillo ) H,S0, (3%),1302C, 20 min Reduccidon del diametro de particula hasta 100um
Extraccidn con agua
Vainas de soja / lent 50°Cg+ Mejora de la produccién de glucosa por hidrolisis
caliente a 509
Extrusor de doble 100°C . enzimatica Karki et al. (2011)
husil ultrasonidos, NaOH, H,SO,, Deslignificacié
usillo
NH,OH eslignificacién
Madera de abeto . ., S
] 45-120 rpm . Mejora de la produccién de glucosa por hidrdlisis
Douglas y eucalipto Reactor de agua caliente a .
Temperatura ., enzimatica Lee et al. (2010)
/ Extrusor de doble ] presion (1802C) » .
ambiente Mayor alteracién de las fibras (SEM)

husillo
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Tabla 2 (continuacion)

Materia Condiciones . :
. i .. Pretratamientos . Referencia
prima/Tipo de Optimas de L. Efectos observados sobre la biomasa o
.. adicionales bibliografica
extrusor extrusion
Bagazo de maiz /
Extrusor de doble 500rpm AFEX Mejora de la digestibilidad rumiante Dale et al. (1999)
husillo
. Mejora del rendimiento de hidrélisis en base a la
Miscanthus / » ) . )
100 rpm Impregnacion con NaOH liberacién de glucosa y xilosa .
Extrusor de doble . . » De Vrije et al. (2002)
husillo 100eC (12% p/p) durante 40 min Efectividad demostrada para la produccidon de acetato
(42 mM) y de hidrégeno (82 mM)
Salvado de trigo / | By NaOH Mejora del rendimiento de hidrélisis en base a la
alvado de trigo mpregnacion con NaOH, ., ,
& 7Hz/1509C preg produccidn de azucares reductores

Extrusor de doble
husillo

3,7Hz/110°C

urea, tiourea y CaCl, (10%
p/p cada uno)

Deslignificacidn
Reduccidn de la cristalinidad (XDR)

Lamsal et al. (2010)

Vainas de soja /

Impregnacion con NaOH,

Mejora del rendimiento de hidrélisis en base a la

7Hz/1509C ; produccidn de azucares reductores
Extrusor de doble urea, tiourea y CaCl, (10% o Lamsal et al. (2010)
. 3,7Hz/110°C Deslignificacion
husillo p/p cada uno) B o
Reduccidn de la cristalinidad (XDR)
Pasto varilla / 118 rpm » ) » . o Karunanithy y
. Impregnacion en NaOH al Mejora de la recuperacion de azlcares por hidrdlisis
Extrusor de husillo 1802C . " Muthukumarappan
. 2% durante 30 min enzimatica
simple 6 mm particula (2011c)
Andropogon 155 rpm ., . y ) o Karunanithy y
. Impregnacion en NaOH al Mejora de la recuperacién de azucares por hidrélisis
gerardii/ Extrusor 90°C . o Muthukumarappan
. ] 2% durante 30 min enzimatica
de husillo simple 4 mm particula (2011d)




Tabla 2 (continuacion)

Materia
prima/Tipo de
extrusor

Condiciones optimas
de extrusion

Pretratamientos
adicionales

Efectos observados sobre la biomasa

Referencia
bibliografica

Bagazo de maiz /
Extrusor de doble
husillo

80 rpm
140°C
4% (p/p) NaOH/MP

Impregnacion con NaOH

al 14%

Mejora de la recuperacidon de azucares por hidrdlisis
enzimatica

Aumento de la porosidad (por adsorcion del tinte Congo
red)

Zhang et al. (2012b)

Paja de cebada /
Extrusor de doble
husillo

150 rpm
682C
6% (p/p) NaOH/MP

NaOH al 10%

Mejora del rendimiento de hidrélisis en base a la
liberacién de glucosa y xilosa

Duque et al. (2013)

Paja de cebada /
Extrusor de doble

150 rpm
682C

NaOH al 10%,
neutralizacion con

Mejora del rendimiento de hidrélisis en base a la
liberacion de glucosa y xilosa
Efectividad demostrada para la produccion de etanol a

Duque et al. (2014b)

husillo 8% NaOH/MP HsPO
¢ (p/p) / o altas cargas de sélido (29 g/l etanol al 20% sdlidos)
Miscanthus / 80 rpm . .
Efectividad demostrada para la produccion de etanol a
Extrusor de doble 95¢C NaOH (0,4 M) o o Kang et al. (2013)
. altas cargas de sélido (67 g/l etanol al 25% sdlidos)
husillo 13% (p/p) NaOH/MP
Paja de cebada / 100 rpm . .
Efectividad demostrada para la produccion de etanol a
Extrusor de doble 87°C NaOH (0,58M) o o Han et al. (2013)
. altas cargas de sélido (46 g/l etanol al 20% sdlidos)
husillo 16% (p/p) NaOH/MP
Bagazo de maiz / 99¢C Mejora de la produccion de azucares por hidrdlisis

Extrusor de doble
husillo

% S/L ratio
6% (p/p) NaOH/MP

NaOH con preservacién

de calor 1h

enzimatica
Deslignificacion (71%)

Liu et al. (2013)
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Tabla 2 (continuacion)

Materia
prima/Tipo de
extrusor

Condiciones optimas
de extrusion

Pretratamientos
adicionales

Efectos observados sobre la biomasa

Referencia
bibliografica

Serrin de chopo /
Extrusor de doble

60 rpm
180°C

H,S0,4 (4% p/v)

Mejora de la produccién de glucosa por hidrdlisis
enzimatica
Efectividad demostrada para la produccién de etanol (40

Kim et al. (2013)

husillo 54% H,SO,/MP
(p/p) H2504/ g/l etanol al 6% sdlidos, fed-batch)
20 rpm
Paja de colza / ) B o
1652C Mejora de la produccion de glucosa por hidrdlisis .
Extrusor de doble H,S0,(3,5% p/v) . Choi et al. 2012
. 31-48%(p/p) enzimatica
husillo
H,S04/MP
Paja de colza / 30 rpm ) . ) o
Mejora de la produccion de azucares por hidrdlisis .
Extrusor de doble 1652C H,S04(3% p/v) Choi et al. (2013a)

husillo

40% (p/p) H2S04/MP

enzimatica

Paja de colza /
Extrusor de doble
husillo

60 rpm
1652C
27% (p/p) H,SO./MP

H,504(2% p/v)

Mejora de la produccidn de glucosa por hidrdlisis
enzimatica

Efectividad demostrada para la produccién de etanol (16
g/l etanol al 6% extrusado)

Choi et al. (2013b)

. 20 rpm , , Mejora de la produccion de glucosa por hidrdlisis
Paja de colza / Agua caliente 6 o
170°C i enzimatica
Extrusor de doble NaOH (0,5% p/v) 6 B . ) o Um et al. (2013)
. 1:3S/L Reduccién del tamaiio de particula y de la cristalinidad
husillo H,S0, (2% p/v)
(XRD) a temperaturas altas
Bagazo de maiz / 155 rpm 0,3 g polietilen-glicol/ Mejora de la produccién de gl hidrolisi
§ olietilen-glico ejora de la produccion de glucosa por hidrdlisis
Extrusor de husillo P &p & & J . P & P Eckard et al. (2011)
90 - 1802C glucano enzimatica

simple




Tabla 2 (final)

Materia
. . Condiciones optimas de Pretratamientos . Referencia
prima/Tipo de L . Efectos observados sobre la biomasa o
extrusion adicionales bibliografica
extrusor
Madera de abeto
Mejora de la produccion de glucosa por hidrélisis
Douglas / Extrusor ) ) .
. 50 rpm Etilen-glicol enzimdtica Lee et al. (2009)
de doble husillo o
. Mavor fibrilacidn (SEM)
contra-rotativo
. Mejora de la produccion de glucosa por hidrélisis
Bagazo de cafia de 15 rpm e "
, Liquido idnico (LI) enzimatica .
azucar / Extrusor de 140°C Da Silva et al. (2013)

doble husillo

25y 50% (p/p) LI/MP

[Emim]-[Ac]

Descenso en la cristalinidad (WAXD) y aumento del area
superficial (FE-SEM)

Pasto varillay
Spartina pectinata /
Extrusor de husillo
simple

155 rpm
176 y 1802C
8 mm particula
20% humedad

Ozonizacién
37-365 mg ozono/h
2,5-10 min

Mejora de la recuperacion de glucosa por hidrélisis
enzimatica
Desacetilacién

Karunanithy et al.
(2014)

Paja de cebada /
Extrusor de doble
husillo

150 rpm
68y 50°C
8% (p/p) NaOH/MP
2,5% (p/p)proteinas/MP

NaOH al 10%,
neutralizacién con
HsPO, y adicion de

enzimas en el extrusor

Mejora de la produccion de azucares por hidrdlisis
enzimdtica

Solubilizacién de azlcares (17%)

Reduccidn del tamafio de particula

Duque et al. (2014a)

Residuo de maiz, 85-200 rpm

bagazo de agave, 68-100°C L Mejora de la produccion de azucares por hidrdlisis
. NaOH, neutralizacién L

residuo de palma 7,5-12,6% (p/p) L, enzimatica Vandenbossche et al.
. . con H;PO, y adicion de L )

aceitera, paja de NaOH/MP . Solubilizacion de hemicelulosa (2014)

enzimas en el extrusor
cebada / Extrusor 2,5-11% (p/p) Aumento de la cantidad de celulosa tipo Il
de doble husillo proteinas/MP
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Como se puede ver en la tabla 2, se han ensayado una gran variedad de materias
primas para su pretratamiento mediante extrusidon. La mayor parte de los estudios se
han realizado sobre residuos agricolas, que son mas blandos y faciles de extrusar; sin
embargo, algunos investigadores han utilizado maderas de chopo (Kim et al., 2013),
abeto y eucalipto (Lee et al., 2009, 2010).

En el anadlisis de los resultados publicados, es necesario puntualizar que existe
una gran heterogeneidad en cuanto a la forma de calcular los rendimientos de
azucares y etanol. Segun el autor, éstos se expresan en base al contenido de celulosa y
hemicelulosa en la materia prima, respecto al material extrusado por peso de material
completo afiadido al experimento, o referidos a la cantidad de glucosa y xilosa
potenciales expresados en porcentaje. Por ello, en la tabla no se han mostrado los
resultados cuantificables extraidos directamente de los articulos, porque es dificil
comparar directamente entre ellos, si bien se ha tratado de recoger los efectos
principales producidos por la extrusion.

En cuanto al tipo de equipos de extrusién empleado, la mayor parte de los
estudios publicados se llevaron a cabo en extrusores de doble husillo de tipo co-
rotativo, que son los mds adecuados para el tratamiento de la biomasa, debido a que
producen una buena mezcla dispersiva (Sentruk-Ozer et al., 2011). El tipo de extrusor
es un factor que puede influir en los resultados finales, ya que los efectos mecanicos
no son iguales cuando se cuenta con un extrusor de husillo simple o doble.

En la mayoria de casos se emplearon velocidades de tornillo no muy altas (<150
rom), con vistas a intentar conseguir un mayor tiempo de residencia dentro del
extrusor, ya que son equipos que se caracterizan por tiempos cortos de tratamiento.
Las temperaturas empleadas son muy variables, oscilando entre 50 y 180¢°C.
Numerosos trabajos emplean temperaturas por encima de 902C, pero temperaturas
mas bajas también se mostraron efectivas, por ejemplo, para el pretratamiento de
Spartina pectinata (Karunanithy y Muthukumarappan, 2010a), vainas de soja (Yoo et
al., 2011, 2012), madera de abeto y eucalipto (Lee et al., 2010), Andropogon gerardii
(Karunanithy y Muthukumarappan, 2011d) o paja de cebada (Duque et al., 2013,
2014b; Han et al., 2013). La posibilidad de usar una temperatura de operacién mas
baja conservando una efectividad razonable, influiria positivamente en el balance
energético del pretratamiento.

De la bibliografia publicada se puede inferir que la extrusidn como Unico
pretratamiento produce una serie de efectos sobre las fibras de la biomasa. Asi, se ha
descrito que la extrusién como tal produce un aumento del area superficial y una
mayor exposicidon de las fibras (Karunanithy y Muthukumarappan, 2011a; Chen et al.,
2011; Zhang et al., 2012a; Lee et al., 2009, 2010...). También se observaron cambios en
la cristalinidad, aunque éstos no presentan una tendencia clara. Por ejemplo, Yoo et
al. (2011) hallaron un aumento de la cristalinidad de tipo | en los sustratos extrusados,
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lo que atribuyeron a la cristalizacion de la celulosa amorfa. Sin embargo, Zhang et al.
(2012a) observaron la transicion de Crl a Crll, sin que se produjesen cambios
significativos en la cristalinidad global.

Estos mismos efectos se observan al combinar la extrusidn con otros
pretratamientos, si bien en estos casos, resulta dificil determinar cual es la
contribucién real de cada pretratamiento al efecto obtenido sobre la biomasa. Asi,
Dale et al. (2009), Liu et al. (2013) y Duque et al. (2014a) constataron una ruptura
mecanica de las fibras y una reduccidn del tamafio de particula en extrusiones alcalinas
en un proceso AFEX y con NaOH, respectivamente. Autores como Da Silva et al.
(2013), Um et al. (2013) y Lamsal et al. (2010) encontraron que la extrusién combinada
con diferentes reactivos (dlcali, acido, agua caliente y liquido iénico) producia un
descenso del grado de cristalinidad, y en concreto Um et al. (2013) relacionan una
disminucion en este parametro con el aumento de la eficacia de la sacarificacion. Sin
embargo, si es posible hablar de que la extrusién reactiva potencia el aumento del
area superficial de los extrusados, bien mediante la hidrdlisis parcial de Ila
hemicelulosa, lo que despeja el acceso a la celulosa (observado en pretratamientos de
extrusion con 4acido y con extraccion con agua caliente como los de Lee et al., 2010;
Kim et al., 2013; Choi et al., 2013a y b), o bien a través de cambios en la lignina (una
cierta deslignificacion fue observada en pretratamientos alcalinos por De Vrije et al.,
2002; Zhang et al., 2012b; Khang et al., 2013; Han et al., 2013; Liu et al., 2013, y Lamsal
etal., 2010).

Una observacion importante es que, en las condiciones descritas en la
bibliografia, no se produjeron inhibidores (furfural, HMF, acido acético) durante el
pretratamiento, o lo hicieron en cantidades por debajo de los niveles considerados
criticos.

4. 2. Hidrdlisis enzimatica

La utilizacion de la ruta bioguimica supone llevar a cabo una etapa de hidrdlisis
con catalizadores biolégicos (enzimas) para romper los polisacaridos de la biomasa en
unidades monoméricas que puedan ser metabolizadas por los microorganismos
fermentadores para producir etanol. Esto se logra gracias a la accion combinada de
diferentes enzimas hidroliticas.

Existen diferentes tipos de enzimas hidroliticas, dependiendo del tipo de
carbohidrato sobre el que actiue o enlace que rompan especificamente: celulasas,
xilanasas, celobiasas, esterasas, arabinofurosidasas, etc. Debido a la complejidad de la
biomasa lignoceluldsica, son necesarias varias actividades para obtener una hidrdlisis
de los carbohidratos contenidos en ella. Los dos grupos de enzimas mas relevantes
para la hidrdlisis de la lignocelulosa son las enzimas celuloliticas y las hemiceluloliticas,
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ya gque estos son sus polimeros principales. No obstante, las actividades concretas y su
proporcién correcta dependen del tipo de material y del pretratamiento al que ha sido
sometido.

4.2.1. Enzimas
4. 2. 1. 1. Enzimas celuloliticas

Las enzimas celuloliticas o celulasas son producidas por un gran numero y
variedad de microorganismos, incluyendo hongos y bacterias, como parte de su
metabolismo. Estos microorganismos pueden ser aerobios o anaerobios, termofilicos o
mesofilicos. Dentro de ellos, los géneros Clostridium, Cellulomonas,
Thermomonospora, Trichoderma y Aspergillus son los productores de celulasas mas
estudiados. El hongo filamentoso Trichoderma reesei es actualmente un modelo de
produccién eficiente de celulasas y hemicelulasas, y como tal lidera la produccién a
escala comercial.

Las celulasas tienen por lo general una estructura modular, compuesta por un
modulo de unién a la celulosa (carbohydrate binding module, CBM) y un nucleo o
dominio catalitico (catalytic domain, CD), unidos entre si mediante un conector flexible
y frecuentemente glicosilado (Quinlan et al., 2010). La funcién de los CBM es facilitar
la transferencia entre la fase soluble y el sustrato insoluble. La unién del CBM a la
celulosa libera un oligoglucano de cadena corta, facilitando asi su asociacién con el CD.

Las enzimas celuloliticas se pueden clasificar en tres grandes grupos: las
endoglucanasas, las celobiohidrolasas y las 3-glucosidasas.

Las endoglucanasas (EG) son enzimas endocelulasas que actian de forma no
progresiva, rompiendo aleatoriamente los enlaces B(1-4) dentro de la cadena, dando
lugar a cadenas de glucosas mas cortas y disminuyendo rapidamente el grado de
polimerizacién. Tienen una preferencia catalitica por la celulosa no cristalina. La
configuracion de su dominio catalitico, mas abierto, es el responsable de su accién no
progresiva y su endo-actividad.

Las celobiohidrolasas (CBH) son exoglucanasas progresivas que hidrolizan los
enlaces B(1-4) de la cadena de celulosa a partir de los extremos liberando celobiosa o
glucosa, produciendo una disminucién gradual en el grado de polimerizacién. Su
actividad se desarrolla sobre la celulosa cristalina. Existen dos tipos de
celobiohidrolasas, CBH-I y CBH-II, que actuan sobre el extremo reductor y no reductor
de la cadena de celulosa, respectivamente. Sus sitios activos se encuentran en un tunel
en el CD, a lo que se atribuye su actuacion progresiva.
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Por dultimo, las enzimas RB-glucosidasas (BG) atacan a la celobiosa y a los
oligosacaridos (celodextrinas), liberados por la accion de las exoglucanasas, y los
hidrolizan a D-glucosa.

Entre estas tres actividades enzimaticas existen diferentes sinergias (Quinlan et
al., 2010), como la sinergia exo-endo, que consiste en que la despolimerizacion
causada por la accidn primera de las endoglucanasas genera nuevos extremos sobre
los que pueden actuar a continuacion las exoglucanasas, o la sinergia exo-exo, por la
que la accién combinada de las CBH-I y CBH-Il desprenden capas de celulosa, creando
nuevos puntos de unidn para las enzimas. Una sinergia muy importante es la que se
establece entre las CBHs y la BG; la actividad de las celobiohidrolasas es inhibida por la
propia celobiosa que producen, por lo que el papel de la B-glucosidasa en la
preparacidon enzimatica es muy relevante, al reducir el nivel de celobiosa en el medio
(Bezerra y Dias, 2005). Ademas, existen sinergias con la adiciéon de hemicelulasas y B-
xilosidasas.

4. 2. 1. 2. Otras enzimas implicadas en la hidrdlisis de la celulosa

Mas recientemente se ha descubierto una familia de enzimas que producen una
ruptura oxidativa de la celulosa, las monooxigenasas poliméricas liticas (Horn et al.,
2012). Estas poseen sitios de unidn planos, que se adheririan a las superficies
cristalinas planas del sustrato, cortando el polimero e introduciendo a la vez un grupo
cargado. El producto de esta reaccidon no es un azucar, sino el acido glucénico. La
inclusién de este grupo de enzimas en los cécteles hidroliticos requiere de un estudio
previo de optimizacion, ya que, por una parte, la actividad oxidativa genera mas sitios
de unién para las enzimas hidroliticas, mientras que, por otro lado, se produce una
pérdida de etanol potencial, debido a la formacién del acido glucdénico, que no puede
ser metabolizado por los microorganismos.

En los ultimos tiempos, se ha descrito el papel que podrian jugar en la hidrdlisis
de los carbohidratos otras proteinas no hidroliticas que remodelan la pared celular,
tales como las expansinas, identificadas en plantas. Se ha planteado que estas
proteinas afectan los puentes de hidrégeno que unen los filamentos de celulosa y de
la celulosa con otros polisacdridos, mediante un proceso no enzimatico, que favorece
la posterior degradacién de la pared celular (Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2011).
Actuarian asi en combinacidn con las celulasas favoreciendo la liberacién de azlcares
y haciendo mas eficiente el proceso de hidrdlisis. Del mismo modo, se han identificado
otras enzimas pertenecientes a este mismo grupo de proteinas no hidroliticas, tales
como las swolleninas vy looseninas por su potencial en la mejora de la hidrélisis de los
carbohidratos. Como las expansinas, su efecto se atribuye a facilitar la accién de las
enzimas hidroliticas y oxidativas promoviendo la amorfogénesis del sustrato, abriendo

Duque Garcia, Aleta 47



Pretratamiento de extrusion reactiva para la produccion de bioetanol a partir de paja de cebada

de este modo la pared y mejorando el acceso de las enzimas cataliticas a los enlaces
glicosidicos de los polisacaridos (Gourlay et al., 2013).

En la figura 13 se muestra el modelo propuesto por Horn et al. (2012) para la
hidrdlisis enzimatica de la celulosa, teniendo en cuenta todas las enzimas celuloliticas
que intervienen.

betaglucosidasa_e(

RO
L ge— Non-enzymatic donor or | CDH (

Fibrous
region

Amorphou \Cp %
region

Figura 13- Modelo propuesto para la hidrélisis enzimatica de la celulosa (Horn et al., 2012). EG
= endoglucanasa; CBH = celobiohidrolasa; CDH = celobiosa-deshidrogenasa; CBM =
modulo de unién a carbohidratos; CGH61 = monooxigenasa polimérica litica
(atacan a carbonos C1 o C4).

4. 2. 1. 3. Enzimas hemiceluloliticas

Las hemicelulasas constituyen un tipo de enzimas relacionadas con la hidrdlisis
de la hemicelulosa presente en los materiales lignoceluldsicos. Debido a la
heterogeneidad estructural del polimero de hemicelulosa, existe una gran variedad de
enzimas hemicelulasas.

Los esqueletos de los diferentes tipos de hemicelulosa son hidrolizados por
diferentes grupos de enzimas especificos. Asi, el xilano necesita las actividades B-1,4-
endoxilanasa y B-1,4-xilosidasa para ser hidrolizado, galactanos y mananos precisan de
B-1,4-endomananasas y B-1,4-manosidasas, y xiloglucanos se hidrolizan con B-1,4-
endoglucanasas y B-1,4-glucosidasas (Van den Brinck y De Vries, 2011). La R-xilosidasa,
por otro lado, libera mondmeros de xilosa de los extremos no reductores de los
xilooligosacdricos y xilobiosa producidos por las enzimas anteriores.

Para degradar completamente la hemicelulosa, de forma coordinada se tienen
que liberar todas las sustituciones de la cadena principal, lo que requiere de la accién
de otras enzimas accesorias, de las que se han descrito al menos nueve actividades
diferentes (Coutinho et al., 2009): a-L- arabinofurosidasa, a-xilosidasa, a-fucosidasa, a-
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arabinofuranohidrolasa, a-D-glucuronosidasa, a-D-galactosidasa, acetilxilanoesterasa,
ferulico esterasa y cumarico esterasa.

En el caso de los arabinoxilanos de las pajas de cereal, se necesitaria un céctel
formado por endoxilanasas y B-xilosidasas para romper el esqueleto del xilano en
pequeiios xilooligosacdridos e hidrolizar estos a D-xilosa, respectivamente. Ademas, se
necesitarian las siguientes enzimas accesorias para separar los residuos de L-arabinosa:
a-L-arabinofuranosidasa y a-arabinofuranohidrolasa. Los residuos de acido 4-O-metil-
glucurénico, por su parte, serian hidrolizados por a-glucuronosidasa, la D-galactosa por
la B-D-galactosidasa, los grupos acetilo por acetil xilano esterasas y los grupos ferulicos
por la feruloil esterasa (De Vries, 2003).

Las enzimas hemiceluloliticas no sélo degradan la hemicelulosa, sino que se ha
demostrado que ayudan a la hidrdlisis de la celulosa, retirando las cadenas de
hemicelulosa y por lo tanto haciendo mas accesible el glucano (Quinlan et al., 2010),
por lo que su presencia en los cécteles enzimaticos es doblemente importante.

4. 2. 2. Factores que afectan a la hidrdlisis enzimatica

La cinética de hidrdlisis de la celulosa consta de dos fases: una rdpida inicial,
seguida por una fase lenta en la que la hidrélisis se acerca a su conversion limite. Si
bien la primera fase es altamente dependiente de la concentracion inicial de enzima, la
segunda depende mads del tipo de actividades presentes en la mezcla enzimatica
(Quinlan et al., 2010).

Actualmente existen numerosos preparados comerciales que contienen las
actividades nombradas es el Apartado 3.2.1. o una mezcla de ellas, que normalmente
consiguen hidrolizar de forma eficiente los materiales lignoceluldsicos pretratados. Sin
embargo, las cantidades relativamente altas de catalizador que son necesarias hacen
gue sea muy importante, por un lado, optimizar al maximo la efectividad del
pretratamiento, para trabajar asi sobre las limitaciones que impone el propio sustrato,
y por otro lado, desarrollar nuevos preparados enzimaticos y/o mejorar los ya
existentes.

En cuanto a las limitaciones del sustrato, la celulosa es de por si un sustrato
heterogéneo con zonas de cristalinidad diferente, pero las dificultades aumentan en
sustratos lignoceluldsicos y con el transcurso del tiempo, ya que, a medida que avanza
la hidrdlisis, van quedando las zonas mas recalcitrantes a la accién de las enzimas.
Segun Alvira et al. (2010) existen una serie de factores principales que dependen del
material y que limitan la eficacia de la hidrélisis enzimatica, estos son: el grado de
cristalinidad de la celulosa, su grado de polimerizacidn, el area superficial accesible, el
contenido y distribucion de la lignina, el contenido de hemicelulosa, las caracteristicas
fisico-quimicas de la biomasa y la efectividad de la etapa previa de pretratamiento.
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Por otra parte, la inhibicién y la pérdida de la actividad enzimatica son dos
factores asociados al enzima que impiden llegar a la conversién total de la celulosa. La
pérdida de actividad de las enzimas puede ocurrir por fendmenos de inhibicidn a partir
de los productos, por la formacién de uniones improductivas con la lignina y la
hemicelulosa, o por impedimentos de tipo espacial al progreso de la hidrélisis. Frente a
estas limitaciones se estan explorando diferentes vias para la mejora de la actividad
enzimatica per se. Asi, los estudios actuales se enfocan hacia la seleccién de nuevos
microorganismos productores de enzimas, la mutagénesis al azar de los ya conocidos y
la ingenieria genética sobre las propias enzimas. Los objetivos finales son aumentar la
actividad especifica de las enzimas, modificar la interaccién de los médulos de unién a
carbohidratos e incrementar la resistencia a los productos finales, las altas cargas de
sélido, la temperatura y el pH (Jgrgensen et al., 2007a).

4. 3. Fermentacion

En la etapa de fermentacidon bioldgica, los azlcares liberados en forma
monomérica durante la hidrdlisis son transformados a etanol. La fermentacién
alcohdlica es un proceso bien conocido, en la que los aziicares monomeéricos, glucosa
y/o xilosa son transformados en etanol y CO,.

Glucosa CeH1,0¢ ————— 5 2CO, + 2CH5-CH,0H

Xilosa 3C5H1005 _— 5C02 + 5CH3'CH20H

Estequiométricamente, el factor de conversién de glucosa y la xilosa a etanol es
de 0,51 g etanol/g azucar. Sin embargo, hay que tener en cuenta que parte del
sustrato consumido es empleado en el propio metabolismo celular, lo que, junto con
otras posibles ineficiencias del proceso, hace que no se llegue a alcanzar el
rendimiento tedrico en una fermentacién real. El objetivo es acercarse a este valor
tedrico y al mismo tiempo conseguir productividades volumétricas de etanol
superiores a 2 g/L-h (Olsson et al., 2005).

Los microorganismos generalmente empleados para la produccién de etanol son
las levaduras, y dentro de estas, la mas utilizada es la Saccharomyces cerevisiae. Otras
cepas tales como Kluyveromyces marxianus también han sido objeto de estudio, pero
actualmente, y dentro del proceso de producciéon de etanol combustible, es S.
cerevisiage la Unica levadura usada a escala industrial gracias a sus elevados
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rendimientos de fermentacion, a su alta tolerancia a los productos de inhibicién que
suelen originarse durante la etapa de pretratamiento y a su rdpido crecimiento en
condiciones anaerobias (Mussatto et al., 2010). Este organismo tiene una
productividad de etanol que puede llegar a superar los 0,45 g/g en condiciones
Optimas, y una alta velocidad especifica (hasta 1,3 g/g masa celular/h) y tolerancia al
etanol (llega hasta valores de 100 g/I dependiendo de la cepa y las condiciones del
medio) (Olofsson et al., 2008a). Sin embargo, esta levadura solo tiene la capacidad de
fermentar hexosas, tales como la glucosa, manosa y galactosa, a etanol. Ademas, en el
caso de la galactosa, la capacidad de fermentacién depende de la cepa y los genes
correspondientes son reprimidos por la glucosa, por lo que se produce una
fermentacion secuencial de ambos azucares (Olofsson et al.,, 2008a). La falta de
capacidad de fermentacion de pentosas de S. cerevisiae supone una importante
limitacion, debido a que en el medio de fermentacidn tras la hidrdlisis enzimatica se
encuentran no sélo hexosas, sino también las pentosas liberadas por la accion de las
enzimas. Por ello, existe una fraccién de azlcares que no son fermentados a etanol por
este microorganismo, lo que resulta en una pérdida del rendimiento potencial del
proceso.

Existen en la naturaleza géneros de microorganismos capaces de fermentar las
pentosas a etanol, siendo los mas estudiados Pachysolen tannophilus vy
Scheffersomyces stipitis; sin embargo, estos tienen el inconveniente de que
normalmente sus productividades son mas bajas que las de los fermentadores de
hexosas. Por ello, se estd estudiando otras alternativas que permitan fermentar estas
azucares y maximizar el rendimiento global de etanol. Una de las vias abiertas mas
prometedoras es la manipulacién genética de, por ejemplo, S. cerevisiae para
convertirla en un microorganismo fermentador de xilosa y arabinosa. Esto se puede
lograr introduciendo genes de bacterias que codifican la enzima xilosa isomerasa, o
genes de levaduras con capacidad de fermentar C5 que codifican la xilosa reductasa y
xilitol deshidrogenasa. Ademas se necesita sobreexpresar el gen codificador de la
xiluloquinasa (Karhumaa et al., 2005; Kuyper et al., 2005; Walfridsson et al., 1997,
Kotter et al., 1990; Eliasson et al., 2000). La xilosa es transportada en S. cerevisiae por
las mismas proteinas que transportan las hexosas, pero su afinidad es mucho menor,
por lo que la utilizacién de la xilosa es inhibida por competencia con la glucosa (Kotter
y Ciriacy, 1993). Asi, para obtener una co-fermentacién efectiva es necesario mantener
la glucosa en niveles bajos (Olofsson et al., 2008a).

Por otra parte, las técnicas de manipulacidon genética también se han aplicado a
otros microorganismos tales como las bacterias, para la utilizacion de todos los
azucares C6 y C5 presentes en la biomasa. Una de las posibilidades es la introduccién
de los genes relacionados con la produccién de etanol en bacterias entéricas como
Escherichia coli, o la introduccion de los genes de la ruta de la fermentacién de las
pentosas en bacterias etanologénicas como Zymomonas mobilis. Una aproximacion
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muy prometedora ha consistido en la introduccién en E.coli de los genes para alcohol
deshidrogenasa y piruvato descarboxilasa de Z.mobilis (Ingram et al., 1998). Una cepa
recombinante E.coli KO11, que tiene estas dos enzimas sobreexpresadas ha mostrado
buenos resultados en la produccidon de etanol a partir de sustratos lignocelulésicos
tales como zuros de maiz y cascarilla de cebada (Dien et al., 1997, Kim et al., 2008).

Las herramientas de ingenieria genética, metabdlica y evolutiva también son
clave para aumentar la resistencia de las cepas a los diferentes estreses que deben
afrontar durante el proceso de fermentacién. Asi los microorganismos deben
enfrentarse al estrés osmoético producido por las altas concentraciones de azucar
(alcanzables por medio de HE a altas cargas de sdlidos), el estrés por la concentracién
de etanol al final de la fermentacion, el estrés derivado de las condiciones anaerdbicas
y el producido por los procesos de reciclaje de células tras la fermentaciéon (Mussatto
etal., 2010).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que pueden encontrarse en los
hidrolizados, productos de degradacion de los azlcares y la lignina que son potenciales
inhibidores de la fermentacién, como son los acidos débiles (acido acético), los furanos
(furfural y HMF) y los derivados fendlicos (aldehidos, cetonas, acidos, alcoholes). La
presencia y efecto de estos inhibidores puede evitarse actuando sobre el tipo de
pretratamiento aplicado a la biomasa (condiciones severas de temperatura y
catalizador favorecen la formacién de estos compuestos), llevando a cabo un proceso
de destoxificacion, cambiando el modo de operaciéon, de forma que haya una
adaptacion progresiva del microorganismo, o trabajando con microorganismos mas
resistentes (Taherzadeh y Karimi, 2011).

4. 4. Configuraciones de proceso de hidrélisis enzimatica y fermentacion

Dentro de los procesos de obtencién de etanol por via enzimatica se han
estudiado diferentes configuraciones dependiendo de la manera en que se lleven a
cabo las etapas de hidrdlisis y fermentacién (Figura 14). La fermentacién se puede
realizar tras la hidrélisis en una etapa separada utilizando otro reactor, en una
configuracion denominada HFS, hidrélisis y fermentacion separadas. Esta
configuracion tiene la ventaja de que ambas etapas pueden realizarse bajo sus
condiciones éptimas de temperatura; en torno a 509C en la hidrdlisis enzimatica,
mientras que la fermentacion se realiza a la temperatura éptima del microorganismo
fermentador (32-352C). Ademas, esta forma de operacion facilita la recuperacién de
las levaduras tras la fermentacion, ya que los sélidos insolubles que no han sido
hidrolizados pueden retirarse facilmente, llevdndose a cabo la fermentacién en medio
liquido (Olsson et al., 2005). Su principal inconveniente es que la glucosa y la celobiosa
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liberadas durante la etapa de hidrdlisis enzimatica inhiben los enzimas implicados en el
proceso, disminuyendo los rendimientos de sacarificacién.

Produccidén

enzimética
HFS

Hidrolisis Fermentacion
SFS
i Hidrolisis y fermentacion
Biomasa lignoceluldsica
pretratada Bioetanol
LSFS . Hidrdlisis y
Pre-hidrdlisis L.
(co)fermentacion

BPC

Produccion de enzimas, hidrolisis y
fermentacion

Figura 14- Esquema de las diferentes configuraciones posibles de las etapas de hidrdlisis
enzimatica y fermentacién dentro de la ruta bioquimica para la produccién de
bioetanol de segunda generacion.

Para solucionar el problema de la inhibicidn por producto final y avanzar en la
integraciéon de las distintas etapas del proceso, se planteé la estrategia de
sacarificacion y fermentacidon simultaneas (SFS). Esta estrategia, en la que ambos
procesos ocurren a la vez a una temperatura de compromiso, cercana al dptimo de la
fermentacion, ofrece ventajas tanto desde el punto de vista energético como
operacional (Olofsson et al., 2008a), puesto que los azucares son consumidos a medida
gue se van liberando por hidrdlisis de los polisacaridos, evitando asi el efecto inhibidor
de éstos sobre las propias enzimas. El etanol también puede llegar a tener un efecto
inhibidor de la hidrdlisis, sin embargo, éste es mucho menor que el de la glucosa y la
celobiosa. Ademas, la utilizacion de un unico reactor donde se lleven a cabo las dos
etapas representa una simplificacidon del proceso, reduciendo los costes de inversién
(Ballesteros et al., 2004). En el lado de los inconvenientes estarian la dificultad para
recuperar los microorganismos tras la fermentacion, debido a la presencia de la
lignina. Otro de los retos importantes planteados a la hora de abordar el proceso de
produccién de etanol mediante SFS es la de llevar a cabo el proceso en condiciones de
alta carga de sdlidos. El empleo de altas cargas de sélidos en el proceso de hidrdlisis y
fermentacion de la biomasa lignoceluldsica es necesario para mejorar el balance
econdémico y energético del proceso, ya que la concentracion de azlcares (y en
consecuencia la concentracion final de etanol) son mayores, lo cual tiene un impacto
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significativo en la reduccién del tamafio de los equipos y de la cantidad de energia
utilizada. La concentracién de etanol minima después de la fermentacién se estima
que deberia ser de al menos un 4% v/v, para que el proceso sea econdmicamente
viable, lo que implica usar concentraciones de sélidos de un 15% p/p o mayores
(Jergensen et al., 2007b).

Una forma de afrontar las altas cargas de sélidos es cambiar el modo tradicional
de operar en SFS, de operacién por lotes, a una alimentacién progresiva o “fed-batch”.
En los casos en que hay presencia de compuestos derivados del pretratamiento
inhibidores de la fermentacién, con la estrategia fed-batch se consigue mantener los
niveles de inhibidores mas bajos al inicio de la SFS y durante todo el proceso, debido a
la metabolizacion continua de estos compuestos por parte de los microorganismos.
Ademas, la adicion secuencial del sustrato consigue que la viscosidad del medio nunca
sea demasiado alta (generando problemas de transferencia de masa y calor), ya que
las fibras se van hidrolizando gradualmente.

Los avances realizados durante los ultimos afios en el desarrollo de enzimas y
microorganismos mas robustos en cuanto a la presencia de inhibidores (aztcares y/u
otros productos) han minimizado la relevancia de la SFS como estrategia para la
reduccidon de la inhibicion por producto en la hidrdlisis, e impulsado los esfuerzos
investigadores hacia otras estrategias alternativas, tales como la licuefaccion mas
sacarificacion y fermentacién simultaneas (LSFS). Esta comprende una etapa corta de
pre-hidrdlisis o licuefaccion a la temperatura dptima de las enzimas, seguida por la
inoculacidn e incubacién a la temperatura éptima del microorganismo fermentador. La
LSFS es especialmente adecuada para las altas cargas de sélidos, ya que se consigue
una reduccién de la viscosidad del medio durante las primeras horas, a la vez que se
producen mayores concentraciones de azucares, debido a que las enzimas trabajan en
su 6ptimo durante la fase de licuefaccion.

Un mayor nivel de integracidn se consigue con la licuefaccién sacarificacion y co-
fermentacion simultaneas (LSCFS), donde se usan cultivos mixtos o microorganismos
recombinantes para llegar a una co-fermentacién de las pentosas y las hexosas. En un
primer momento se investigaron los cultivos mixtos de especies compatibles en
términos de condiciones de operacion (pH y temperatura). Sin embargo, ademads de la
dificultad en la seleccidn de las especies, pueden aparecer problemas debido a la baja
velocidad de crecimiento de los microorganismos fermentadores de pentosas, lo que
lleva a una conversion mayor de las hexosas a etanol. La otra posibilidad es el uso de
un microorganismo modificado genéticamente para asimilar hexosas y pentosas vy
convertirlas a etanol (ver apartado 4.3.). En el caso de la LSCFS el empleo de una
técnica fed-batch presenta una ventaja afiadida a las ya expuestas: el hecho de que se
mantengan los niveles de glucosa bajos durante todo el proceso promueve la
asimilacion de la xilosa (Olofsson et al., 2008b).
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Por ultimo, el mayor grado de integracién del proceso de conversion bioldgica de
bioetanol, es el bioproceso consolidado (BPC). Consiste en la utilizacién de un unico
microorganismo que sea el productor de las enzimas para la hidrélisis y a la vez
fermentador de los azlcares producidos a etanol. Sin embargo, no existe en la
naturaleza un microorganismo ideal capaz de transformar directamente la
lignocelulosa a etanol de forma eficiente y por ello se requiere desarrollar nuevos
microorganismos mediante ingenieria genética y metabdlica. Actualmente existen dos
lineas de investigacién abiertas en este campo. Una de ellas implica la modificacién
genética de organismos productores de celulasas para mejorar sus propiedades
respecto al producto (reprimiendo la produccién de sub-productos como el acido
l[adctico o el lactato y aumentando la tolerancia al etanol). Dentro de los
microorganismos celuloliticos, son particularmente interesantes algunos organismos
termofilicos anaerobios del género Clostridium (Manzanares, 2010). Concretamente,
una gran parte de los estudios sobre BCP utilizaron Clostridium thermocellum para la
produccién de enzimas, la hidrdlisis de la celulosa y la fermentacién de la glucosa,
mientras que C. thermosaccharolyticum es un microorganismo capaz de fermentar
tanto glucosa como pentosas a etanol. La segunda linea de investigaciéon sobre
manipulacién genética de microorganismos para emplearlos en un proceso BCP
consiste en la modificacién de fermentadores con altos rendimientos de etanol para
que produzcan también celulasas (Hasunuma et al., 2013). Dentro de esta estrategia,
ha sido especialmente estudiada la expresidon de enzimas hidroliticas de polisacéridos
en S. cerevisiae. Ambas estrategias (la nativa y la recombinante celuloliticas) siguen en
etapa de investigacion en el laboratorio (Lynd et al., 2005) y las dos merecen ser
estudiadas. Yan y Wyman (2007) reconocen un potencial del BPC para disminuir los
costes del proceso, sobre todo en cuanto a los costes asociados a la produccién de
enzimas, pero es una tecnologia que todavia necesita avanzar en cuanto a la
selectividad y rendimientos probados en sustratos reales.

4. 5. Recuperacion y purificacion del etanol

El caldo después de la fermentacidn esta compuesto mayoritariamente por agua
y una fraccion de etanol que varia normalmente entre el 2,5 y el 10% en peso. Ademas,
dependiendo del proceso de obtencion del bioetanol, puede contener: células de los
microorganismos fermentadores, azlUcares no fermentados, oligosacaridos
provenientes de la hidrélisis incompleta de la celulosa y hemicelulosa, lignina, sub-
productos de la fermentacidon como el glicerol, acido lactico por la contaminacién con
bacterias, acido acético, CO, disuelto, sales y productos del metabolismo celular, etc.
(Sanchez y Cardona, 2007).

El método mas sencillo y ampliamente utilizado para la recuperacidn del etanol
después de la fermentacidén es la destilacién acoplada con una rectificacién y una
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deshidratacion (Sanchez y Cardona, 2008). Un esquema representativo de este
proceso, siendo la etapa de deshidratacién mediante tamices moleculares, se muestra
en la figura 15.

La destilacién convencional a presidn atmosférica o por encima de ésta es el
método convencional usado para la separacion del etanol. A pesar de haber sido
cuestionado su uso para esta aplicacion por su alto coste, las tecnologias de destilacion
mas avanzadas la convierten en un proceso viable y con un consumo energético bajo
para la produccion de etanol de grado carburante (Madson, 2003).

La etapa de destilaciéon, a su vez, comprende al menos dos columnas: una
columna de concentracién, que alcanza concentraciones de etanol a la salida de hasta
35-45% en peso, y la de rectificacién, donde se llega, dependiendo de la eficacia de la
columna, hasta un 90-92% en peso de etanol (Sanchez y Cardona, 2008) (Figura 15).
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Figura 15- Esquema tecnoldgico para la separacion y deshidratacion de etanol por adsorcion
usando tamices moleculares. 1. Fermentador. 2. Lavador de gases. 3.
Precalentador. 4. Columna de concentracién. 5. Columna de rectificacién. 6,9.
Intercambiadores de calor. 7. Tamices moleculares. 8. Tanque de regenerado. 10.
Enfriador del producto.

En el esquema mostrado en la figura 15, el fermentador (1) presenta una salida
de gases (CO,, etanol, vapor de agua y otras sustancias volatiles) que lleva a un lavador
por stripping con agua (2), donde se recupera hasta el 98% del etanol volatilizado y se
vuelve a mezclar con el caldo de entrada a la primera torre de destilacion (4), que
previamente ha sido precalentado (3). En la columna de concentracion (4), la corriente
de etanol concentrado hasta un 35-45% se saca por un lateral, las cabezas de la torre
se llevan al lavador de gases (2) y en los fondos se acumulan todos los sélidos
insolubles presentes en el caldo de la fermentacién. El calor de estos fondos puede
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usarse para precalentar el mosto a la entrada de la torre. A continuacidn, la corriente
de etanol pasa a la rectificacién (5), donde se llega a concentrar hasta un 90-92% en
peso en cabezas. Los fondos de esta columna son practicamente agua pura, con una
pequeia concentracidn de etanol, aproximadamente un 1% en peso.

Mediante rectificacion, la maxima concentracion de salida del etanol alcanzable
estara siempre por debajo de la mezcla azeotrdpica con el agua (95,6% en peso), por
eso se necesitan métodos no convencionales adicionales que permitan separar el agua
del etanol, como las destilaciones azeotrdpica y extractiva, la adsorciéon o la
pervaporacion. En esta etapa de deshidratacién se concentra el etanol obtenido a
partir de la fermentacidn hasta el grado de etanol anhidro, 99% en peso.

Las destilaciones azeotrdpica y extractiva se basan en el uso de un tercer
componente que permite la remocidn de etanol casi puro (mediante la creacidon de un
nuevo azeotropo ternario o mediante la modificacidon de la volatilidad relativa de la
mezcla etanol-agua, respectivamente), e incluyen una etapa de destilacion de este
tercer componente para reciclarlo al proceso. El problema de este tipo de destilaciones
es su alto coste energético y la seleccion del tercer componente. En el caso de la
destilacién azeotrdpica se ha venido usando sobre todo benceno, aunque mads
recientemente se ha intentado sustituir por el ciclohexano, menos contaminante y no
cancerigeno. Por su parte, el disolvente mas empleado en la destilacién extractiva es el
etilenglicol, pero el consumo energético es aun mayor que para la destilacion
azeotrépica (Sdnchez y Cardona, 2007). La destilacidn azeotrépica fue durante mucho
tiempo la tecnologia estandar empleada en la industria de los biocarburantes para la
deshidratacion del etanol, pero el coste de los equipos, sus dificultades de operacion y
ajuste y el alto consumo energético, ademas del empleo de disolventes organicos con
riesgos para la salud como el benzeno, hicieron que progresivamente haya sido
sustituida por tecnologias mdas baratas y menos peligrosas potencialmente (Bibb
Swain, 2003).

La adsorcidn se basa en el paso de la corriente de etanol-agua por un lecho cuyas
particulas tienen una mayor afinidad con el agua, por lo que ésta queda retenida
dentro del equipo. Tradicionalmente, se han empleado como adsorbentes diferentes
biomateriales sub-productos del proceso de produccién de bioetanol, sobre todo el
almidén modificado. Sin embargo, dentro de las tecnologias de adsorcién, son los
tamices moleculares (Figura 15 (7)) los que mayor desarrollo han tenido en los ultimos
afos y los que plantean una alternativa real y ventajosa para sustituir la destilacién
azeotrdpica en la industria de los biocarburantes debido a su bajo coste energético.
Los tamices estdn compuestos por aluminosilicatos de potasio, en forma de granulos
microporosos que se disponen como un lecho a través del cual pasa la mezcla etanol-
agua. Se clasifican de acuerdo con el didmetro nominal de sus microporos, siendo el
tamafio normal para la deshidratacién del etanol 3A (Quintero et al., 2007).
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Normalmente se trabaja con dos lechos en paralelo, uno de ellos trabaja mientras que
el otro estda en regeneracién, la cual se lleva a cabo por cambios de presién. Los
tamices moleculares pueden disefiarse para una gran variedad de especificaciones y
existen en un gran rango de capacidades de produccidon. Una vez ajustadas las
condiciones de operacion, los tamices moleculares no requieren mucho
mantenimiento y son bastante flexibles en cuanto a variaciones en la alimentacion
(Bibb Swain, 2003).

Una ultima alternativa a nivel industrial es la pervaporaciéon, que emplea
membranas selectivas para separar dos componentes bajo un gradiente de presién. El
permeado que atraviesa la membrana lo hace en forma de vapor, mientras que el
retenido, con una mayor concentracién del componente deseado, permanece en fase
liquida. Las ventajas de esta tecnologia respecto de la destilacidon azeotrdpica son que
no usa un tercer componente, que es muy flexible respecto de las concentraciones de
la alimentacién, que es un equipo compacto y su bajo coste energético (Sdnchez y
Cardona, 2007). Su desarrollo depende mucho de los avances en las tecnologias de
fabricacién de membranas.

Esta etapa tiene un gran consumo energético y para reducirlo lo mas posible es
necesario partir de un medio de fermentacién con una alta concentracién de etanol.
Para ello es fundamental optimizar el rendimiento del proceso en todas sus fases;
desde el pretratamiento, consiguiendo un sustrato con una gran accesibilidad
enzimatica, hasta la hidrélisis enzimatica, trabajando con elevadas cargas de sélidos y
una mezcla de enzimas adecuadas, de modo que se maximice la concentracién de
azucares tras la HE, y la fermentacién, mediante la utilizacion de levaduras que
alcancen altos rendimientos y sean capaces de fermentar tanto C6 como C5.
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Objetivo e interés del tema

El presente trabajo de tesis doctoral se enmarca dentro de las actividades de
investigacion de la Unidad de Biocarburantes del Ciemat, cuyo objetivo es desarrollar
procesos para la produccion de etanol combustible a partir de biomasa lignoceluldsica.

La produccién y utilizacion de biocombustibles liquidos a partir de materias
primas lignoceluldsicas (biocarburantes de segunda generacion), se vislumbra
actualmente como wuna opcidn realista y prometedora para asegurar el
aprovisionamiento de energia en el sector transporte, reducir las emisiones de gases
invernadero y constituir una alternativa sostenible a largo plazo a los combustibles
fosiles. Mientras que los biocarburantes de primera generacion ya contribuyen en gran
medida a la transicion de combustibles fosiles a renovables, los biocarburantes de
segunda generacion surgen con la expectativa de acelerar esta transicion, sin los costes
sociales y medioambientales asociados a la primera generacidon (entre ellos, el
abastecimiento de alimentos).

Dentro de este campo, el etanol producido a partir de biomasa lignocelulésica
(también denominado etanol celuldsico) se considera un elemento clave para acelerar
la implementacion del bioetanol en el mercado actual de combustibles. Sin embargo,
las caracteristicas estructurales de los materiales lignocelulésicos hacen que el proceso
para su conversion en etanol sea un procedimiento complejo que necesita de
diferentes etapas de pretratamiento, hidrdlisis y fermentacion para la obtencion del
producto final. De entre estas etapas, el pretratamiento de la biomasa resulta esencial
para alterar la compleja red estructural que forman los carbohidratos y la lignina y, en
el caso del empleo de enzimas en la etapa de hidrdlisis, modificar el area superficial y
la porosidad de las fibras, facilitando asi la accidon de las mismas.

Las tecnologias de pretratamiento de la biomasa lignocelulésica han sido
ampliamente estudiadas en los ultimos afios y se han conseguido desarrollos muy
prometedores, incluso a escala industrial. Sin embargo, muchos de estos
pretratamientos alcanzan su objetivo solubilizando hemicelulosas y/o lignina, que
pueden degradarse a compuestos inhibidores para las enzimas y microorganismos,
debido a las elevadas temperaturas y/o concentraciones de reactivos utilizadas. Por lo
tanto, sigue existiendo una necesidad de desarrollar pretratamientos que permitan
reducir estos efectos negativos, y que a la vez permitan avanzar en la integracién de
las distintas etapas del proceso de produccién de etanol, lo que ha sido sefialado como
uno de los retos tecnolégicos mas importantes. En este sentido, el tratamiento de
extrusion objeto de este trabajo, presenta un gran potencial ya que puede operarse a
temperaturas moderadas, ademds de poder llevarse a cabo en continuo y en
diferentes configuraciones de proceso, lo que le confiere una elevada adaptabilidad a
diferentes sustratos y condiciones. Si bien ya existe una cierta informaciéon de su
utilizacion en los procesos de produccién de etanol de biomasa lignocelulésica, algunas
de las posibilidades de su aplicaciéon no han sido todavia investigadas y su estudio
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puede contribuir a mejorar el alcance de su efectividad como pretratamiento para la
produccién de etanol celulésico.

El objetivo general de |la presente tesis es evaluar el potencial del pretratamiento
de extrusion de paja de cebada, combinada con agentes quimicos y biolégicos, para la
produccién de azucares fermentables y su posterior transformacion a etanol. Con este
fin, se estudian diferentes configuraciones para hacer de esta tecnologia un proceso
altamente integrado y potencialmente escalable. Para la consecucion de este objetivo
general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Optimizar las condiciones de operacion para la extrusidon alcalina de paja
de cebada, de manera que se alcance el maximo rendimiento de
produccién de azucares.

e Obtener un sustrato pretratado adecuado para su incubacion directa con
las enzimas hidroliticas, para lo cual se integra una etapa de
neutralizacidon dentro del proceso de extrusién alcalina.

e Avanzar en la integracion las etapas de pretratamiento e hidrdlisis
enzimatica, combinando los efectos de la extrusion alcalina con la adicidn
de enzimas en el extrusor, con el fin de mejorar la mezcla de las enzimas
con la biomasa y promover la accién enzimatica.

e Evaluar la produccion de azucares y etanol de los sustratos pretratados
en las diferentes configuraciones de pretratamiento mediante procesos
de hidrélisis enzimatica y licuefaccién mas sacarificacion y fermentacion
simultaneas (LSFS) con enzimas comerciales y la levadura Saccharomyces
cerevisiae, como criterio de evaluacién del pretratamiento y para el
calculo del potencial de producciéon de etanol a partir de la paja de
cebada.

e Realizar balances de materia y energia del proceso altamente integrado
de produccién de etanol a partir de paja de cebada mediante
bioextrusidén y LFSF, sirviéndose para ello de herramientas informaticas
de simulacién de procesos.

Una gran parte del trabajo recogido en esta tesis se llevd a cabo en el marco de
las actividades de investigacidn realizadas en la Unidad de Biocarburantes del Ciemat
dentro del proyecto europeo Babethanol.

El proyecto Babethanol ‘New feedstock and innovative transformation process
for a more sustainable development and production of lignocellulosic ethanol' (Nuevas
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materias primas y un innovador proceso de transformacién para un desarrollo y una
produccién de etanol lignoceluldsico mds sostenibles), es un proyecto de investigaciéon
en el que participaron trece instituciones (universidades, centros de investigacion y
otras entidades) de once paises diferentes de Europa y América Latina, entre ellos la
Unidad de Biocarburantes del Ciemat.

El proyecto se basa en el desarrollo de un nuevo pretratamiento para la biomasa
lignoceluldsica, que es descrito como Extrusion y Sacarificacion Combinadas (Combined
Extrusion and Saccharification, CES), lo que corresponderia a la tecnologia de
bioextrusién presentada en esta tesis. Esta tecnologia fue desarrollada en paralelo por
tres laboratorios participantes en el proyecto, cada uno trabajando sobre una materia
prima de origen local previamente seleccionada. En el caso de la Unidad de
Biocarburantes del Ciemat, esta materia prima fue la paja de cebada. El proyecto
Babethanol abarcaba toda la cadena de produccién de bioetanol, ya que partia de la
identificacion de posibles materias primas de origen lignoceluldsico, a partir de su
disponibilidad local y potencial para la produccién de bioetanol, pasando por el
desarrollo tecnolégico en escala de laboratorio y semi-piloto del proceso de
pretratamiento y produccion de etanol, y llegando hasta el andlisis de ciclo de vida y
perspectivas industriales del proceso.

Como resultado de los trabajos llevados a cabo durante el desarrollo del
proyecto, que constituyen el nucleo de esta tesis, se han publicado cuatro trabajos en
revistas cientificas, uno de los cuales se hizo en conjunto con los miembros de los otros
laboratorios colaboradores. Estos articulos estan recogidos en el Anexo | como |, II, lll'y
IV. Asimismo, se obtuvo una patente internacional del proceso CES para material
lignocelulésico, bajo licencia PCT/FR2013/051317.
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Capitulo I: Materia prima y puesta a punto del equipo de extrusion

1. Introduccion

En este capitulo se describen la materia prima y el equipo de extrusidn
utilizados en este trabajo. En primer lugar, se presenta la materia prima empleada y se
describen los protocolos de analisis seguidos para su caracterizacion. A continuacion se
describe el equipo de extrusidn y los experimentos llevados a cabo para la puesta a
punto del mismo.

2. Materia prima
2. 1. Materiales y métodos
2. 1. 1. Material

A lo largo de este trabajo se emplearon dos lotes de paja de cebada (lote 1y lote
2). Ambos fueron cedidos por el Centro de Desarrollo de Energias Renovables (CEDER,
Soria, Espafia). El contenido en humedad de la paja, medido en laboratorio, se
encontraba alrededor del 6% para el lote 1 y fue un 10% para el lote 2. La paja de
ambos lotes se molié a un tamafio de particula de 5 mm usando un molino de martillo
de laboratorio (Retsch) y se homogeneizé y almacend hasta el momento de su uso
(Figura 1.1).

Figura 1.1- Paja de cebada molidaa 5 mm.

El primer lote de materia prima corresponde a todos los experimentos llevados
a cabo integramente en el Ciemat, reflejados en los Capitulos I, II, y lll (en la primera
parte de caracterizacién y ensayos de HE). El lote 2 de paja de cebada fue el empleado
en la experimentacion en planta piloto desarrollada en Francia (capitulo Il, apartado
3.4.) y en los ensayos que se realizaron con los extrusados producidos alli (Capitulo Ill,
parte de LSFS).
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2. 1. 2. Anélisis de la materia prima

Para analizar la composicidon de la paja de cebada se siguieron los protocolos
NREL/TP-510-42618, NREL/TP-510-42619, NREL/TP-510-42620 y NREL/TP-510-42622
del National Renewable Energies Laboratory (NREL, CO) para la determinacién de
carbohidratos estructurales, lignina y grupos acetilo, para la determinaciéon de
extractivos, para la preparacién de muestras y para la determinacion de cenizas en
biomasa, respectivamente (ver Anexo Il).

En el caso del andlisis de una biomasa como la paja de cebada, se realizé una
preparacidon previa de la muestra que incluye una molienda y una separaciéon por
tamizado en una fraccién de gruesos y otra de finos. Este es un paso previo que
establece la metodologia descrita por el NREL para ajustar el tamafio de particula de la
muestra analizada a un intervalo determinado. Este método de preparacion es
especialmente adecuado para biomasa con un elevado contenido en cenizas, como lo
es la paja de cebada. El andlisis de carbohidratos y lignina se efectia sélo sobre la
fraccion de gruesos, haciéndose después una composicion matematica entre las dos
fracciones para estimar la composicidon de la biomasa completa, asumiendo que la
composicidon quimica de la fraccion de finos es idéntica la de gruesos, excepto en el
contenido en cenizas.

*  Determinacion
del contenido

en solidos
*  Determinacién
de cenizas ¢ Determinacién del
totales contenido en sélidos
¢ Andlisisde
Biomasa completa Secado en . carbohidratos y lignina
estu:a d Sélido +  Determinacién de
402C cenizas totales
. Gruesos Extraccion
Tamizado ASE
* Determinacion de
Molienda a -20/+80 mesh azUcares (mondmeros
2mm -80 mesh Liquido y oligdbmeros) por
HPLC
+ Determinacion de
Finos +  Determinacién residuo seco
del contenido
en sélidos
«  Determinacion
de cenizas

totales

Figura 1.2- Esquema de la primera fase del proceso analitico para la determinacién de la
composicion de la paja de cebada: preparacion de la muestra y analisis de
extractos.

Como se ve en la figura 1.2, el procedimiento analitico comienza con un secado
en una estufa a 40°C y posteriormente una molienda a 2 mm. A continuacién, se
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toman 50 g de la biomasa, y se tamizan usando dos tamices de numero de malla 20
(850 um) y 80 (180 um). La fracciéon <180 um es considerada como la fraccion de finos
y sobre ella se determina el contenido en sélidos totales (mediante una balanza
termogravimétrica) y en cenizas totales (mediante diferencia de pesos tras calcinacion
a 5752C en una mufla). La fracciéon cuyo tamafo se encuentra entre las mallas n2 20 y
80 es la fraccion de gruesos, sobre ésta se determinan también las cenizas totales y los
solidos totales, de la misma forma que se hizo sobre la fraccidn de finos.

A continuacidn se realiza primero una doble extraccién de la fraccion de gruesos
de la biomasa con agua y con etanol en un equipo de extraccién automatica
(Automatic Solvent Extractor, ASE), en las condiciones dptimas de extraccién fijadas
por la experiencia analitica del laboratorio de la Unidad de Biocarburantes de Ciemat.
La extraccién se lleva a cabo en tres ciclos consecutivos (dos con agua y uno con
etanol) a 1500 psi y 100 2C, con un tiempo de calentamiento de 5 min y un tiempo
estatico de 7 min. Después de la extraccion acuosa, se recoge el total de liquido
extraido y se toma una muestra para la medida de azucares simples y azlcares totales
(tras una hidrdlisis acida suave, 3% v/v H,SO4, 1212C, 30 min) por HPLC. El liquido
restante se evapora y se pesa el residuo sélido, el cual, previa correcciéon con el
volumen retirado para la medida cromatografica de azucares, constituye el peso de
extractos acuosos. De la misma manera se determina el peso del extracto obtenido
con etanol, si bien en este caso no se analiza el extracto obtenido.

En un segundo paso (Figura 1.3), la fraccidn de gruesos extraida se somete a una
hidrdlisis dcida en dos etapas, seguida por la separacion del residuo insoluble vy
determinaciéon de azucares en el liquido por HPLC. A partir de la cantidad de azucares
encontrada en el medio de hidrdlisis, teniendo en cuenta el peso de biomasa utilizado
en el andlisis, se calcula el contenido en carbohidratos celulosa y hemicelulosas (xilano,
arabinano, galactano) de la muestra, siguiendo el método de calculo recogido en el
procedimiento. Ademas, el liquido recuperado se usa para determinar el contenido en
grupos acetilo por HPLC vy cuantificar la lignina 4dacido soluble (mediante
espectrofotometria a 250 nm de longitud de onda). La lignina acido insoluble se
determina por pesada del mencionado residuo tras la hidrélisis acida.

La metodologia analitica empleada en la determinacion de azlcares por HPLC,
tanto en el liquido de extraccién acuoso como en el medio de hidrélisis en dos etapas,
se detalla en el Anexo lll. Igualmente, se incluye en dicho anexo la determinacién de
acido acético por HPLC.
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* Determinacion de
azUcares por HPLC
* Determinacion de lignina

) Liquido acido soluble
Biomasa ——— * Determinacion de grupos
extraida Hidrolisis acida acetilo
—={ 72% H,50,4,302 C, 30 min + Filtracion
4% H,50,,121¢2C, 1h
Residuo * Determinacion de lignina
sélido acido insoluble

* Determinacion de cenizas
acidoinsolubles

Figura 1.3- Determinacidn de carbohidratos y lignina en la biomasa lignocelulésica extraida.

Todos los analisis se realizan por triplicado y se calculan tanto el valor medio como
la desviacion estandar.

2. 2. Resultados y discusion

2. 2. 1. Composicién de la materia prima

Los resultados de los analisis de composicién de la paja de cebada de los lotes 1
y 2 (Tabla 1.1) muestran que es un material constituido por carbohidratos hidrolizables
en mas de un 50% (celulosa y hemicelulosa, 64,79% (lote 1) y 60,8 (lote 2)), con un
contenido en lignina no muy alto, de alrededor del 15%, similar al de otros residuos
agricolas como la paja de trigo (17%) (Pérez et al., 2007) y las hojas y tallo del maiz (17-
19%) (Kim vy Holtzapple, 2005). La fraccidn hemicelulosa estd constituida
mayoritariamente por xilano (21,3%) y en menores cantidades por arabinano vy
galactano (3,3 y 1,4%, respectivamente). Los grupos acetilo suponen un 1,8/1,4% del
peso total de la biomasa y se encontraran unidos a la hemicelulosa, ya que las xilosas
se encuentran frecuentemente acetiladas en las plantas herbaceas (Scheller y Ulvskov,
2010). La fraccién de cenizas y extractos, que suma un 17% y un 14,4% del total en los
lotes 1 vy 2, respectivamente, estd formada por compuestos solubles en agua y etanol
(extractos, 10,2/8,4%) y por un residuo inorganico (cenizas, 6,8/6%), en cuya
composicidn es posible que se encuentre el silicio, ya que se ha descrito que éste es el
componente mineral mayoritario en la paja de cereal (Olanders y Steenari, 1995).
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Tabla 1.1- Composicion de la paja de cebada de los lotes 1y 2 en % de peso seco. Valores
medios y desviacidn estandar de tres replicados.

Lote 1 Lote 2
Componente (% ps) (% ps)
Glucano 39,1+0,7 339+1,1
Hemicelulosa 25,7+0,3 26,9+0,7
Xilano 21,3+0,2 22,3+0,6
Arabinano 3,3+0,05 3,2+0,1
Galactano 1,4+0,02 1,5+40,2
Lignina acido insoluble 15,2 + 0,01 13,6 +0,7
Lignina acido soluble 1,2+0,03 4,2+0,7
Grupos acetilo 1,8+0,01 1,4 £+ 0,04
Extractos 10,2+0,9 8,4+0,8
Cenizas 6,8+0,2 6,0+£0,1

La composicidon de la paja de cebada usada en este trabajo esta en el rango de
los valores hallados por otros investigadores para este material: 34-40% de celulosa y
21-27% de hemicelulosa. El contenido en lignina se encuentra entre el 17 y el 21%,
mientras que el contenido en cenizas insolubles varia entre 2,5 y 6%. (Linde et al.,
2007; Persson et al., 2009; Li et al., 2011; Pronyk y Mazza, 2012; Han et al., 2013; Iroba
etal., 2014)

3. Puesta a punto del equipo de extrusion
3. 1. Equipo de extrusidn

Para el pretratamiento de extrusiéon se empled un extrusor de doble husillo co-
rotativo (Clextral Processing Platform Evolum® 25 A110, Clextral, Francia) compuesto
por 6 mdédulos de 100 mm de longitud cada uno (Figura 1.4). El extrusor dispone de un
maodulo de filtracion intercambiable, que fue inicialmente instalado en la posicion n2 5,
es decir, en el moédulo anterior al de la salida del material extrusado. Ademas, los
modulos tienen un sistema de control de temperatura compuesto por un sistema de
calentamiento por resistencias eléctricas acopladas sobre la superficie y un
encamisado de refrigeracion que funciona con agua de la red, de modo que la
temperatura se puede fijar individualmente para cada seccion del extrusor.
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Figura 1.4- Imagen del equipo de extrusion Evolum EV25 usado en Ciemat.

La alimentacidn de la biomasa se realiza en el primer médulo, a través de un
dosificador volumétrico KMV KT20 (Coperion K-tron, NJ, EEUU) provisto de agitacion
interna para evitar la formacién de bévedas y acumulaciones.

Ademas, el extrusor dispone de conexiones para bombas en cada mddulo, de
forma que se puede bombear un fluido en un punto deseado. En este caso se dispone
de dos bombas de desplazamiento positivo Super J PP12 (DKM-Clextral, Francia): una
especialmente resistente a la corrosién, por lo que se usé exclusivamente para
alimentar el catalizador alcalino empleado en los experimentos de extrusién reactiva, y
otra de calidad normal que se usé en un principio para la adicidon de agua. Ademas, se
recurrié a una tercera bomba (Milton Roy, MA, USA) para la dosificaciéon de acido en
un estudio posterior (Capitulo Il- apartado 2.2).

Como se menciond anteriormente, los husillos son co-rotativos y de
interpenetracién total. Estdn compuestos por el montaje sobre los ejes de elementos
de tornillo de 25 mm de didmetro con diferentes longitudes y perfiles, orientados a
funciones especificas. Asi, existen elementos que producen transporte, mezcla o
presién por rozamiento, y se disponen uno tras otro, en multiples combinaciones
posibles, dando lugar a lo que se denomina el perfil del tornillo (Figura 1.5).

84 Duque Garcia, Aleta



Capitulo I: Materia prima y puesta a punto del equipo de extrusion

Figura 1.5- Imagen de la seccién final del perfil de los tornillos co-rotativos del extrusor EV 25.

3. 2. Calibracion y puesta a punto del equipo de extrusion

3. 2. 1. Calibracion de la alimentacion y de las bombas

3. 2. 1. 1. Calibracion de la alimentacion

Uno de los problemas que plantea el trabajo con biomasa del tipo de la paja de
cebada es coémo realizar con ella la alimentacidon de los equipos que trabajan en
continuo, debido a su heterogeneidad y a sus propiedades fisicas tales como la
densidad. La utilizacion de equipos de alimentacién convencionales suele ocasionar
problemas de creacién de bévedas y agujeros de ratdn en los depdsitos y tolvas, lo cual
puede influir en la homogeneidad del flujo. El equipo extrusor utilizado en este trabajo
dispone de un dosificador K-tron con un sistema de agitacion interior para
contrarrestar este problema. Ademas, se intenta trabajar con un tamafio de particula
homogéneo y de unas dimensiones que garanticen una alimentacién constante.

Para calibrar el dosificador se llend la tolva con 500 g de paja de cebada y se
midio el peso a la salida de la misma cada 5 min, probando diferentes capacidades de
suministro, que se establecen variando la velocidad del tornillo. Se hicieron diez
repeticiones de cada medida (Figura 1.6).
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Figura 1.6- Flujo de biomasa de paja de cebada alimentado al equipo de extrusién en funcién
de la capacidad del dosificador.

Como se puede observar en la figura 1.6, hasta un 30% de la capacidad del
dosificador, el flujo de alimentacién es lineal, con un ajuste R? = 0,9918. En este rango,
el flujo de paja de cebada se encuentra entre 0,3 y 0,96 kg/h. Fuera de este rango se
comprobd que el comportamiento del dosificador dejé de ser lineal. Se escoge una
capacidad del dosificador del 20% (una capacidad media dentro del intervalo lineal de
operacion), lo que supone trabajar con un flujo aproximado de 0,6 kg/h de paja de
cebada.

3. 2. 1. 2. Calibracion de las bombas

El equipo de extrusién dispone de dos bombas de pistén con amortiguador
DKM-Clextral (Francia), una para introducir la disolucién alcalina y otra para afiadir el
agua a la etapa de lavado y filtracion. Posteriormente, se acoplé una bomba de pistén
adicional (LMI-Milton Roy, EEUU) para la adicién de acido fosférico 0,01M en la etapa

de neutralizacion.

La dosificacion de las bombas es proporcional, alcanzandose unos caudales
maximos de 10 -11 L/h, en el caso de las bombas DKM-Clextral, y de 9,5 L/h, en el caso
de la bomba Milton Roy.
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3. 2. 2. Pardmetros de operacion en el extrusor

Para el estudio de la influencia de los pardametros de operacion del equipo, tales
como la relacién liquido/sdlido (L/S) y la velocidad del tornillo, es necesario establecer
una configuracion de partida en el extrusor que permita definir los intervalos de
operacion mas adecuados.

Para ello, se utilizé una configuracion de tornillo basada en la experiencia previa
del grupo del Laboratoire de Chimie Agroindustrielle del Institut National Politechnique
de Toulouse (INPT), uno de los socios implicados en el proyecto BABETHANOL, quienes
cuentan con una larga trayectoria de estudio de la extrusién aplicada a la biomasa
(N’Diaye y Rigal, 2000; Rouilly et al., 2006; Evon et al., 2007; Zeitoun et al., 2010). Esta
configuracion en concreto (Figura 1.7) habia demostrado su efectividad en materiales
herbaceos en ensayos previos realizados por este grupo. Posteriormente, esta
configuracion fue adaptada para los experimentos de extrusién alcalina de la paja de
cebada en la primera parte del trabajo experimental de esta tesis (Capitulo II).

La configuracién seleccionada (Figura 1.7) cuenta con tres zonas diferenciadas:
- zona de alimentacién (mddulo 1)
- zona de reaccion (modulos 2 a 4)

- zona de lavado-filtracion (desde el médulo 4 hasta el final).

Filtrado Agua Aleali Biomasa
<::< Extrusado 4 C o
|—uhl; FER E ‘ FEIT—F 004 FER 0 FER 0 FER 001 ﬁb—AE E

Q
Médulo n° 1

Médulo n° 6 Médulo n°5

Figura 1.7- Configuracion 1 para la extrusion de paja de cebada en el extrusor de doble tornillo co-
rotativo. En la figura se muestran los elementos de tornillo empleados (T-transporte,
M-mezcla, R-rozamiento) y se sefialan las entradas y salidas.

En la zona de alimentacién se montaron elementos de transporte de gran
capacidad para facilitar la entrada de la biomasa. La zona de reaccién comienza con la
entrada del dlcali al final del segundo mddulo y combina elementos de transporte y
mezcla, acabando en un elemento de sentido invertido (reversa), el cual actia como
tapdén, aumentando la presion y el tiempo de residencia en el primer tramo del
extrusor. A continuacién, se encuentra la entrada del agua de lavado en el mdédulo 4.
En el médulo 5 se produce la filtracidn, por lo que a la altura de su final se sitla de
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nuevo una reversa para crear la presion suficiente para la filtracion. A partir de ese
punto, nuevos elementos de transporte trasladan la biomasa pretratada hasta la salida
del extrusor.

Para esta Configuracidn 1, se presentan a continuacion los limites operacionales
en cuanto a relacién L/S y velocidad del tornillo.

3. 2. 2. 1. Relacion de flujos dentro del extrusor

El funcionamiento del equipo estd limitado por los flujos de liquido y sélido que es
capaz de manejar. Se define la relacion L/S como el flujo total de liquido introducido en
el extrusor (kg/h de disolucion de NaOH mas el agua de lavado), dividido por los
kilogramos de paja de cebada seca alimentados por hora. Se denomind (L/S), a la
relacion entre los kg/h de disolucién de NaOH vy los kg/h de paja de cebada seca, es
decir, a la relacién de flujo liquido a sélido en la zona de reaccion. Exclusivamente para
las pruebas presentadas en este capitulo, los flujos de sosa son sustituidos por agua, a
fin de simular este flujo de liquido sin utilizar el reactivo quimico. El efecto de la sosa
sobre el flujo dentro del extrusor no es el mismo que el del agua, pero esta simulacion
sirve para detectar los limites de operacidn en el extrusor con un margen de seguridad,
ya que, en todo caso, la sosa facilitaria el flujo y podria anadirse mas cantidad.

La relacidon L/S es uno de los parametros que mas influencia tienen en la
operabilidad del equipo. En el caso de sobrepasar la relacion maxima L/S, se pueden
producir tapones dentro del extrusor y retrocesos del liquido, llevando a paradas de la
operacion. Yoo et al. (2012), por ejemplo, detectaron estos problemas cuando
intentaron alimentar vainas de soja con un 50% de humedad en un extrusor de doble
husillo y se vieron forzados a disminuir el flujo de alimentacidon para conseguir una
operacion correcta. En la configuracion estudiada en el presente trabajo, el punto
critico es la entrada de la disolucion de NaOH, ya que el agua se afiade al final del
proceso de extrusién (mddulo n? 4) con el Unico propdsito de lavar, y su exceso se
eliminard en la filtracion sin dar problemas operacionales, provocando simplemente un
aumento de la cantidad de liquido filtrado.

Se realizaron unas pruebas preliminares de factibilidad de manera que,
manteniendo constante el flujo de biomasa de 0,6 kg/h seleccionado en el apartado
3.2.1.1, se varié la cantidad de agua afiadida con la Bomba 1 (la bomba que
suministraria el flujo de la disolucion de sosa en una operacién normal), con el fin de
obtener diferentes ratios (L/S),. El objetivo de estos ensayos fue encontrar el flujo
maximo de liquido que se puede alimentar con la Bomba 1, y que permite una
operacion continua y regular del equipo de extrusidn. Esto se repitid para diferentes
velocidades del tornillo: 100, 150 y 200 rpm. Como resultado de estos ensayos, se
pudo concluir que la (L/S): msx a la velocidad de 100 rpm es igual a 0,75. Una velocidad
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de tornillo superior permite en este caso trabajar con un flujo de liquido mayor, siendo
el (L/S); max = 1 cuando la velocidad aumenta a 150 o 200 rpm.

Por otra parte, se construyd una tabla tedrica en la que se calcularon los valores
de (L/S); que se originarian dentro del extrusor, en funcién de la masa de NaOH
afiadida por unidad de masa de paja de cebada seca (R) que se desea conseguir y de la
concentracion de la disolucién de sosa que se use. Con base en el valor de la relacién
(L/S); max determinado experimentalmente en los ensayos previos, se puede establecer
una linea divisoria que separa la regién en la que la operacion es factible de la que no
lo es (Tabla 1.2, paneles Ay B).

Tabla 1.2- Relaciones (L/S), alcanzadas en funcidn de la concentracidn de la R seleccionada y la
concentracion de sosa en la disolucién afiadida al extrusor, para 100 y 150 rpm. En
verde, valores seleccionados como factibles para una correcta operacion del
equipo.

A) 100 rpm:

Concentracidn disolucion de NaOH (p/v)

R (g NaOH/100g MS)

0,5 0,25 0,13
1,0 0,5 0,25
2,0 1,0 0,50
3,0 1,5 0,75
4,0 2,0 1,00
5,0 2,5 1,25
6,0 3,0 1,50
7,0 3,5 1,75 0,88 35
8,0 4,0 2,00 1,00 40
B) 150 rpm:

Concentracion disolucién de NaOH (p/v)
R (g NaOH/100g MS)

0,5 0,25 0,13 0,06
1,0 0,5 0,25 0,13
2,0 1,0 0,50 0,25
3,0 1,5 0,75 0,38
4,0 2,0 1,00 0,50
5,0 2,5 1,25 0,63
6,0 3,0 1,50 0,75
7,0 3,5 1,75 0,88
8,0 4,0 2,00 1,00

Cuando se aumenta la velocidad del tornillo a 200 rpm, las relaciones y
concentraciones permitidas son muy similares a las del caso de 150 rpm (Tabla 1.2,
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panel B) (datos no presentados), por lo que se asumen los mismos limites de
factibilidad que a 150 rpm.

Para construir la tabla 1.2, se calcularon tedricamente los valores de (L/S), en
funcién de un amplio rango de concentraciones de la disoluciéon de NaOH y de R; sin
embargo, no todas las condiciones resultan adecuadas desde un punto de vista
operativo. En el presente estudio, se escogid trabajar con una disolucién de NaOH al
10% (p/v) para mantener valores de la concentracion de sosa moderadas y evitar los
riesgos derivados de trabajar con disoluciones concentradas, y, al mismo tiempo, tener
un mayor grado de libertad en cuanto al parametro R que si se empelase una
disolucién del 5% p/v. Con este valor de concentracion de la disolucion de NaOH de
10% (p/v), se eligid trabajar a 150 6 200 rpm, ya que estas velocidades permitian
ensayar valores de R de hasta 10%, cifra establecida como limite maximo de cantidad
de sosa por peso de la biomasa. Tanto la concentracidn de la disolucién de sosa (10%
p/v) como la R maxima (10 g NaOH/ 100 g biomasa seca) son valores escogidos por
razones medioambientales y de seguridad que se mantuvieron durante todo el trabajo.

La relacién L/S es un parametro considerado importante para la operacion del
equipo, pero cuya influencia sobre la efectividad de la extrusién no ha sido muy
estudiada. Por un lado, una alta proporcién de liquido ayuda a ablandar las fibras, pero
por otro, disminuye la energia efectiva aplicada sobre el material. En el caso de
extrusores de un solo husillo, se esperaria una disminucién del rendimiento a medida
que aumenta la relacion L/S, ya que el medio se hace mas viscoso y disminuiria el
rozamiento (Chen et al., 2010). Karunanithy y Muthukumarappan (2011) observaron la
disminucion del torque, es decir, del requerimiento energético del proceso, a medida
que aumentaron la humedad (entre el 10 y el 50%) de forraje de maiz, pasto varilla,
Andropogon gerardii, Spartina pectinata y astillas de madera de pino.

Para el caso de extrusores de doble husillo, no existen muchos estudios sobre el
efecto de la relacion L/S. Yoo et al. (2012) alimentaron vainas de soja con un contenido
en humedad del 40, 45 y 50% (L/S = 0,66, 0,82 y 1) a un extrusor de doble husillo con
un perfil de temperatura de 40 a 802C, y hallaron un efecto significativo de la humedad
en el rendimiento en base glucosa; a mayor humedad, se obtuvieron mejores
rendimientos. Los autores atribuyen este efecto a que la combinacién de calor vy
humedad ayudd a ablandar las fibras de lignocelulosa, de forma similar a los procesos
de produccién de pulpa de madera. Sin embargo, también advirtieron que un exceso
de humedad puede conducir a la formacién de una especie de lodo, reduciendo la
energia efectiva aplicada y disminuyendo la eficacia del pretratamiento. En la misma
linea, Um et al. (2013) observaron una relacion directa entre el ratio L/S (entre 1y 4) y
la concentracion de celulosa en paja de colza pretratada por extrusidon con agua
caliente. Asi mismo, observaron un ligero descenso de la cristalinidad de la celulosa a
medida que aumentd la relacion L/S, lo cual conllevaria una mejora de la digestibilidad
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enzimatica. Por otra parte, Zhang et al. (2012a) no obtuvieron una relacion significativa
entre la humedad y el rendimiento de azucares, en bagazo de maiz. El rango de
humedades que probaron (entre 22,5 y 27,5%) es, segun estos autores, demasiado
pequeno como para que se aprecie algun efecto.

Un andlisis de las relaciones L/S empleadas en los articulos mas recientes no
permite extraer conclusiones acerca de la conveniencia de trabajar en un rango de
valores determinado. Existe mucha variacién en los valores de L/S utilizados: 13,4 en
paja de colza y serrin de chopo (Choi et al., 2013a, b; Kim et al., 2013), de 6 a 8 en
Miscanthus (Kang et al., 2013), de 6 a 10 en paja de cebada (Han et al., 2013), 2 (Liu et
al., 2013) y 0,5 (Zhang et al., 2012b) en bagazo de maiz, etc., y parecen ser
seleccionadas mas de acuerdo con criterios operativos, en funcion de la materia prima
y tipo de equipo empleado, que a un efecto deseado sobre la biomasa.

3.2.2.2. Tiempo de residencia

El tiempo de residencia es uno de los pardmetros que pueden influir en el
proceso de extrusion y esta relacionado con la relacion L/S y el perfil del tornillo,
aungue la mayor influencia es la de la velocidad del tornillo. Asi, para una alimentacién
de 0,6 kg/h, con un flujo de sosa de 0,3 L/h (R =5%, L1/S =0,5) y un flujo de agua de 5
L/h (L/S = 10), se midié el tiempo de residencia en el extrusor a diferentes velocidades
de tornillo (Figura 1.8).
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Figura 1.8- Tiempo de residencia de la biomasa dentro del extrusor en funciéon de la velocidad
del tornillo.
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Como se ve en la Figura 8, el tiempo de retencién disminuye con la velocidad
del tornillo de forma exponencial. En el rango de condiciones probadas, el maximo
tiempo de residencia alcanzado no llega a los 3 min. Se escoge trabajar a una velocidad
de 150 rpm, ya que el tiempo de residencia, aproximadamente 2 min, es algo mayor
que a 200 rpm, lo que favorecerd el pretratamiento. Este valor se mantuvo constante
durante todo el trabajo.

El tiempo de residencia en el extrusor EV25 disponible en las instalaciones de
Ciemat (en las condiciones probadas) es mas corto que el que describen Choi et al.
(2013a,b) y Um et al. (2013) en sus articulos (entre 7,3 y 10,2 min), pero estos autores
emplearon en su equipo velocidades de tornillo muy bajas. Otros investigadores que
usaron velocidades similares a las empleadas en el presente trabajo no aportan datos
sobre el tiempo de residencia en el extrusor, por lo que no es posible establecer una
comparacion.

Como resultado de la calibracién y puesta a punto del extrusor se establecieron
unas condiciones de operacién bdsicas para los ensayos de extrusién alcalina en
cuanto a flujo de alimentacion de biomasa, rango de relaciones (L/S)r factibles y
velocidad del tornillo, tal y como se resume en la tabla a continuacion (Tabla 1.3).

Tabla 1.3- Variables de operacién analizadas y valores seleccionados.

Variables analizadas Valor de operacion Determinacion
Flujo de biomasa 0,6 kg/h Experimental
(L/S). 0-1 Experimental
Velocidad tornillo 150 rpm Experimental

Otros parametros, como la temperatura y la R de operacién, se estudiaran en el
resto de capitulos de la presente memoria.
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Capitulo Il: Extrusion alcalina de paja de cebada

1. Introduccion

Los tratamientos alcalinos se basan en el efecto que producen agentes basicos
como NaOH, Ca(OH), y NH," sobre la biomasa. El principal efecto de los
pretratamientos alcalinos es la solubilizacion de la lignina y, en menor grado, de las
hemicelulosas (en su mayor parte en forma de oligdmeros), dependiendo de las
condiciones empleadas. Se trata de un tipo de pretratamiento mds efectivo para
biomasas de tipo herbaceo, debido a su moderado contenido en lignina (Galbe y
Zacchi, 2012). El mecanismo del proceso consiste en que los agentes alcalinos actian
sobre los enlaces lignina-carbohidratos, en concreto rompiendo los enlaces alquil-aril,
en una reaccién controlada por la estructura del enlace (Park y Kim, 2012). Durante el
pretratamiento alcalino tienen lugar reacciones de saponificacion y solvatacién que
producen un efecto de esponjamiento de las fibras, haciendo la biomasa mas accesible
para las enzimas (Hendriks y Zeeman, 2009). Este esponjamiento da lugar ademas a un
aumento del area superficial, mientras que disminuyen el grado de polimerizacién y la
cristalinidad (Galbe y Zacchi, 2012). Por otra parte, se ha descrito que los alcalis atacan
a las sustituciones acetilo y acido urdnico de la hemicelulosa (Chang y Holtzapple,
2000). Cuando se trabaja con concentraciones de alcali muy elevadas, se puede
producir una separacion de los grupos terminales y una hidrdlisis alcalina, si bien se
puede originar también una degradaciéon y descomposicion de los polisacaridos
solubles (Hendriks y Zeeman, 2009). Aparte de estas potenciales pérdidas de carbono,
la extraccién alcalina puede provocar la redistribucién y condensacién de la lignina, asi
como modificaciones del estado cristalino de la celulosa, que contrarrestarian los
efectos positivos de la eliminacidon de la lignina y el esponjamiento de la celulosa
(Gregg y Saddler, 1996).

Una de las formas de llevar a cabo un pretratamiento alcalino es empleando
tiempos cortos y temperaturas y presiones elevadas. Por ejemplo, Pedersen et al.
(2010) llevaron a cabo un pretratamiento alcalino severo que consistio en afiadir NaOH
a una muestra de paja de trigo al 5% p/v hasta alcanzar un pH de 13, y calentar en
autoclave la mezcla durante 10 min a 1402C. Con este método se alcanzd una
solubilizacion del 68% de la lignina inicial de la paja de trigo. Por otra parte, el
pretratamiento alcalino también se puede llevar a cabo en condiciones mas
moderadas de presién y temperatura, disminuyendo el coste energético del proceso.
En estos pretratamientos alcalinos suaves la biomasa se impregna con una solucion
alcalina a temperatura y presién ambiente, si bien se requieren tiempos de residencia
largos. En ambos casos existe el problema del tratamiento de los efluentes, asi como
gue una parte del dlcali se transforma en sales irrecuperables, que pueden llegar a
guedar incorporadas a la propia biomasa (Mosier et al., 2005).

Una forma de disminuir los largos tiempo de reaccidn, manteniendo
condiciones de presién y temperatura moderadas, es combinar el tratamiento alcalino
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suave con el efecto termo-mecdnico de la extrusion. En la literatura cientifica se
describen dos formas de combinar la extrusidn con un pretratamiento alcalino: la
impregnacion de la biomasa con el alcali y posterior introduccidon de la mezcla en el
extrusor (Dale et al., 1999; De Vrije et al., 2002; Karunanithy y Muthukumarappan,
2011b; Lamsal et al., 2010; Zhang et al., 2012b), y la adicion directa del reactivo dentro
del equipo (Duque et al., 2013; Um et al., 2013; Kang et al., 2013; Han et al., 2013; Liu
et al. 2013). Sélo esta ultima podria ser considerada propiamente un proceso de
extrusion reactiva y resulta un proceso mas realista desde el punto de vista
operacional. La accién de la sosa dentro del extrusor se ve limitada por los bajos
tiempos de residencia, pero por otro lado se produce una mezcla mucho mas intensa,
acompafiada por fuerzas mecdnicas que actlan sobre el material, lo que puede
favorecer la penetracién de la sosa.

Una limitacién de trabajar con pretratamientos alcalinos es que es necesaria
una etapa de neutralizacion para ajustar el pH a los valores adecuados para las
siguientes etapas del proceso (hidrélisis enzimatica y fermentacién), aunque algunos
autores no consideran necesario este paso cuando la concentracion de dlcali es muy
baja (hasta un 3% respecto al peso de biomasa) (Karunanithy y Muthukumarappan,
2013; Zhang et al., 2012b). Normalmente, se opta por neutralizar el extrusado
mediante un lavado (De Vrije et al., 2002; Lamsal et al. 2010; Duque et al., 2013; Liu et
al. 2013; Kang et al., 2013; Han et al., 2013). De esta forma se consigue separar una
gran parte de los compuestos solubles presentes tras el pretratamiento. Esto conduce
a una concentracién de la fraccion de celulosa (Duque et al., 2013), algo muy deseable
de cara a su utilizacién para la produccidon de bioetanol. Sin embargo, con el agua de
lavado también pueden arrastrarse azucares solubles; ademas, no resulta un proceso
practico desde el punto de vista industrial, debido al gasto de agua y tiempo que
conlleva y a la necesidad de afadir un equipo especifico para realizar este paso
intermedio. La alternativa al lavado externo seria realizar una neutralizaciéon con acido
dentro del propio equipo (Duque et al., 2014), teniendo en cuenta que permanecerian
en el extrusado todos los compuestos solubles mas las sales resultantes del
tratamiento alcalino y la neutralizacién.

En este capitulo se describe el desarrollo de un pretratamiento de extrusiéon
reactiva alcalina para la paja de cebada, y se estudia su potencial para la produccién de
azucares fermentables y posterior conversién a etanol, en diferentes condiciones de
proceso. En una primera parte se lleva a cabo la optimizacién de las condiciones de
extrusion para una configuracion de extrusién alcalina con lavado posterior del
sustrato producido. En una segunda parte se integra una etapa de neutralizacion en el
proceso de extrusién y se ajustan las condiciones de operacion para establecer una
configuracion de proceso que sirva como referencia para la paja de cebada. Esta
misma estrategia se ensayd en un equipo de extrusion a escala piloto.
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En estos estudios, la efectividad del pretratamiento se evalué en funcion de la
composicidon de los sustratos pretratados y de su digestibilidad enzimatica mediante
ensayos de hidrdlisis con enzimas comerciales. Finalmente, en un sustrato pretratado
en las mejores condiciones, se realizdé una evaluacién preliminar del potencial de
produccién de etanol en un proceso de licuefaccidn y sacarificacion y fermentacién
simultaneas con la levadura S. cerevisiae.

2. Materiales y métodos

2.1. Ensayos de extrusion alcalina con lavado fuera del extrusor

Para los primeros ensayos de extrusién se utilizé la configuracion de partida ya
explicada en el Capitulo |, apartado 3.2.2. (configuracién 1, figura 2.1), que comprende
la neutralizacion del extrusado alcalino producido mediante lavado fuera del extrusor.
Cuenta con tres zonas diferenciadas: la zona de alimentacion (mddulo 1), la zona de
reaccién (médulos 2 a 4) y la zona de lavado-filtracion (desde el médulo 4 hasta el
final).

- Agua Alcali Biomasa
<):< Extrusado Filtrado a1 C
|—nﬁl; FER o E ‘ FEIT-F = T o FER | 003 FER | 002 FER | ool AP-AE E
| o | =] | -] | -] ‘ o
Médulo n° 6 Médulo n°5 Médulo n° 4 Médulo n° 3 Médulo n° 2 Médulo n° 1

Figura 2.1- Configuracion 1 para la extrusidn de paja de cebada en el extrusor de doble tornillo co-
rotativo. En la figura se muestran los elementos de tornillo empleados y se sefialan las
entradas y salidas. T-transporte, M-mezcla, R-rozamiento (ver detalle en Figura 11,
Introduccion).

En la zona de alimentacion (mdédulo 1), se montaron elementos de transporte
para facilitar la entrada de la biomasa. La zona de reaccidn comienza con la entrada de
la disolucién alcalina al final del segundo mdédulo y combina elementos de transporte y
mezcla, a lo largo de los mddulos 2 y 3, acabando en un elemento de sentido invertido
(reversa) hacia la mitad del mdédulo 4, el cual actua como tapdn. De esta manera, se
aumenta la presién y el tiempo de residencia en el primer tramo del extrusor. A
continuacion, se introduce el agua de lavado en el mdédulo 4. En el médulo 5 se
produce la filtracion, por lo que a la altura de su final se sitla de nuevo una reversa
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para crear la presién suficiente para la filtracion. A partir de ese punto, nuevos
elementos de transporte trasladan la biomasa pretratada hasta la salida.

El equipo se alimenté con 0,6 kg/h de paja de cebada molida (ver Capitulo 1). Se
afiadié una disolucion de NaOH al 10% (p/v), modificando el flujo de alimentacion para
conseguir las proporciones de alcali respecto a la materia prima (R, % p/p) ensayadas
en este trabajo. Con una segunda bomba se afiadieron 6 L/h de agua para el lavado
dentro del extrusor. Como control se realizé un ensayo de extrusién afiadiendo agua
en vez de la solucion de sosa. Al final del proceso se obtiene un material sélido con un
alto grado de humedad y en condiciones de pH muy basico (extrusado) y un liquido
también basico con una parte de sélidos finos que no quedaron retenidos en el filtro
(filtrado). Estos materiales se procesaron y analizaron como se describe mas adelante
en el apartado 2.3.

2.1.1. Disefio de experimentos

Para estudiar las variaciones en la composicion y digestibilidad enzimatica de la
paja de cebada por el efecto de la extrusién en esta configuracién y para determinar
las condiciones optimas de extrusién que conducen a una maxima digestibilidad
enzimatica, se llevé a cabo un disefio de experimentos. Para ello, se escogieron dos
parametros influyentes en la extrusién alcalina: la cantidad de hidréxido sédico
afiadida en relacion a la biomasa (R), medida en g NaOH/100g biomasa seca, y la
temperatura de extrusion (T), en 2C.

Se utilizd el programa StatGraphics Plus 5.0 Enterprise Edition (Satistical Graphics
Corporation, Princenton, NY) para desarrollar un disefio de experimentos factorial 2°
con dos variables, Ry T. Los niveles de optimizacion fueron 2,5-5-7,5 % para Ry 50 —
75 — 100 °C para T. Estos intervalos se escogieron de acuerdo con el criterio de
mantener condiciones moderadas durante la extrusidon y por las restricciones de R
halladas durante la puesta a punto del equipo de extrusién (apartado 3.2.2.1). El
disefio dio lugar a 9 experiencias (Tabla 2.1) distribuidas al azar, para evitar el efecto
de variables distorsionadoras.
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Tabla 2.1- Condiciones experimentales para la extrusién alcalina de la paja de cebada de
acuerdo con el disefio de experimentos factorial 2* usado en este estudio.

DISENO DE EXPERIMENTOS
i A: Temperatura | B: NaOH/MS
Experimento
oC % w/w

1 50 2,5

2 50 5

3 50 7,5
4 75 2,5

5 75 5

6 75 7,5

7 100 2,5
8 100 5

9 100 7,5

2.2. Ensayos de extrusion alcalina con neutralizacion integrada en el extrusor

En una etapa mas avanzada del trabajo, se planteé alcanzar una mayor
integracion del proceso y realizar una neutralizacién directa con acido dentro del
propio extrusor, prescindiendo asi del lavado del extrusado fuera del mismo. Para
neutralizar el extrusado directamente dentro del extrusor con un acido se escogioé un
acido con un pKa elevado vy triprético, el acido fosférico, que es ademds menos
corrosivo que el acido sulfurico. El H3PO, se empled diluido, en una concentracién
0,1M, para evitar problemas de manejo y resultar menos agresivo para los equipos.

En una primera aproximacion a la extrusidon integrada con neutralizacién, se
ensayaron las condiciones determinadas como dptimas en el apartado 3.1.1.3 con
extrusados lavados, en la configuracién 1 (Figura 2.1), sustituyendo la entrada de agua
por la disolucién de acido fosférico. Estos resultados (no presentados) mostraron que
los rendimientos obtenidos con extrusados neutralizados dentro del extrusor eran algo
mas bajos que los obtenidos sélo con la extrusién alcalina y lavando después de la
extrusion. Esto podria ser debido en parte a un acortamiento de la zona de reaccién al
introducir la neutralizacién y por otro lado debido a que se prescinde del lavado
posterior de los extrusados, que ya se encuentran neutralizados. Frente a este hecho
se plantearon dos estrategias diferentes: actuar sobre la configuracién del extrusor, o
actuar sobre la relacion R, cantidad de NaOH por peso de materia prima.

Para el estudio de la configuraciéon del extrusor, se modificd la configuracion
basica 1 (Figura 2.1), de dos formas diferentes. En la primera variacion, el alcali se
introdujo inmediatamente después de la biomasa en el mddulo 1, llegando la zona de
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reaccion hasta el médulo 3 y se afiadieron mas elementos de mezcla para compensar
en parte la reduccion del espacio (configuracion 2, figura 2.2). La zona de
neutralizacion comprendié los médulos 4 y 5, siendo el 5 un médulo de filtracion. Asi,
esta estrategia plantea la factibilidad de retirar parte del liquido en exceso, contando
con el arrastre de compuestos solubles (azucares, parte de extractivos, cenizas y sales
inorganicas), mediante una filtracién.

7 Acido Alcali Biomasa
<):< Extrusado Filtrado =
006 ABF-DEG 7 [i] | FEI*—F 004 ABF-DEG 003 ABF-DEG 002 ABF-DEG o AP—DEE [
4]
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N
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Figura 2.2- Configuracion 2 para la extrusion de paja de cebada con una etapa de neutralizacidon y
filtracion dentro del extrusor. En la figura se muestran los elementos de tornillo
empleados y se sefialan las entradas y salidas. T-transporte, M-mezcla, R-rozamiento
(ver detalle en Figura 11, Introduccién).

En la segunda variacion (configuracion 3, figura 2.3), se elimind la etapa de
filtracidon y se afiadieron mas elementos de mezcla y una reversa adicional para
mejorar la mezcla biomasa-sosa en la zona de reaccién. Después del segundo
elemento de paso inverso, al final del mdédulo 4, se afiadié la disolucidn acida y a
continuacion se establecid una seccién de mezcla intensa que consiguié la
neutralizacion completa del extrusado.

Acido Alcali Biomasa
<'.:|I Extrusado J C J C =4
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Figura 2.3- Configuracién 3 para la extrusion alcalina de paja de cebada con una etapa de neutralizacién.
En la figura se muestran los elementos de tornillo empleados y se sefalan las entradas y
salidas. T-transporte, M-mezcla, R-rozamiento (ver detalle en Figura 11, Introduccién).

A partir de estas configuraciones, se obtienen los denominados extrusado filtrado
(EF, configuracion 2) y extrusado completo (EC, configuracion 3).
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La segunda aproximacion a la optimizacion del proceso de extrusion vy
neutralizacion integradas consistid en intensificar la accidon del tratamiento alcalino,
incrementando ligeramente la proporcion de alcali por encima del dptimo
anteriormente establecido. Para ello, se diseiid un experimento en el que se probaron
tres niveles de R (6, 8 y 10% p/p) en las dos configuraciones de proceso 2 y 3
anteriormente descritas.

Los extrusados generados en los ensayos de las configuraciones 2 y 3 en los
distintos niveles de R, asi como los liquidos correspondientes a los ensayos de la
configuracion 2 con filtracion, se analizaron como se describe en el apartado 2.3. mas
adelante.

2.2.1. Ensayos en planta piloto

Dentro de las actividades del proyecto Babethanol, se llevé a cabo la produccion
de un sustrato extrusado en la planta piloto de Agromat en Tarbes, perteneciente al
INPT. Esta planta piloto consiste en un extrusor Clextral Evolum HT53 con 9 mddulos
(Figura 2.4), acoplada a un alimentador gravimétrico con una capacidad nominal de
carga de hasta 100 kg/h, dependiendo del tipo de material (Figura 2.5).

Figura 2.4- Vistas lateral y frontal del extrusor HT53 de la planta piloto Agromat.
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Figura 2.5- Dosificador gravimétrico del extrusor HT53.

La configuracién de proceso que se utilizd para producir el extrusado en la planta
piloto se basé en la configuracién 3 empleada en las instalaciones del Ciemat,
adaptando la configuracién del tornillo y los flujos de sélido y liquido a los nueve
modulos del equipo (Figura 2.6). Las condiciones de extrusiéon, en cuanto a
temperatura y masa de NaOH por masa de biomasa empleada, fueron las que dieron
como resultado un sustrato con la mejor digestibilidad enzimatica para la extrusién
alcalina con neutralizacidn en ensayos realizados en el Ciemat (ver apartado 3.1.2.2
mas adelante): extrusion con filtracion, 8% R y 68°C.

cebada Filtrado

N (N 1”20 [ (R
i | crusado N

T M T R T M T R T M T+M

Figura 2.6- Configuracién para la extrusion alcalina con neutralizacion en el extrusor HT53 de la
planta piloto Agromat.

La densidad de la paja de cebada provocé algunos problemas en la alimentacién,
por lo que, para poder lograr una alimentacion continua y regular, se fijé el flujo de
paja en 12 kg/h (peso humedo). Para lograr un R = 8%, se alimentaron 8 L/h de una
disolucion de NaOH al 10% y a continuacidn se neutralizé el extrusado afadiendo 40
L/h de una disolucion de acido fosférico 0,5M. Como salidas se obtuvieron un 15,3 L/h
de filtrado y 39,8 kg/h de extrusado (peso humedo).El pH de ambos sustratos a la
salida fue 5.
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2.3. Analisis de los materiales extrusados y del liquido de filtracion

El acondicionamiento de los materiales extrusados sélidos para el analisis de
composicidn varié en funcidn del tipo de configuracion empleada en la extrusion. Asi,
los extrusados alcalinos generados en la configuracion 1, que no incluia la
neutralizacion dentro del extrusor, fueron lavados mediante filtracién a vacio con agua
destilada tibia hasta pH neutro.

Los extrusados ya neutralizados dentro del extrusor (configuraciones 2 y 3,
sustratos filtrado y completo) no requieren este lavado y por tanto se podrian analizar
directamente, ya que no hay presencia de alcali que pueda interferir con el andlisis. No
obstante, debido a que estos materiales tienen una importante cantidad de
compuestos solubles, particularmente sales en el caso de los extrusados completos, se
realizd una prueba para analizar su efecto en los resultados del andlisis. Para ello, por
una parte se realizdé un analisis directo de ambos tipos de materiales extrusados
siguiendo la metodologia descrita en el capitulo |, punto 2.1.2, y por otra parte se llevd
a cabo un procedimiento de separacion previa de la fraccion soluble antes del andlisis
siguiendo el procedimiento NREL/TP-510-48825, segun se describe en el capitulo llI,
apartado 2.2. Los resultados de ambos andlisis fueron muy similares y por tanto se
pudo concluir que el andlisis directo de los extrusados denominados filtrado y
completo era adecuado para determinar su composicion.

La humedad de los extrusados se midié segun el procedimiento NREL/TP-510-
42621 en una termo-balanza Precisa XM 120 (Suiza). Tras esta medida, una porcién de
cada tipo de extrusado se dejé secar en estufa a 452C para los analisis de composicidon
y el resto se almacend refrigerado a 42C para su uso en los ensayos de hidrélisis
enzimatica.

Los liquidos filtrados recogidos durante el proceso de extrusién en las
configuraciones 1 y 2 se analizaron en cuanto a su contenido en sdlidos totales,
solubles e insolubles, asi como a su contenido en azlUcares monoméricos vy
oligoméricos. La cantidad de sélidos totales en los filtrados se determind mediante
analisis con una balanza de microondas (Sartorius). A continuacién, una alicuota de
estos filtrados se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min, y se midieron los sélidos
solubles en el sobrenadante con la misma balanza. Por diferencia entre ambos valores
se hallaron los sélidos insolubles en los liquidos filtrados. En cuanto al contenido en
azucares solubles, una alicuota de los filtrados se midié por HPLC para la
determinaciéon de azlcares monoméricos (ver Anexo lll). Los azucares en forma de
oligdmeros se calcularon por diferencia entre la cantidad de mondmeros (medida
igualmente por HPLC) obtenida tras una hidrdlisis acida suave del filtrado (3% v/v, 121
2Cy 30 min) y los mondmeros presentes inicialmente en él.
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2.4. Hidrdlisis enzimatica de los extrusados

En este apartado se describen los ensayos realizados para la evaluacién de la
digestibilidad enzimatica de los distintos extrusados producidos a lo largo de este
capitulo: extrusado alcalino lavado (producido en la configuracién 1), extrusado
neutralizado filtrado (configuracion 2) vy extrusado neutralizado completo
(configuracion 3). Los extrusados utilizados en este apartado fueron los producidos en
el Ciemat en las configuraciones 1, 2 y 3, ya que el material extrusado procedente de
los ensayos en la planta piloto se utilizd para la realizacion de parte de los ensayos de
produccién de etanol en bioextrusado (ver Capitulo Il — apartado 3.3).

Por una parte, la digestibilidad enzimatica de los extrusados alcalinos lavados se
evalué mediante ensayos de hidrélisis enzimdtica en las condiciones estdndares
empleadas habitualmente en el laboratorio para la evaluacién inicial de la efectividad
del pretratamiento en la digestibilidad del sustrato pretratado. Asi, los ensayos se
llevaron a cabo en tampodn citrato 0,05M (pH 4,8), en Erlenmeyer de 100 mL y en un
agitador orbital (Certomat-R B-Braun, Alemania) a 150 rpm y 502C. Como céctel
enzimdatico se utilizd una mezcla de celulasas y xilanasas comerciales cedidas por
Novozymes A/S (Dinamarca). Concretamente, se us6é una combinacion de Cellic CTec y
Cellic Htec en una proporcion 9:1 calculada tomando como base el contenido en
proteinas. La dosis empleada fue de 38 mg de proteina (15 FPU)/g sustrato seco. La
cantidad de sustrato empleada fue de un 2,5% en peso de sdlido seco en el volumen
del medio de hidrélisis. La duracion de los ensayos fue de 72 h; transcurrido este
tiempo, se tomaron muestras, se hirvieron durante 10 min para desactivar el enzima y
se centrifugaron en una centrifuga 5415D Eppendorf AG (Alemania) a 10.000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se analizé6 mediante HPLC para la cuantificacién de
glucosa y xilosa segun se describe en el Anexo lll.

Por otra parte, la digestibilidad enzimatica de los extrusados neutralizados dentro
del extrusor se llevd a cabo en las mismas condiciones estandares descritas
anteriormente para los extrusados alcalinos, si bien en este caso se usé una nueva
version mas avanzada de las enzimas empleadas anteriormente, Cellic CTec2 y Cellic
HTec2, afiadiendo 20 mg de proteina (8 FPU)/g extrusado seco en una proporcion 9:1
con base en su contenido en proteinas. En esta serie de experimentos se tomaron
muestras a 0, 24 y 48 h para ver el efecto del tipo de configuracién y del incremento de
R en la digestibilidad enzimatica. Como en el ensayo anterior, las muestras se hirvieron
durante 10 min para desactivar las enzimas previamente al analisis cromatografico. La
muestra a tiempo 0 h sirve para determinar la cantidad de azucares solubilizados
durante la extrusidn, si bien hay que tener en cuenta que la preparacidon enzimatica
contiene azlcares como conservantes. Para la cuantificacién de este contenido se
prepararon blancos de la mezcla enzimatica. Este valor se resté de los azucares
medidos a tiempo 0 h para cuantificar los procedentes de la solubilizacién durante la
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extrusion, a efectos de calcular el rendimiento de la hidrélisis enzimatica en fase de
incubacién del extrusado con las enzimas.

Adicionalmente, a modo de comparacién se realizé un ensayo de hidrélisis en la
materia prima sin extrusar, asi como en el extrusado control producido en la
configuracion 1, afiadiendo agua en vez de la disoluciéon de alcali.

La digestibilidad enzimatica se evalué tomando como base el rendimiento de
hidrdlisis (RHE), que se define como el porcentaje de glucosa/xilosa liberada durante la
HE en relacion a la glucosa/xilosa potencial, calculada ésta dltima tomando como
referencia el contenido en glucano/xilano del extrusado (Ec. 1). En el caso de los
extrusados neutralizados EC y EF, la cantidad de azucar inicial (t = 0 h) se sustrae de la
glucosa y xilosa finales medidas. Igualmente no se considera la cantidad de glucosa
soluble procedente de la mezcla enzimatica.

__ (g glucosa /xilosa por HE—g azlicar ensima—g azicar t=0h)

RHEg?um-r.a Sxilano —

x 100 [Ec. 1]

(g glucosa  xilosa en extrusado —g azicar t=0h)

Los resultados se analizaron estadisticamente con el programa StatGraphics. En el
caso de la extrusion alcalina con lavado externo, se llevé a cabo la optimizacién del
disefo de experimentos y se analizé estadisticamente la bondad del ajuste del modelo
creado. Para analizar los resultados de la digestibilidad enzimatica de los extrusados
neutralizados (filtrado y completo) se empled un analisis ANOVA.

2.4.1. Ensayos de hidrdlisis a altas cargas de solidos

Con el fin de evaluar el potencial para la produccidon de azlcares de los extrusados
producidos en las configuraciones 2 y 3, en condiciones que permitan obtener
elevadas concentraciones de azucares, se evaludé el comportamiento del extrusado
neutralizado en la HE en condiciones de altas cargas de sdlidos en el medio. Para ello
se seleccioné el sustrato pretratado que habia dado mejores resultados de
digestibilidad enzimatica en los ensayos anteriores, realizados a 2,5% de carga de
sélidos. Este sustrato es el extrusado producido en la configuracion 2 con un 8% R. Se
emplearon las mismas condiciones experimentales estandares para la hidrélisis (502C,
150 rpm) y se probaron cinco cargas de sélido diferentes por triplicado: 2,5, 5, 10, 15y
20% (p/v). Al tratarse de cargas de sélidos elevadas, la dosis de enzima del cdctel
enzimatico Cellic CTec2 + Cellic HTec 2 (9:1 en contenido en proteinas) se aumentd
hasta 25 mg proteina (10 FPU)/ g sustrato.
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La toma de muestras y la evaluacidén del rendimiento se llevaron a cabo de forma
similar a la explicada anteriormente (Ec. 1) para este sustrato, excepto que en estos
ensayos también se determind la concentracion de azucares en forma de azucares
totales (mondmeros y oligdmeros) en los medios de hidrélisis. Para ello, se realizé una
hidrdlisis acida suave (3% v/v H,SO4 121°C, 30 min) y se midié el contenido en
azucares por HPLC. Por diferencia con el contenido en azlicares monoméricos se pudo
calcular la produccion de oligdmeros. A partir de estos datos se calculd el rendimiento
de produccion de azucares, como los g de azucar (glucosa o xilosa) producidos (de los
gue se sustrae la glucosa anadida con el enzima, tal y como se explica en el apartado
anterior) por g de extrusado seco (Ec. 2). Este parametro comprende los azucares
producidos durante la extrusién (medidos al inicio de la hidrélisis) y también los
producidos durante la incubacién. El rendimiento de produccidn se calcula tanto para
azucares monoméricos como en forma de oligdmeros.

, . .. . l:g gluc/xil en el medio—g azicar gnzima) .
Rdto.produccion glucosa/xilosa = »x 100 [Ec. 2]
g extrusado seco

2.5. Experimentos de sacarificacion y fermentacion simultaneos

Con el fin de obtener una primera evaluacidn del potencial para la produccién de
etanol en el extrusado alcalino neutralizado producido en las mejores condiciones (EF,
8% R, 682C), se realizaron ensayos de sacarificacion y fermentacién simultdneas con
una etapa previa de 24h de licuefaccion. Se realizaron ensayos al 2,5, 15y 20% (p/v) de
carga de sélidos Se empled la misma mezcla enzimatica que en caso anterior Cellic
CTec2 + Cellic HTec 2 (9:1) y 25 mg (10 FPU)/ g sustrato.

Los extrusados se incubaron primero a 502C con el céctel enzimatico durante 24h
en matraces Erlenmeyer de 100 mL. A continuacién se inocularon los matraces con 1
g/L de Saccharomyces cerevisiae (Ethanol Red de Fermentis, Francia) previamente
crecido como se explica a continuacidon. Los matraces se incubaron durante 72h
adicionales a 352C. Se tomaron muestras de glucosa y etanol cada 24h, que se
cuantificaron por HPLC y cromatografia de gases, respectivamente, como se describe
en el Anexo Il

Se preparé un indculo con S. cerevisiae Ethanol Red (Fermentis, Francia)
rehidratando la levadura liofilizada en un medio de crecimiento que contenia 30 g/L de
glucosa, 4 g/L de extracto de levadura, 2 g/L de (NH4)SO,, 1 g/L de KH,PO4y 0,3 g/L de
MgS0,4-7H,0. El microorganismo se dejo crecer durante 16h en un agitador orbital a
150 rpm y 352C. Posteriormente, se centrifugd el medio y se descarto el sobrenadante.
El pellet resultante se redisolvié en 1 mL de tampdn citrato pH 4,8 y se repartio entre
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los distintos experimentos de modo que la concentracion de microorganismo en el
medio fuese 1 g/L.

La eficiencia de produccion de etanol en los extrusados se evalué a través del
rendimiento de LSFS, que considera las dos etapas de licuefacciéon y sacarificacion y
fermentacion simultaneas. Este rendimiento se calculd como la cantidad de etanol
producida durante la SFS, dividida por la produccidon potencial de etanol a partir del
extrusado y se expresa en %. El etanol potencial se calculé como la cantidad mdaxima
de etanol que podrian producir los extrusados, considerando una hidrélisis del 100% vy
un factor de conversion estequiométrico de 0,51 g etanol/g glucosa (Ec. 3). Se tuvo en
cuenta la cantidad de etanol que se produciria a partir de la glucosa contenida en la
mezcla enzimatica.

I:_g etanol —( g gluc enzimax0,5 1_.|

Rdio.L5FS5 =

x 100 [Ec. 3]

(g glucen extrusado=0,51)

3. Resultados y discusion

3.1. Efecto de los parametros de proceso de extrusion alcalina en la efectividad
del pretratamiento

Como ya se comentd anteriormente, con objeto de determinar el efecto de las
condiciones de proceso (R y T) en la efectividad del pretratamiento, con vistas a su
utilizacidn en el proceso de produccidon de bioetanol, se estudiaron como parametros
la composicion de los extrusados y los filtrados y la digestibilidad enzimatica del
material pretratado.

3.1.1. Extrusion alcalina con lavado fuera del extrusor

3.1.1.1. Composicion de los extrusados y filtrados

Se analizd la composicién de los materiales extrusados y liquidos filtrados
obtenidos en cada experimento de extrusién en la configuracién 1. En la tabla
siguiente (Tabla 2.2) se presentan en las tres primeras columnas los resultados
obtenidos en cuanto al contenido en componentes principales de los extrusados
sélidos y su comparacién con la caracterizaciéon de la paja de cebada (PC) realizada
anteriormente (Capitulo |, Tabla 1.1).
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Tabla 2.2- Composicion de la paja de cebada y de los extrusados (%ps) y contenido en azucares
hemiceluldsicos de los filtrados (g/L) para diferentes temperaturas y relaciones
NaOH/MS (%p/p), seguin los experimentos descritos en la Tabla 1. Los valores son la
media de triplicados * la desviacidn tipica.

Experimento Composicién (% p/p) Azlcares hemicelulésicos
(T,R) Glucano Xilanos LAI totales (g/L)

(509C,12,5%) 43,7+ 0,2 26,8+0,1 19,1+0,1 1,4
500 g - 46505  257%04 150%0,1 5,4
(509;’7'5%) 645+0,1  145%0,1 13,7404 8,6
(759&42'5%) 523+17  268+07 18,2+0,3 19
(75(_)(5:' 5%) 53,4+1,0 26,3+0,9 14,3+0,2 7,4
(759C'67'5%) 58,3+0,2 20,8+0,2 12,4+0,2 18,0
(1009(:7’ Jeyy 45615 261%11  195:03 0,8
(10092 o) 51,4:1,9  251+10 13,20, 7,2
(10093 7.5%) 61,0+0,3 15,6 +£1,6 12,1+0,3 11,7
PC 39,1+0,7 21,3+0,3 15,2+ 0,01 n.a.

n.a. — no aplicable
LAI — lignina &cido insoluble
PC - paja de cebada

Un primer analisis de los resultados muestra que el contenido en glucano de todos
los sustratos analizados es superior al de la materia prima, si bien este efecto es mas
acusado a altas concentraciones de dlcali. Esta concentracion también se produce en el
caso del xilano y la lignina a las condiciones menos severas en cuanto a temperatura y
proporcion sosa/peso seco. Este efecto estd en parte relacionado con la solubilizacion
durante la extrusién, y retirada mediante filtracién y posterior lavado, de una gran
parte los extractivos contenidos en la paja de cereal, asi como de la fraccion de cenizas
solubles, que representan hasta un 17% del total del peso de la biomasa inicial.
Teniendo en cuenta esta consideracion, se puede inferir que en las condiciones que
dan como resultado valores que corresponderian a los de la materia prima libre de
extractivos y cenizas (47% glucano, 25,4% xilano y 18,2% lignina), no se habria
producido desestructuracién y solubilizacion de componentes principales. Por el
contrario, los valores en los extrusados por debajo de los valores en materia prima
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libre de solubles, serian indicativos de cierta solubilizacion de componentes
principales.

Asi, en el caso del xilano, componente mayoritario de las hemicelulosas, y de la
lignina, se encuentran valores cercanos o por encima de los de la MP libre de solubles
hasta un cierto nivel de R, a partir del cual la cantidad de xilano y lignina es inferior,
indicando la solubilizacién de una parte de estos componentes. La cantidad de alcali a
partir de la cual comienza la solubilizacion es diferente para el xilano (a partir de un
7,5% R) y para la lignina (a partir de un 5% R). No obstante, aun considerando esta
solubilizaciéon, una gran parte del xilano permanece en el sélido, pudiendo ser
hidrolizado en la siguiente etapa. Esto supone una ventaja de la extrusion alcalina
sobre otros pretratamientos en los que los azucares hemicelulésicos son degradados o
solubilizados y, por lo tanto, no estan disponibles para la fermentacién. A medida que
la concentracion de lignina y hemicelulosa disminuyen por efecto de la T y la R,
aumenta el glucano en el sélido, hasta un maximo cercano al 65% a 502Cvy 7,5% R. El
hecho de que la concentracién de glucano en el extrusado aumente, comparada con la
materia prima, es una ventaja importante de cara a la produccidn de etanol, ya que el
sustrato que pasa a la etapa de hidrdlisis enzimatica se encuentra enriquecido en
glucano respecto del material sin tratar.

En cuanto al efecto de los pardmetros estudiados, en general, parece que la
relacion R produce mayor efecto que la temperatura en la composicion de los
extrusados lavados, ya que las variaciones encontradas entre las distintas
temperaturas para un mismo valor de R no siguen una tendencia definida.

Los resultados del analisis de la fracciéon liquida (Tabla 2.2, ultima columna),
muestran que la recuperacion de azucares hemiceluldsicos en esta fraccidon es variable
dependiendo de las condiciones. Una mayor cantidad de estos azlcares se recupera a
valores de R elevados, lo que concuerda con una mayor solubilizacién de xilanos del
solido. Por otra parte, hay que destacar que casi todos los azlcares de los filtrados se
encontraban en forma oligomérica, independientemente de la temperatura de
extrusion. Esta capacidad de producir una alta fraccién de oligédmeros es tipica de los
pretratamientos alcalinos suaves (Galbe y Zacchi, 2012). Dentro de estos azucares
hemiceluldsicos se encontré mayoritariamente xilosa, en una proporcién variable con
el nivel de R que fue desde valores de alrededor del 50% en las condiciones de alcali
mas suaves, hasta cerca del 80% en las mas severas. Ademds, se encontraron
arabinosa (10-20%) y galactosa (5-10%).

El efecto de la exposicidon de la biomasa a sustancias alcalinas durante el
pretratamiento en la solubilizacion de las hemicelulosas, ha sido descrito en Ia
literatura cientifica por varios autores que realizaron experimentos con diferentes
materiales y condiciones de tratamiento alcalino. Por ejemplo, McIntosh y Vancov
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(2010) obtuvieron un 18,5% de solubilizacién de la hemicelulosa para la paja de sorgo,
cuando se traté con un 0,75% de NaOH en autoclave a 1219C durante 60 min. Otros
estudios demostraron la efectividad del pretratamiento de materiales lignoceluldsicos
con un alcali diluido para la retirada de xilano, impregnando soja o paja de trigo a
temperatura ambiente por un periodo de tiempo determinado (Mcintosh y Vancov,
2010; Wan et al., 2011). Sin embargo, todos estos resultados son dificiles de comparar
con los obtenidos en el presente trabajo, debido a las diferentes condiciones
empleadas. Cuando se realiza la integracidn del pretratamiento alcalino en el extrusor,
la accidn del dlcali se combina con los efectos de mezcla y cizallamiento producidos por
la extrusién, durante los 2 min que la biomasa tarda en pasar por el equipo, frente a un
contacto prolongado sin efectos mecdnicos como ocurre en los tratamientos de
impregnacion.

Como se ha comentado anteriormente, el contenido en lignina no se ve afectado
a valores bajos de R, pero a partir del 5% se comienza a detectar una cierta
solubilizacion de la lignina, que aumenta con la cantidad de sosa empleada. Esto
significa que condiciones mas suaves llegan a conseguir una cierta solubilizacion de la
lignina, en comparacion con la hemicelulosa, lo que sugiere una mayor efectividad de
la extrusion alcalina sobre la lignina, en las condiciones probadas en este trabajo. Este
hecho concuerda con una de las caracteristicas de los pretratamientos alcalinos
descrita en la bibliografia, que es que producen una cierta deslignificacion (Mosier et
al., 2005; Pedersen et al., 2010; Park et al. 2012). Zhang et al. (2012) registraron tan
sélo pequeias pérdidas de lignina durante el lavado del sustrato resultante de un
pretratamiento secuencial, consistente en impregnacion con sosa (hasta 0,04 g
NaOH/g biomasa) y posterior extrusion de bagazo de maiz, si bien encontraron una
mejora de los rendimientos en su proceso. En cambio, Liu et al. (2013), si observaron
una reduccién significativa en el contenido de la lignina del bagazo de maiz al
aumentar la concentracion de sosa de 0,04 a 0,1 g NaOH/g biomasa. Estos datos
parecen indicar que existe un umbral de concentracién de alcali por debajo del cual no
se produce una deslignificacion efectiva de la biomasa.

Para evaluar la significacion del efecto de las condiciones de extrusién (R y T)
sobre la composicion del extrusado, se construyeron los graficos de superficie-
respuesta y de Pareto para el contenido en glucano, hemicelulosa y lignina de los
extrusados.
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Figura 2.7- Grafico de superficie respuesta (A) y grafico de Pareto (B) del efecto de Ty R sobre
el contenido en glucano de los extrusados.
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Figura 2.8- Grafico de superficie respuesta (A) y grafico de Pareto (B) del efecto de Ty R sobre
el contenido en hemicelulosa de los extrusados.
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Figura 2.9- Grafico de superficie respuesta (A) y grafico de Pareto (B) del efecto de Ty R sobre
el contenido en lignina acido insoluble de los extrusados.

Las graficas (Figuras 2.7, 2.8 y 2.9, paneles A) muestran una clara influencia del
parametro R y, en mucha menor medida, de T sobre la composicion en glucano,
hemicelulosa y lignina del extrusado. El contenido en celulosa aumenta con R
superiores a 2,5%, mientras que el contenido en hemicelulosa y lignina disminuyen.
Esto se ve corroborado por los graficos de Pareto, donde el efecto de R es el Unico
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significativo para un nivel de confianza del 95% en el caso del contenido en celulosa y
hemicelulosa, mientras que en la lignina también tiene una cierta influencia el término
cuadratico de R. En cualquier caso, la temperatura no llega a tener un efecto
estadisticamente significativo en ninguna de las respuestas consideradas, en el rango
de valores ensayados.

Han et al. (2013), llevaron a cabo un estudio similar sobre la paja de cebada
pretratada por extrusion alcalina, variando la temperatura (entre 50 y 100 oC) y la
cantidad de sosa afiadida (entre 5,6 y 25,6% R). Al analizar la composicién de los
extrusados, estos autores obtuvieron resultados similares a los del presente trabajo:
un aumento del contenido de glucano y una disminucién del xilano y de la lignina a
medida que aumentd la cantidad de dlcali afiadida. Esta solubilizaciéon se dio en
diferente medida en todas las concentraciones de alcali que probaron. Ademas, los
resultados sugieren igualmente que el efecto de la temperatura fue de menor
importancia respecto al de la cantidad de sosa.

3.1.1.2. Digestibilidad enzimdtica

Los extrusados se sometieron a ensayos de hidrélisis enzimatica, tal y como se
explica en el apartado 2.4, y los resultados de digestibilidad enzimatica con base en el
rendimiento de hidrdlisis de los dos carbohidratos principales, glucano y xilano, se
muestran en la tabla 2.3. Se incluyen los resultados obtenidos sobre la paja de cebada
sin extrusar (PC) y extrusada con agua (EAG), realizados como control.
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Tabla 2.3- RHE basados en la glucosa y la xilosa liberadas por los extrusados con alcali, para
diferentes temperaturas y relaciones de sosa, segun el disefio de experimentos
descrito en la Tabla 2. Se incluyen extrusado con agua (EAG) y paja de cebada sin
extrusar (PC) como controles. Valores medios de triplicados * desviacidén estandar.

Experimento Rendimiento de hidrdlisis
P (T.R) enzimatica (% del tedrico)
! Glucano Xilano
1 31,2+0003 | 18,8+ 0,02
(50°C, 2,5%)
2 83,8+0,4 68,8+ 0,2
(502C, 5%)
3 822407 748+18
(502C, 7,5%)
4 50,3+02 | 45,5+002
(752C, 2,5%)
> 81,7 +0,6 68.4+0,2
(759C, 5%)
6 747 +1,7 882+0,6
(752C, 7,5%)
/ 35,8+ 0,4 34.6+0,2
(1002C, 2,5%)
8 90,3 +0,8 64.8+0,4
(1002C, 5%)
? 71,0+ 1.4 88,3 +0,1
(1002C, 7,5%)
EAG 15,9 + 0,04 13,6+ 1,4
PC 17,4+2,7 10,2+0,1

A la vista de los resultados, se puede concluir que el pretratamiento de extrusién
alcalina consigue mejorar la digestibilidad de los materiales extrusados respecto a la
materia prima sin tratar y el extrusado control con agua, en todas las condiciones
ensayadas. Este aumento alcanza valores de hasta 5 veces mas, en el caso del
contenido en glucano, y 9 veces mas, en el del xilano, en las mejores condiciones
(1009C, 5% Ry 75/1009C, 7,5% R, respectivamente).

Como se puede observar en la tabla 2.3, el rendimiento de hidrdlisis respecto al
glucano se ve afectado por la cantidad de sosa usada en el pretratamiento, factor R.
Asi, en el nivel mas bajo, R = 2,5 %, donde apenas se observan cambios en la
composicion del extrusado, el aumento de la digestibilidad enzimatica es
relativamente pequeiio, en comparacion con la obtenida en la materia prima sin tratar
y el extrusado control, como resultado de una menor desestructuracién del material
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en estas condiciones. Es a un R del 5% y una temperatura de 1002C cuando el
rendimiento de la hidrdlisis en términos de glucosa alcanza su maximo, un 90% del
tedrico. A la concentracién de 7,5%, el incremento de temperatura de 502C a 752C y
1009C provoca una disminucién del rendimiento de 82 a 71% del tedrico. Este hecho
se podria atribuir a reacciones de condensacién o repolimerizacién de la hemicelulosa
y la lignina, debido a unas condiciones de operacidon mas severas. A estas
concentraciones de NaOH, 5y 7,5%, se encontrd una cierta solubilizacién de la lignina
(Tabla 3), lo que puede ser considerado como un indicador de la ruptura de las fuertes
uniones de la matriz celulosa-hemicelulosa-lignina.

Por otra parte, en el caso del xilano, el RHE aumenta a medida que se incrementa
el valor de R, encontrandose un valor maximo de 88% del tedrico cuando R=7,5% vy la
T alcanza 75 o 1002C (Tabla 2.3). Esto quiere decir que el proceso de extrusion alcalina
mejora mucho la digestibilidad del xilano, lo que demuestra el potencial de este
pretratamiento para alterar la matriz lignoceluldsica y facilitar la accidn de las enzimas

hemiceluloliticas.

El efecto positivo del pardmetro R en la digestibilidad se confirma
estadisticamente mediante graficos de superficie-respuesta y de Pareto, que permiten
evaluar la importancia de los pardmetros estudiados (T y R) sobre el rendimiento de
hidrélisis y encontrar tendencias de comportamiento.
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Efecto estandarizado

Figura 2.10- Grafico de superficie respuesta (A) y grafico de Pareto (B) del efecto de Ty R
sobre el rendimiento de hidrdlisis enzimatica de glucano en extrusados alcalinos
con lavado fuera del extrusor.
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Figura 2.11- Grafico de superficie respuesta (A) y grafico de Pareto (B) del efecto de Ty R sobre
el rendimiento de hidrélisis enzimatica de xilano en extrusados alcalinos con
lavado fuera del extrusor.

En las figuras 2.10 y 2.11 se observa un marcado efecto de la concentracion del
alcali en ambas respuestas de RHE, glucano y xilano. Los graficos de Pareto confirman
que el unico efecto significativo para un nivel de confianza del 95% es el de R.

El efecto positivo de la extrusiéon sobre la digestibilidad enzimdtica de los
materiales lignocelulésicos se ha mostrado también en otras biomasas. De Vrije et al.
(2002) estudiaron una combinacién de pretratamientos mecanicos y quimicos para la
produccién de azucares fermentables a partir de Miscanthus y concluyeron que la
combinacidon mas favorable fue la extrusién combinada con NaOH, basandose en los
mayores rendimientos de conversién de glucano a glucosa.

Respecto al mecanismo detras de este efecto positivo de la extrusion en la
digestibilidad enzimatica, no se ha elaborado completamente una teoria, aunque se
han formulado diferentes hipdtesis. Segun (Yoo et al., 2011), la extrusién provoca la
ruptura de la pared de las células, debido a la combinacién de energias térmica y
mecanica. Este efecto combinado llevaria a la exposicidon de una mayor area superficial
y también a la deconstruccién de las cadenas hemiceluldsicas que interfieren con la
accesibilidad enzimatica (Lamsal et al., 2010). En el proceso de extrusion alcalina
presentado en este trabajo, el efecto de la extrusién se veria incrementado por la
accién del agente basico, el cual promueve la conversién de la celulosa por la
degradacion de los enlaces éster y por la ruptura de los enlaces glicosidicos de la pared
celular, llevando a una reduccion del complejo lignina-hemicelulosa y a una apertura
de la celulosa (Eckard et al., 2011).

Otros autores han estudiado la extrusiéon alcalina, en dos etapas o integrada
dentro del extrusor, y han observado también este efecto positivo, generalmente
dominante sobre otras variables. Se ha descrito que la concentracién de dlcali influye
positivamente sobre la digestibilidad enzimdtica de varias biomasas como el pasto
varilla, el Andropogon gerardii, el bagazo de maiz, o el Miscanthus (Karunanithy y
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Muthukumarappan, 2011c, 2001d; Zhang et al., 2012; Liu et al., 2013; Kang et al.,
2013; Han et al., 2013). Este efecto de la concentracion de NaOH sobre la produccién
de azlcares por HE fue siempre significativo en estos estudios, independientemente
de lo que sucedid con otras variables estudiadas por estos investigadores.
Concretamente, Zhang et al. (2012) comprobaron que el efecto de la concentracion de
sosa era significativo por encima de 1,2% R hasta 4% R para el bagazo de maiz. Por otra
parte Liu et al. (2013) observaron una cierta degradacién del xilano del bagazo de maiz
a la mayor concentracién de sosa empleada (10% R), por lo que fijaron este valor como
el maximo para un pretratamiento efectivo. Por uUltimo, Kang et al. (2013) obtuvieron
una pérdida de sélidos mayor cuando aumentaron la cantidad de NaOH y la
temperatura del pretratamiento de Miscanthus, lo que influyéd negativamente en el
rendimiento global del proceso. Las conclusiones de los experimentos de Kang y Liu,
indican que unas condiciones moderadas de temperatura y catalizador en la extrusion
alcalina son suficientes y convenientes para obtener un pretratamiento efectivo sin
que se produzcan pérdidas de material.

3.1.1.3. Optimizacidn de las condiciones de pretratamiento

De los diferentes parametros estudiados en la biomasa extrusada (composicion y
rendimiento en la hidrélisis enzimatica), un aspecto fundamental desde el punto de
vista de la produccion de bioetanol es el rendimiento de hidrdlisis del glucano. Con el
fin de maximizar la conversién de glucano a glucosa, se realizé un analisis estadistico
de los datos obtenidos en el disefio de experimentos mediante el programa
StatGraphics Plus. Este analisis genera un modelo matematico que permite predecir el
comportamiento del sistema.

El programa devolvid la siguiente ecuacién de prediccidn para el rendimiento de
hidrdlisis del glucano:

RHEgc = -107,406+55,723 R+0,96727 T-4,3597 (R)*-0,06332 RT-0,00434133 T*

El programa también proporciona las ecuaciones de comportamiento para el resto
de variables (composicidn en cuanto a contenido en celulosa, hemicelulosa y lignina, y
rendimiento de hidrdlisis del xilano), que no se muestran aqui.

Analizando la ecuacion para el RHEg,, los coeficientes tan bajos para la
temperatura y su término cuadratico confirman una relacion débil de ésta con el
rendimiento de hidrdlisis. Con un coeficiente negativo < 0,1, la interaccién entre Ry
temperatura tampoco tiene un gran peso en el comportamiento del sistema. El mayor
efecto, como ya se dedujo del andlisis de la Figura 10, es el del pardmetro R, y en
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mucho menor medida su término cuadratico. Al ser positivo, implica que un aumento
de R conlleva una mejora del RHEg,.

Mediante el mismo programa informatico se llevé a cabo un analisis de varianza
(ANOVA) para evaluar el ajuste del modelo de prediccién (Tabla 2.4).

Tabla 2.4- Analisis de varianza para el modelo ajustado a la respuesta del rendimiento de
hidrolisis de glucano.

Suma de los Media
Fuente g.d.l. F p
cuadrados cuadrada
R 2040,6 1 2040,6 25,5 0,015
T 0,001 1 0,001 0,0 0,9973
RR 484,9 1 484,9 18,6 0,0230
RT 62,6 1 62,6 0,8 0,4414
TT 14,7 1 14,7 0,2 0,6969
Error total 240,1 3 80,0
Correlacion total 3893,0 8

El coeficiente de ajuste fue R?= 0,937, lo que significa que el modelo es capaz de
predecir el 93,7% de las variaciones del rendimiento de hidrdlisis de glucano,
expresado como glucosa liberada. El R? ajustado = 0,833 es comparable al de otros
estudios de optimizacién con diferente numero de variables independientes realizados
para la extrusidon alcalina (Kang et al., 2013; Han et al., 2013). Los valores de p
confirman que para un nivel de confianza del 95%, tan sélo el parametro R y su
término cuadratico tienen un efecto significativo en el rendimiento de hidrdlisis
calculado en base a la glucosa producida.

De acuerdo con el criterio de maximizar el rendimiento de hidrélisis del glucano,
las condiciones de pretratamiento éptimas segun el modelo fueron 6 g NaOH/100 g
paja de cebada y 682C. En estas condiciones el valor de RHEg,. alcanza un 90%, valor
maximo. Este valor es comparable a los obtenidos por Karunanithy vy
Muthukumarappan (2011b,c), Zhang et al. (2012) y Liu et al. (2013), en extrusiones con
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sosa de otras materias primas como el pasto varilla, el Andrpogon gerardii, y el bagazo
de maiz. Todos estos investigadores obtuvieron rendimientos de hidrdlisis entre un 80
y un 90% del tedrico.

3.1.1.4. Validacion del modelo

Una vez hallado el modelo que representa el comportamiento de la hidrélisis
enzimatica del glucano, se procedié a su validacién mediante la produccion por
duplicado de un extrusado en las condiciones 6ptimas de R = 6% y T = 682C. Estos
extrusados se evaluaron de igual forma que los anteriores, halldndose su composicién
y la eficiencia de la hidrélisis enzimatica de glucano y xilano.

A continuacidn (Tabla 2.5), se presenta una comparacién entre el valor medio de
los resultados de los extrusados producidos en las condiciones dptimas y los valores
predichos por el modelo.

Tabla 2.5- Comparacion entre la composicion de los extrusados y los rendimientos de hidrélisis
dados por el modelo matematico para las condiciones dptimas de 682C y 6%R, vy la
media de un sustrato extrusado en dichas condiciones, por duplicado.

Modelo Media
Extrusados
Glucano % (ps) 54,9 56,8+0,2
Hemicelulosa % (ps) 28,1 30,3+0,9
Lignina % (ps) 14,7 14,3+0,2
(o)
RHE glucano % (del 89,9 |889+1,9
tedrico)
o)
RHE xilano % (del 78,1 | 71,314
tedrico)

Se observa que el modelo se ajusta correctamente para la composiciéon de los
extrusados y el rendimiento en glucosa; sin embargo, los valores predichos se desvian
ligeramente en el caso del rendimiento en xilosa.

El analisis del contenido en azlcares y otros productos en los filtrados de los
experimentos en las condiciones Optimas reveld la presencia de acido acético,
indicador la desacetilacién de las hemicelulosas. Un calculo de la pérdida de acido
acético respecto de la materia prima situd esta proporcién en torno al 50%. No se
detectaron ni furfural ni HMF, y otros compuestos tdxicos, como los acidos cumarico y
ferdlico o la vainillina, fueron detectados tan sélo en cantidades despreciables (Tabla
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2.6). La ausencia de furfural y HMF es esperable, debido a las temperaturas moderadas
gue se emplearon y a la eleccidn de un catalizador basico, en vez de acido.

Tabla 2.6. Produccidn de azlcares, acido acético y compuestos de degradacién (en g/100g MS)
en el liquido filtrado durante la extrusién en las condiciones éptimas de 682C y 6%R.

g/100g MS

Glucosa 0,75
Xilosa 2,95
Tota! azuc?rfes 3.97
hemicelulésicos

Acido acético 1,19
Acido cumarico 0,09
Acido ferulico 0,07
Acido vanillico 0,003
Vainillina 0,002
Hidroxi-benzaldehido 0,001
HMF n.d.
Furfural n.d.

n.d.- no detectado

En cuanto a la cantidad de azucares recogidos en el filtrado del extrusado en
condiciones 6ptimas, se encontré una pequeiia cantidad de glucosa que puede
provenir de la presencia de almidén en la paja de cebada, por una contaminacién de
ésta con grano. Respecto a los azlcares hemiceluldsicos, constituyen
aproximadamente el 4% del peso seco, siendo la xilosa el azicar mayoritario (74,3%
del total de azlcares hemiceluldsicos), al igual que sucedia en los filtrados de los
ensayos correspondientes al disefio de experimentos.

A partir de los datos de azucares en el filtrado y la composicién de los materiales
extrusados, se calculé un balance de materia cuyos resultados se presentan en el
apartado 3.3.1.

3.1.2. Extrusion alcalina con neutralizacion dentro del extrusor

3.1.2.1. Caracterizacion de los extrusados neutralizados y los liquidos de filtracion

Los valores de la composicién en carbohidratos, lignina y cenizas totales de los
extrusados producidos en las configuraciones 2 y 3 (filtrado y completo) a los tres
niveles de R (6, 8 y 10% p/p) se presentan en la tabla 2.7. Para comparacion se
incluyen los valores de composicién de la paja de cebada sin tratar (PC).
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Tabla 2.7- Composicion (% peso seco) de la paja de cebada sin tratar (PC) y de los extrusados,
segun la configuracién de proceso y la cantidad de NaOH anadida por peso seco de

biomasa. EC- extrusado completo; EF- extrusado filtrado; 6, 8 y 10 (% R p/p).

% peso seco PC EC-6 EF-6 EC-8 EF-8 EC-10 EF-10
Glucano 39,1+0,7 36,2+x0,6 413+06 366+04 456+0,7 36604 455%0,5
Glucosa 43,0+0,7 398+06 456+0,7 403+05 502+08 40,305 50,1+0,5
Hemicelulosa 25,7+0,7 238+04 254+02 24605 286+04 242+0,1 29,409
Xilosa 238+0,6 22,3+0,2 24,7+0,2 23004 278%+0,3 243+0,2 28,8+0,1
Lignina 152+0,8 139+05 15,7+0,1 14601 17001 16,1+02 17,6+0,1
Cenizas 6,8+04 128+05 4,3+03 132+01 4501 143+0,1 4,5+0,6

En general, la concentracion de carbohidratos en los extrusados completos, EC,
fue muy similar, independientemente de la cantidad de sosa afadida. Los valores
estuvieron ligeramente por debajo de los hallados para la materia prima (36 frente a
39% de glucano y 24% frente a 26% hemicelulosa), lo que se justifica porque los EC
contienen no solo la biomasa extrusada, sino también el acido y la sosa afiadidos,
actuando éstos como un cierto factor de dilucién de los carbohidratos. Este hecho se
refleja en que las cenizas totales fueron mayores en los EC respecto de la materia
prima (6,8%) y aumentaron con el aumento de la cantidad de NaOH y H3PO, afiadidos,
de 12,8 a 14,3%, cuando se pasé de un 6 a un 10% de R.

Los extrusados filtrados (EF), en cambio, si presentaron un contenido mayor en
glucano y hemicelulosa respecto a la paja de cebada sin tratar (hasta un 45% de
celulosa y un 28% de hemicelulosa en los EF, comparada con los 39% y 26% de la paja
de cebada). Esta concentracién se debe a la filtracion que se lleva a cabo en esta
configuracion y que arrastra sobre todo componentes solubles no estructurales (las
cenizas totales disminuyen hasta un 4,5%).

El analisis de los liquidos filtrados (Tabla 2.8) muestra una cierta cantidad de
azucares (expresados como glucosa y xilosa totales tras una hidrdlisis acida suave del
liquido) que proceden de la solubilizacidn de los carbohidratos. Hay que sefialar que un
96% de la xilosa solubilizada se encontrd originalmente en forma oligomérica, mientras
que la fraccion de oligdmeros de glucosa fue un 64%, lo que es consistente con los
efectos de los pretratamientos alcalinos suaves sobre la hemicelulosa recogidos por
Galbe y Zacchi (2012).

La cantidad de glucosa hallada es pequefia, entre 1y 2 g/L, lo que, refiriéndolo al
volumen del filtrado recogido en cada ensayo, supondria un 1,9-2,8% de la glucosa
contenida en la materia prima. No se apreciaron diferencias significativas entre la
glucosa solubilizada para diferentes niveles de R en la extrusién. Como ya se comentd
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en el apartado 3.1.1.4, estas pequenas cantidades de glucosa podrian provenir de la
presencia de almidon en la materia prima, debido a una contaminacién por grano de
cereal. Sin embargo, la solubilizacién de la xilosa es mayor, llegando a alcanzar 5 g/Ly
aumentando a medida que aumenta la cantidad de sosa desde un 6-8% R a un 10% R.
Estas diferencias supondrian un 6,5 — 17,3% de la xilosa en la materia prima,
dependiendo de nuevo del volumen de filtrado. En total, sumando los azucares C6 y
C5, la cantidad de carbohidratos solubilizados respecto a su contenido en la paja de
cebada sin tratar vario entre un 4 y un 8,5%. A pesar de esta pequeiia pérdida de
azucares solubilizados en el liquido filtrado, la filtracién demostré su capacidad para
concentrar hasta un cierto punto los carbohidratos estructurales en los sustratos EF
(Tabla 2.7), debido a la solubilizacién de componentes minoritarios no estructurales
como son los extractivos y las cenizas solubles.

Tabla 2.8- Concentracidn (g/L) de azucares totales (glucosa y xilosa), cido acético y fenoles en
el filtrado (F) segun la cantidad de NaOH afiadida por peso seco de biomasa. F-
extrusado filtrado. 6, 8 y 10% p/p.

g/L F-6 F-8 F-10
Glucosa 2,1 1,5 1,1
Xilosa 3,9 3,4 4,9
Acido acético | 3,8 | 3,3 | 4,0
Fenoles 0,08 | 0,17 | 0,19

En cuanto a la presencia de potenciales inhibidores, no se detectaron furfural ni
HMF en los liquidos filtrados. Este es un resultado comun a los experimentos de
extrusion a baja temperatura (Karunanithy y Muthukumarappan, 2010a, 20113; Yoo et
al.,, 2012) y una de las mayores ventajas de este pretratamiento frente a otros
métodos termo-quimicos que se llevan a cabo a mas alta temperatura. Si se
encontraron pequefias cantidades de fenoles, todas por debajo de 0,1 g/L, niveles
equivalentes a menos de un 0,01% de la materia prima, por lo que no afectarian a la
fermentacion. En cambio, la concentracién de acido acético encontrada fue en torno a
4 g/L, lo que, referido al volumen de filtrado y al peso seco de la materia prima,
significa una desacetilaciéon de mas de un 95% respecto al contenido en grupos acetilos
de la paja de cebada sin tratar (1,8%, Capitulo I, tabla 1.1), en las condiciones mas
severas. La alta desacetilacion de las hemicelulosas debido a la extrusién alcalina
concuerda con los mecanismos de actuacién de los pretratamientos alcalinos, que son
capaces de saponificar los enlaces acetil-éster (Hendriks y Zeeman, 2009). Esta
cantidad de acido acético que se elimina en los filtrados, se encontraria todavia en los
EC, lo cual podria afectar hasta un cierto punto a la hidrélisis de estos sustratos. Sin
embargo, la magnitud de este efecto depende fuertemente de la concentracion, tal y
como demostraron Hodge et al. (2008), los cuales han descrito una inhibicién de la
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actividad enzimatica a concentraciones de acido acético tres veces mayores que las
halladas en el presente estudio.

En cuanto al material producido en la planta piloto a partir del segundo lote de
materia prima (ver apartado 2.2.1), se presentan a continuacién la composicién del
extrusado respecto al peso seco (Tabla 2.9) y la concentracion de azlcares y
potenciales inhibidores en el filtrado obtenido (Tabla 2.10).

Tabla 2.9- Composicion (% peso seco) de la paja de cebada sin tratar del lote 2 (PC2) y del
extrusado en planta piloto (EP).

% peso seco PC2 EP

Glucano 339+1,1 33,2+0,3
Glucosa 37,3+1,0 36,5+0,4
Hemicelulosa 26,9+0,7 26,7+0,7
Xilosa 22,3+0,3 24,1+0,5
Lignina 13,6 £0,7 13,1+0,3
Cenizas 6,0£0,1 116+1,1

Tabla 2.10- Concentracion (g/L) de azucares (glucosa y xilosa), acido acético y fenoles en el
filtrado del extrusado en planta piloto (FEP).

g/L FEP
Glucosa 4,6
Xilosa 4,7
Acido acético | 9,7
Fenoles 0,4

Se puede observar que la composicién del extrusado producido en planta piloto
(Tabla 2.9) no difiere mucho de la paja de cebada sin tratar, esto se debe a una baja
efectividad del filtrado en este ensayo, a diferencia de lo ocurrido en el equipo del
Ciemat. De hecho, los compuestos presentes en el filtrado (Tabla 2.10) se hayan
mucho mads concentrados que en los filtrados producidos en el Ciemat, ya que el
volumen de liquido recogido fue mucho menor en comparacion. Asi, la proporcién de
azucares (glucosa y xilosa) solubilizados suponen sélo un 1,9% respecto de los azUcares
en la materia prima. La baja eficiencia del filtrado en este caso también afecté a la
cantidad de dacido acético retirada con el filtrado, que fue alrededor de un 50%.
Nuevamente no se encontraron ni furfural ni HMF y la concentracidon de fenoles
encontrados fue pequefia.
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3.1.2.2. Digestibilidad enzimdtica de los extrusados alcalinos neutralizados

Los resultados de digestibilidad enzimatica de los extrusados alcalinos
neutralizados en el extrusor completos (C) y filtrados (F) para los diferentes valores de
R ensayados, determinada tomando como base el RHE del glucano y del xilano
(paneles Ay B, respectivamente), se muestra en la Figura 2.12 a continuacion.
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Figura 2.12- Digestibilidad enzimatica a 24 y 48h de los extrusados EC y EF al 6, 8 y 10%R,
tomando como referencia el RHE del glucano (A) y del xilano (B) (en % del
tedrico).
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Los resultados muestran que en el caso de la hidrélisis del glucano, la mayor parte
de los azucares se liberan durante las primeras 24h de la hidrdlisis, lo que es coherente
con la baja carga de sélidos empleada (2,5%) y la cantidad de enzima afiadida (8 FPU/g
extrusado seco). Los valores de rendimiento de glucano en los extrusados completos
oscilan entre el 52 y el 61% del tedrico, mientras que se obtienen valores mas altos
para los EF, que oscilan entre 61 y 71%. El valor mas alto de RHEg,., aproximadamente
un 71% respecto de la glucosa potencial en el extrusado, se obtuvo en el EF a 8% R.
Esto supone un rendimiento alrededor de 4 veces mayor que para la hidrdlisis de la
materia prima (17,4%) y del extrusado control con agua (15,9%), lo que corrobora el
efecto positivo de la extrusion alcalina, en este caso, con neutralizacién dentro del
extrusor, en la digestibilidad enzimatica de los sustratos. En el caso de la hidrélisis de
los xilanos, los rendimientos obtenidos fueron menores, entre un 52 — 60% del tedrico
en ambos extrusados, completo y filtrado. Esto significa una mejora de hasta 5,9 sobre
el valor del rendimiento de hidrélisis de la materia prima (10,2%) y hasta 4,8 veces
sobre el extrusado control (13,6%). El hecho de que el extrusado contenga
practicamente todo el xilano contenido inicialmente en la materia prima y que la
eficiencia de hidrdlisis de éste sea buena, implica la liberacién de una cantidad
significativa de xilosa al medio. Esta xilosa estaria disponible en una etapa posterior
para su posible conversion a etanol, aumentando la cantidad total de azucares
producida en una sola etapa de hidrélisis enzimatica.

Si se comparan los resultados anteriores con los de la extrusion alcalina con
lavado fuera del extrusor (Tabla 2.3), resulta evidente que la neutralizacion dentro del
mismo interfiere de alguna manera con el efecto positivo del aumento de la cantidad
de sosa en la digestibilidad enzimatica discutido en el apartado anterior. El pardmetro
R resultd ser el parametro mas significativo en la optimizacidn de la extrusién alcalina
con lavado fuera del extrusor, y al introducir la neutralizaciéon dentro del mismo, deja
de ser significativo para los valores ensayados, tanto en los EC como en los EF. De
hecho, el andlisis estadistico de los rendimientos de la hidrélisis del glucano no
muestra diferencias significativas entre los distintos niveles de R para un nivel de
confianza del 95%, ni en los EC ni en los EF. Ademas, los resultados de RHEg,cy xi fueron
mas bajos en esta configuracién integrada incluso a los valores de R mas elevados (8 y
10% p/p). Esto puede deberse a la reduccién de la zona de reaccidn con el alcali y, por
lo tanto, a una disminucién del tiempo de contacto sosa-biomasa, debido a la
introduccidon de una zona de neutralizacién. Otra posible causa de esta disminucion en
el rendimiento podria ser la acumulacidon en los extrusados de sales derivadas de la
neutralizacidn y otros productos liberados durante la extrusién, que podrian afectar al
funcionamiento de la hidrdlisis y la fermentacién.

Al hilo de esta ultima reflexidn, es destacable que, en cuanto a la configuracion del
proceso, si se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre EC y EF en todos los
niveles de alcali ensayados para el glucano, y al 6 y 8% R para el xilano, siendo en
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general mayores los rendimientos cuando se filtré dentro del extrusor. El hecho de que
los extrusados filtrados obtengan en general mejores rendimientos de hidrdlisis
enzimatica indica que la filtracidn tiene un efecto positivo sobre la digestibilidad
enzimdtica de los extrusados, que puede estar relacionado con la cantidad de
compuestos solubles que se eliminarian al filtrar. Hodge et al. (2008), en un estudio
sobre hidrélisis enzimdtica desarrollado sobre bagazo de maiz pretratado con dacido
diluido, concluyeron que la inhibicién de la hidrdlisis a bajas cargas de sélido se debe
fundamentalmente a la presencia de compuestos solubles y no a otros factores como
la transferencia de materia. Teniendo en cuenta los resultados del analisis de los
liquidos filtrados (Tabla 2.8), se puede considerar que los azucares y el acido acético
que se detectaron en estos liquidos se encontrarian incorporados dentro de los
materiales completos en la configuracion sin filtracién, por lo que estarian presentes
en el inicio de la HE en estos sustratos. Como se comentd anteriormente en el andlisis
de los liquidos filtrados en la configuracion 2 (Tabla 2.8), la mayor parte de estos
azucares se encontraron en forma oligomérica, sobre todo la xilosa, y segin Qing et al.
(2010) los xilooligdmeros tienen un gran efecto inhibidor sobre la actividad de las
celulasas. Ademads, la mezcla de oligdmeros solubles y acido acético puede tener un
efecto combinado que esté perjudicando a la hidrélisis (Hodge et al., 2010).

En la literatura sobre extrusidn alcalina no se han encontrado referencias de otros
autores a la neutralizacién del extrusado dentro del extrusor, por lo que resulta un
aspecto novedoso de esta tecnologia. Tras la extrusion alcalina, la mayoria de autores
llevan a cabo un lavado con agua para poder ajustar el pH en la etapa de hidrdlisis y
muchos no estudian cudl es el efecto de este lavado. En el presente estudio, la
filtracién que tiene lugar en una de las configuraciones estaria actuando como una
especie de lavado con respecto a la configuracién completa, por lo que puede resultar
interesante comparar este comportamiento con los efectos de un lavado clasico. Por
ejemplo, Lamsal et al. (2010) pretrataron salvado de trigo y vainas de soja solo con
extrusion o impregnando antes las materias primas con una mezcla de disolventes
alcalinos (hidrdxido de sodio, urea y tiourea) o con una disolucidn de cloruro de calcio.
En todos los casos, el rendimiento de hidrélisis medido en azucares reductores fue
mayor cuando se lavaron los extrusados antes de la HE. Los autores sostienen la
hipdtesis de que el lavado elimina los restos del tratamiento quimico y ademas los
posibles inhibidores enzimaticos producidos durante la extrusion, pero no profundizan
mas en este tema. Por otro lado, Zhang et al. (2012b) impregnaron bagazo de maiz con
disoluciones de diferentes concentraciones de NaOH y a continuacién pasaron estos
sustratos por un extrusor de doble husillo. Los extrusados se dividieron en dos
fracciones, una de las cuales se lavd con agua destilada y otra no se lavd, y se
realizaron experimentos de HE con ellas. Al comparar los extrusados lavados con los no
lavados, hallaron que el lavado mejoraba el rendimiento de hidrdlisis cuando el
pretratamiento alcalino fue mas concentrado (disoluciones de mas de un 5% NaOH),
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mientras que a concentraciones bajas el lavado llegd incluso a afectar negativamente
al rendimiento. No obstante, los autores piensan que estos resultados pueden estar
parcialmente influenciados por los efectos del secado al aire sobre los extrusados.

Estos resultados encontrados en la literatura fundamentan la idea de que una
filtracién, que supone una retirada efectiva de determinados compuestos solubles,
actua como un cierto lavado, produciendo un efecto positivo sobre la digestibilidad
enzimatica de los extrusados. Por ello, esta configuracidon se eligidé para continuar los
trabajos planteados en esta tesis. En cuanto al efecto del pardmetro R en la efectividad
del pretratamiento para la produccidn de azlcares, si bien no se encontraron
diferencias significativas entre los valores ensayados, se selecciond el valor R = 8% por
ser en el que se encontraron los mejores rendimientos.

El siguiente paso fue probar la efectividad de estos extrusados a mayores
concentraciones de sélidos en el medio de hidrélisis y su efectividad en cuanto a la
produccién de etanol.

3.1.2.3. Ensayos de digestibilidad enzimdtica a altas cargas de sdlidos

Con el fin de evaluar la digestibilidad enzimatica del mejor extrusado (EF, 8% R)
en condiciones de produccién de elevadas concentraciones de azucares, se realizaron
ensayos de hidrdlisis enzimdatica aumentando progresivamente la carga de sdlidos
desde un 2,5 hasta un 20% p/v. En esta serie de experimentos se aumentd la carga
enzimatica hasta 25 mg de proteina (10 FPU)/g sustrato seco. Los resultados obtenidos
se muestran en las figuras 2.13, para la hidrélisis del glucano y en la figura 2.14 para la
hidrdlisis del xilano.
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Figura 2.13- Rendimiento de hidrélisis enzimatica del glucano (en % del teérico) del extrusado
filtrado a 8% R a 24, 48 y 72h, en ensayos de HE al 2,5, 5, 10, 15 y 20% (p/v) de
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Figura 2.14- Rendimiento de hidrélisis enzimatica del xilano (en % del tedrico) del extrusado
filtrado a 8% R a 24, 48 y 72h, en ensayos de HE al 2,5, 5, 10, 15 y 20% (p/v) de
carga de sdlidos.

El aumento de la carga de enzima respecto de los experimentos descritos en el
apartado 3.1.2.2., incrementé ligeramente el RHE tanto de glucano como de xilano,
alcanzando rendimientos de hasta un 75 y un 65% respecto a la glucosa y xilosa
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potenciales, en comparacion con un 71 y un 60%, respectivamente, obtenidos en los
experimentos anteriores. Los resultados muestran que al aumentar la carga de sdlidos
a partir del 10%, se requieren tiempos de incubacidn mas largos para alcanzar el
maximo rendimiento, a diferencia de lo que ocurre a cargas menores, de 2,5y 5%

(p/v).

Por otro lado, el aumento de la cantidad de sélidos en los experimentos produce
una disminucion significativa (a = 0,05) del rendimiento en base glucosa desde el 2,5
hasta el 20% de sdlidos (p/v). A la mayor carga de sdlidos, el rendimiento disminuye
hasta un 63%, comparado con el 75% que se alcanza a la carga de sélidos de 2,5% p/v.
Este efecto en la HE a altas cargas de sélidos estd ampliamente documentado en la
literatura cientifica (Jgrgensen et al., 2007; Modenbach y Nokes, 2012). Se ha descrito
qgue el incremento de la carga de sdlidos presenta dificultades afiadidas a la hidrdlisis
enzimatica como son una alta viscosidad, inhibicién por producto (glucosa y celobiosa)
en las enzimas y limitaciones a la transferencia de materia, especialmente en ensayos a
escala laboratorio en matraces.

Sin embargo, a pesar de la disminucidn de los rendimientos, al emplear mayores
cargas de sdlido, la concentracion de glucosa en el medio aumenta, desde
aproximadamente 9,4 g/L de glucosa al 2,5% de sélidos hasta los 62,7 g/L que se
alcanzan al 20% de sélidos, lo que incrementa el potencial de produccidn de etanol.

La hidrdlisis del xilano no se ve afectada de igual modo, ya que los rendimientos
oscilan alrededor del 60% en todas las cargas de sélido ensayadas. Este resultado
permite aumentar la carga de sélidos en la hidrdlisis de los extrusados (y con ella la
concentracion de xilosa en el medio), sin perder eficiencia, lo cual es muy significativo.
Las concentraciones de xilosa alcanzadas son bastante elevadas, llegando a 33 g/L en
condiciones del 20% de sélidos.

En esta etapa del trabajo, se planted el interés de analizar la presencia de
oligdmeros en los medios de hidrélisis enzimatica, ya que el estudio de los
cromatogramas del andlisis de azlcares monoméricos permitié detectar que en la
mayoria de los medios analizados se encontraba una cierta cantidad de azucares
oligoméricos. Estos se cuantificaron realizando una hidrélisis acida suave en el medio
de hidrdlisis para la medida por cromatografia de los azlcares totales y, por diferencia
con los azucares monoméricos, se pudo determinar la cantidad de oligémeros
presentes. Los resultados se analizaron utilizando el pardmetro produccién de
glucosa/xilosa, descrito en el apartado 2.4.1 (Ec. 3), que se calculé tanto para
mondmeros como para oligdmeros. Estos resultados se muestran en las Figuras 2.15y
2.16 a continuacién.
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Al analizar los resultados de produccion de glucosa (Figura 2.15), se ve que el
mayor rendimiento se produce a la carga de 2,5% p/v de sdlidos (37,7 g glucosa/100 g
extrusado seco), siendo todos en forma monomérica. En términos de mondmeros, la
produccién disminuye al aumentar la carga de sdélidos, como sucedia en el caso de los
rendimientos de hidrélisis mostrados en las figuras 2.13 y 2.14. Sin embargo, el
comportamiento de la produccidon total de azlcares (sumando mondmeros vy
oligdmeros) es diferente, ya que se llegan a alcanzar valores que oscilan alrededor de
35 g glucosa total/100 g extrusado seco a cargas del 10, 15 o 20% p/v, igualando la
produccién del extrusado al 5% de carga de sdélidos. Este comportamiento se debe al
aporte de la cantidad de oligdmeros de glucosa producidos. Traducidos a datos de
concentracién de glucosa, la produccion de glucosa al 2,5% p/v alcanzé 9,4 g/L,
mientras que al 20% de carga de sélidos se encontraron 69 g/L de glucosa, contando
con mondmeros y oligdmeros, por lo que las condiciones de altas cargas de sélidos son
claramente ventajosas desde un punto de vista de lograr una mayor cantidad de
azucares.

Como se puede ver en la Figura 2.15, a las cargas de sélidos mas bajas (2,5 y 5%
p/v) la cantidad de oligdmeros de glucosa producidos es muy pequefa y desaparecen
totalmente a las 72h. En el caso de la carga del 10%, aunque se producen cantidades
mas apreciables de oligdmeros, de nuevo a las 72h se encuentran completamente
hidrolizados. Sin embargo, cuando se sigue aumentando la carga de sélidos, queda una
fraccion residual de oligdmeros que no se hidrolizan después de 72h y que suponen un
5% y un 9% de la produccién total de azucares al 15 y 20% de carga de sdlidos,
respectivamente.

En el caso de la produccion de xilosa (Figura 2.16), es notable el hecho de que la
produccién total de azlcares es mayor que la produccién de mondmeros en todos los
casos, siendo aproximadamente 20 g de xilosa/100 g extrusado seco contando con
mondémeros y oligdmeros, frente a 16-18 g xilosa/100 g extrusado seco en
mondmeros. En términos de concentracion de xilosa, se encontraron 5,1 g/L al 2,5% de
carga de sélidos, mientras que al 20% p/v, la concentracion de xilosa total fue casi 40
g/L, por lo que también desde el punto de vista de la xilosa las altas cargas de sdlidos
son mas favorables, al producirse una mayor cantidad de azucares. En este caso, desde
el tiempo Oh se detectaron oligdmeros en todas las cargas de sélidos ensayadas. Estos
oligdmeros se encontraron en proporciones que variaron de 53 a 86% de la xilosa total
en las distintas cargas de sdlido. A lo largo de la hidrdlisis se encontré una cierta
fraccién de oligébmeros de xilosa en todas las muestras analizadas. Asi, a las 72h
quedaba en torno a un 16% de oligémeros no hidrolizados en todas las cargas de
solidos ensayadas y los rendimientos de produccién alcanzados fueron los mismos en
todas las concentraciones de sélido utilizadas.
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La acumulacion de una determinadas proporcion de azlucares en forma
oligomérica indica una cierta dificultad para hidrolizar completamente los oligdmeros
de xilosa y glucosa que se van produciendo a lo largo de las 72h de hidrdlisis, con las
dosis de enzima empleadas en este trabajo. Las propias caracteristicas del material
extrusado empleado, que conserva una parte de las sales y otros productos derivados
del pretratamiento alcalino, podrian estar influyendo en esta acumulacion de
oligdmeros. Este aspecto se estudia con mas detalle en el siguiente capitulo (Capitulo
[1- Bioextrusion).

Los resultados de la produccién de azlcares muestran que se podrian llegar a
alcanzar hasta 54 g azlcares totales/100 g extrusado seco, contando con la produccion
de mondmeros y oligédmeros de glucosa y xilosa, lo que representa un 70% del total de
azUcares potenciales.

3.2. Evaluacion de la produccion de etanol en los extrusados alcalinos
neutralizados

Se llevé a cabo un estudio preliminar del potencial de produccidn de etanol del
extrusado neutralizado de paja de cebada en condiciones éptimas (8%R, 682C), en
ensayos de sacarificaciéon y fermentacién simultaneas con 24h de licuefaccidn previa.
El objetivo de la etapa de licuefaccion es hidrolizar parcialmente el glucano a glucosa
antes de la adicion del microorganismo, lo que aumentaria la velocidad de produccién
de etanol al inicio de la SFS, y a la vez facilita el mezclado durante la fermentacion,
especialmente a altas cargas de sdlidos. Esta estrategia ha sido probada con éxito en la
produccién de etanol en condiciones de altas cargas de sdlidos en varios materiales,
tales como abeto pretratado mediante explosiéon de vapor o tallos de sorgo dulce
molidos (Hoyer et al., 2013; Matsakas y Christakopoulos, 2013).

En la figura 2.17 se representa el rendimiento de produccién de etanol en base al
rendimiento de LSFS (Ec. 2, apartado 2.4) de los extrusados a una carga de sélidos baja,
2,5% (p/v), que representaria las condiciones mas favorables, y a dos cargas mas
elevadas, 15y 20% (p/v).
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Figura 2.17- Rendimiento de produccion de etanol (en % del tedrico) después de 48,72 y 96h
de incubacién del extrusado filtrado a 8% R, al someterlo a ensayos de LSFS al 2,5,
15y 20% (p/v) de carga de sélidos.

Con una concentracion de etanol a las 72h de 4,5 g/L, los experimentos con un
contenido en soélidos de 2,5% (p/v) obtuvieron el mayor rendimiento, alrededor de un
70% del etanol que podrian producir tedricamente. El rendimiento disminuyd a
medida que se aumentd la carga de sélidos a 15y 20% (p/v), hasta valores de 56 y 50%
del tedrico, respectivamente. Esta bajada estd influenciada por la disminucién de la
eficiencia de la HE en estas condiciones, ya discutida en el apartado anterior. Sin
embargo, estas elevadas cargas de sdélidos permiten aumentar la concentracién de
etanol en el medio, que fue 21 g/L al 15% de sélidos y 25 g/L al 20% de sdlidos.

La fermentabilidad de los extrusados es un tema que no ha sido muy estudiado,
aunque ya existen algunas referencias en la literatura cientifica. Por ejemplo, Yoo et al.
(2002) extrusaron vainas de soja a una temperatura por debajo de 1002C, ensayando
diferentes condiciones de humedad y velocidades de tornillo, y posteriormente
realizaron ensayos de hidrdlisis enzimatica y fermentaciéon de forma separada sobre
los extrusados. Partiendo de una concentracion de sélidos en el medio del 10% p/v,
llegaron a obtener una concentracion de etanol de 15,4 g/L. Este valor se puede
comparar con el presente estudio, ya que se obtuvo aproximadamente una
concentraciéon 1,5 veces mayor (25 g/L) al doble de carga de sélidos (20%). Yoo et al.
(2002) discuten en su trabajo el posible efecto inhibidor (dependiendo de la
concentracion y el pH) de la liberacion de acido acético durante la extrusion y la HE
sobre la produccién de etanol. En el presente estudio, una de las ventajas del uso de
un extrusado filtrado es que el acido acético producido durante la extrusién se separa
antes de llegar a la hidrdlisis y fermentacion.
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Concretamente trabajando en paja de cebada, Han et al. (2013) evaluaron la
capacidad de produccion de etanol de este material extrusado con NaOH. En las
condiciones éptimas de pretratamiento (86,62C y 16,4% NaOH/g paja de cebada), la
paja extrusada fue capaz de producir un 70% de la cantidad tedrica de etanol y una
concentracién de 28 g/L en un experimento al 10% (p/v) de sdlidos, con 16 FPU/g
extrusado y 7% (v/v) de S. cerevisiae CHY 1011. Por otro lado, Kang et al. (2013)
produjeron un extrusado alcalino de Miscanthus a 2002Cvy 12,8% R, al que sometieron
a ensayos de SFS al 25% (p/v) de carga de sdlidos y con 30 FPU/g celulosa. En estas
condiciones experimentales, estos autores obtuvieron una concentracién de 67 g/L y
una conversion de etanol del 88%. Por ultimo Kim et al. (2013) estudiaron el potencial
de produccion de etanol mediante ensayos de SFS sobre serrin de chopo extrusado con
acido sulfurico. Estos autores observaron una disminucion del rendimiento de
producciéon de etanol a cargas de sélido superiores al 6% (p/v), por lo que emplearon
una estrategia fed-batch para aumentar la carga de sélidos hasta un 11% (p/v) sin
perder eficiencia. Usando esta estrategia y una carga enzimatica de 30 FPU/g celulosa,
Kim et al. obtuvieron una concentracion maxima de etanol de 40 g/L y un rendimiento
del 77,3% (calculado sobre la materia prima).

La mayor produccidn de etanol que alcanzaron los investigadores anteriormente
citados, en comparacién con la obtenida en el presente trabajo, puede deberse a
motivos asociados al proceso de pretratamiento, como son la severidad de éste, el
tipo de biomasa empleado, el hecho de que los extrusados se laven después del
pretratamiento y a diferencias en la forma de llevar a cabo los ensayos de hidrdlisis y
fermentacion. Asi, los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden
considerarse relevantes, aunque susceptibles de mejora, teniendo en cuenta las
condiciones de alta integracidn del proceso, con neutralizacién dentro del extrusor y
ausencia de lavado, asi como la carga de enzima empleada (20 FPU/g celulosa). De
hecho, una condicién comun a los tres trabajos anteriormente examinados es el uso de
una mayor carga enzimatica en sus ensayos de SFS que la empleada en el presente
trabajo. Han et al. (2013) afiaden un 50% mas de actividad enzimatica, mientras que
Kang et al. (2013 y Kim et al. (2013) afiaden un 58% mas. Ademas, en este ultimo
trabajo se demostrd que el aumento de la carga enzimatica mejoraba la produccién de
etanol, por lo que ésta es una posible via de mejora.
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3.3. Balances de materia

3.3.1. Balance de materia del proceso de extrusion alcalina con lavado fuera del

extrusor

El balance de materia de la extrusidn alcalina con lavado en las condiciones
Optimas de operacidon descritas en el apartado 3.1.1.3, para los principales
componentes de la biomasa, se presenta en la figura 2.18.

REACTIVO
158g NaOH
Y(I)A(\)I)ERL: ,PaR'MA Extrusion Lavado - EXTRUSADO LAVADO
b dg paj 150 rpm, 6% R, 690,1 g peso seco
cebada 632C
386,5 g Gl
390,9 g Glucano 28 .ucano
) 175,2 g Xilano
213,1 g Xilano .
L 101,4 g Lignina
152,0 g Lignina 330¢ Cenizas
70,0 g Cenizas FILTRADO LAVADO w8
190,7 g sélidos 175,2 g sélidos
totales totales
7,5 g Glucosa 0,6 g Glucosa
29,5 g Xilosa 5,3 g Xilosa

Figura 2.18- Balance de materia para 1 kg de paja de cebada pretratado por extrusion alcalina con
lavado fuera del extrusor.

En este proceso de extrusién alcalina seguido de un lavado, la recuperacién de
solidos en el extrusado fue de un 65,2%, teniendo en cuenta el peso de reactivo
afadido. Los balances de glucano y xilano no cierran completamente, debido a
desviaciones en la medida tanto de las composiciones de los materiales, como del flujo
de alimentacién en el extrusor. Teniendo esto en cuenta, la mayor parte del glucano se
recuperaria en el extrusado lavado, produciéndose pequefias solubilizaciones durante
el filtrado (alrededor de un 1,7%) y, en mucha menor medida, durante el lavado. En
cuanto al xilano, se recuperd aproximadamente un 82,2% en el extrusado lavado,
produciéndose unas pérdidas de un 12,2% durante el filtrado y un 2,2% durante el
lavado. Por otra parte, al final del proceso se obtuvo una deslignificaciéon de un 33,3%
con respecto a la paja de cebada sin tratar. La recuperacion total de sdlidos del
proceso fue 99,8%, por lo que se puede considerar que no se produjeron pérdidas
durante la extrusién alcalina con lavado fuera del extrusor.

En la literatura cientifica existen referencias a balances de materia calculados
para la extrusion alcalina de diferentes materiales (Karunanithy y Muthukumarappan,
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2011c; De Vrije et al., 2002; Kang et al., 2013; Han et al., 2013; Liu et al., 2013).
Estudiando los resultados obtenidos por estos autores, se pueden hallar unas
tendencias generales para los efectos producidos sobre los compuestos estructurales
principales de la biomasa (glucano, xilano, lignina) durante la extrusiéon con alcali. Asi,
la recuperacion de glucosa suele ser muy alta, aunque se ve afectada cuando la
proporcion de NaOH respecto de la materia prima aumenta significativamente. Por
ejemplo, Karunanithy y Muthukumarappan (2001c) lograron recuperar el 100% del
glucano en el extrusado después de aplicar un pretratamiento secuencial
(impregnacién con NaOH 2% seguida por extrusion en extrusor de husillo simple) a la
biomasa de Andropogon gerardii. También De Vrije et al. (2002) obtuvieron una
recuperacién de glucano muy alta (97,2%) sobre Miscanthus extrusado a 100 rpm,
1002C y con un 12% R. Kang et al. (2013) trabajaron igualmente con Miscanthus en
condiciones cercanas a las del trabajo de De Vrije et al. (2002) (80 rpm, 95°C vy 12,8%
R), pero en este caso la recuperacién de glucano fue algo menor (88,3%). Al usar una
proporcion de sosa a materia prima mas elevada (16,4% R) en la extrusion alcalina de
paja de cebada a 100 rpm y 8729C, la recuperacion de glucano fue menor que en los
casos anteriores, un 76,6% (Han et al., 2013).

En cuanto al xilano, las recuperaciones descritas en la bibliografia son altas
cuando la cantidad de sosa es pequefia (Karunanithy y Muthukumarappan, 2011c) y
disminuyen cuando se emplean R altas, pero siempre se encuentran por encima del
50% (54% segun De Vrije et al., 2002; 64,4% segun Kang et al., 2013).

El comportamiento de la lignina es coherente con los efectos esperados del alcali.
Asi, a mayores proporciones de NaOH respecto a la biomasa, se produce una mayor
deslignificacion de los sustratos, que puede llegar hasta un 75% (De Vrije et al., 2002).
En cambio, las condiciones mas suaves aplicadas por Karunanithy y Muthukumarappan
(2011c), tan solo produjeron un 25% de deslignificacion.

Por ultimo, un caso especial es el estudio realizado por Liu et al. (2013), ya que
estos emplearon condiciones de pretratamiento muy similares a las usadas en el
presente trabajo. Estos autores llevaron a cabo un pretratamiento de extrusién
alcalina de bagazo de maiz al 6% R y 1009C, con la diferencia de que después del
pretratamiento mantuvieron la temperatura del extrusado durante una hora para
proseguir el tratamiento. Liu et al. (2013) obtuvieron resultados muy parecidos a los
del presente trabajo en cuanto a recuperacién de glucano (98,6%). Sin embargo,
recuperaron menos cantidad de xilano (78,4%) y obtuvieron una deslignificacion
mucho mayor, un 71%. Este mayor efecto sobre el xilano y la lignina puede estar
relacionado con el tipo de biomasa empleada como materia prima y también parece
indicar que la prolongacién durante una hora mas del tiempo de contacto NaOH a la
temperatura de tratamiento favorece la continuacién del tratamiento alcalino.
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Por lo tanto, a partir de los datos obtenidos y su comparacidn con otros ensayos
de extrusion alcalina descritos en la literatura cientifica, se puede concluir que la
extrusion alcalina con filtracidn intermedia y lavado fuera del extrusor es un método
efectivo de pretratamiento que permite recuperar una proporcion elevada de los
carbohidratos contenidos en la biomasa, quedando éstos disponibles para la etapa
siguiente de HE. En condiciones moderadas de alcali, permite recuperar casi toda la
glucosa y obtener una recuperacién de xilano alta, en comparacién con otros
pretratamientos tales como, por ejemplo, los tratamientos hidrotérmicos, ademas de
producir una cierta deslignificacion.

3.3.2. Balance de materia del proceso de extrusion alcalina con neutralizacion

A continuacién se presenta el balance de materia para la extrusién alcalina con
neutralizacidon realizado en Ciemat en las mejores condiciones seleccionadas en el
apartado 3.1.2.2 (filtracién dentro del extrusor, 8% R).

REACTIVOS
80 g NaOH

I 88 g HsPO,

MATERIA PRIMA » Extrusion alcalina + ‘ EXTRUSADO NEUTRALIZADO
1000 g paja cebada neutralizacion 730 g peso seco

150 rpm, 8% R, 682C

390,9 g Glucano 366,5 g Glucano

213,1 g Xilano 182,6 g Xilano

152,0 g Lignina 120 g Lignina

70,0 g Cenizas 30,0 g Cenizas
FILTRADO

350 g sdlidos totales

12,0 g Glucosa
26,2 g Xilosa

Figura 2.19- Balance de materia para 1 kg de paja de cebada pretratada por extrusion alcalina
con neutralizacidn dentro del extrusor.

En el caso de la extrusion alcalina con neutralizacién dentro del extrusor (Figura
2.19), los resultados se encuentran mas o menos en el rango de los calculados para la
extrusion alcalina con lavado externo. La cantidad de glucosa encontrada en el liquido
de filtrado equivaldria a un 2,8% de pérdidas de glucano. La recuperacion de xilano en
el extrusado sélido fue un 85,7%, solubilizdndose un 10,9% de xilano en el filtrado. El
valor de la deslignificacién correspondié a 20%. La recuperacion de sdlidos en el
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extrusado fue 62,5%; en cuanto a la recuperacion global de sélidos del proceso, su
valor fue 92,5%, algo menor que en el caso anterior, pero también muy elevado.

3.3.3. Balance de materia del proceso de extrusion alcalina con neutralizacién en
planta piloto

Se analizaron las composiciones del filtrado y el extrusado y con todos estos
datos se calculd el balance masico del proceso, presentado en la figura 2.20.

REACTIVOS
75 g NaOH

I 100 g HsPO,

MATERIA PRIMA » Extrusion alcalina + ‘ EXTRUSADO NEUTRALIZADO
1000 g paja cebada neutralizacion 1023 g peso seco

150 rpm, 8% R, 682C

339 g Glucano 333 g Glucano

223 g Xilano 214 g Xilano

136 g Lignina 132 g Lignina

60 g Cenizas 119 g Cenizas
FILTRADO

151 g sélidos totales

6 g Glucosa
6 g Xilosa

Figura 2.20- Balance de materia para 1 kg de paja de cebada pretratada por extrusidn alcalina con
neutralizacion, llevada a cabo en planta piloto.

Como se puede ver en la figura 2.20, en la planta piloto de extrusién, la
proporciéon de filtrado obtenida es mas pequena que en el equipo de extrusién del
Ciemat. Este diferente comportamiento de la filtracion se puede deber a que, al
escalar el proceso, la formacion del tapdn dinamico necesario para la filtracidon no es
igual que en el extrusor mas pequefio EV25, por lo que la eficiencia del prensado es
menor. Esto afecta a la cantidad de sdlidos que se arrastran mediante el filtrado y se
puede ver en la elevada cantidad de lignina y cenizas que se encuentran en el
extrusado sélido. Puesto que la recuperacion total de sdlidos fue del 99%, esta
disminucion de la cantidad de sélidos encontrada en el filtrado se tradujo en un
aumento de los sélidos recuperados en el extrusado. Asi, la recuperacidn de sélidos en
el extrusado fue 87,1%. Por otro lado, mientras que la recuperacién de glucano es
similar a la obtenida en las dos configuraciones de extrusidon (con lavado y con
neutralizacion) utilizadas anteriormente en el Ciemat, en este caso la recuperacion de
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xilano es mayor, llegdndose a recuperar en el extrusado hasta el 96% del xilano en la
materia prima. Por lo tanto, el escalado de la extrusion alcalina con neutralizacién
produjo algunos cambios en el balance de materia respecto a los ensayos realizados en
el equipo de extrusiéon del Ciemat.

4. Conclusiones

De los resultados obtenidos en el estudio realizado de extrusion alcalina de paja
de cebada en distintas configuraciones de proceso, se puede concluir que, de forma
general, este pretratamiento es un método efectivo para alterar la estructura de dicha
biomasa y promover asi la produccién de azucares fermentables a partir del material
extrusado, mediante la utilizacion de enzimas hidroliticas comerciales.

Como resultado del efecto de la combinacion de extrusién y tratamiento alcalino,
se produce una desacetilacién de las hemicelulosas, asi como una cierta solubilizacién
de las mismas y una deslignificacién, en un grado variable, dependiendo de la
concentracién de alcali y la configuracién del proceso.

En la configuracién de extrusion alcalina con lavado fuera del extrusor, se
obtiene un extrusado sélido enriquecido en glucano respecto a la materia prima, que
es altamente susceptible al ataque enzimatico, alcanzdndose rendimientos maximos
de hidrdlisis de glucano y xilano alrededor del 90% y el 88%, respectivamente.

En esta configuracion de proceso se ha estudiado el efecto del incremento de la
temperatura (T) y la relacidn de alcali afadido respecto a la materia prima seca (R) en
la composicion de la biomasa y su digestibilidad enzimatica mediante el empleo de
enzimas comerciales, siendo R el factor que presenta un efecto significativo en los
parametros evaluados. Una optimizacion de las condiciones de operacién para esta
configuracion, con el fin de maximizar la conversiéon de glucano a glucosa, da como
resultado un valor de R del 6% y una temperatura de 682C. En estas condiciones, la
configuracion permite llegar a rendimientos de hidrdlisis de glucano cercanos al 90% y
rendimientos de hidrélisis del xilano del 71%. El balance de materia del proceso
permite establecer una recuperacion global de sélidos de 99,8% y recuperaciones de
azucares en el extrusado sélido de 98% para el glucanoy de 75% para el xilano.

La integracion de una etapa de neutralizacion dentro del extrusor en Ia
configuracion basica de extrusion alcalina, permite obtener un extrusado con un pH
neutro que se puede incubar directamente con las enzimas para la hidrdlisis de los
carbohidratos. De esta forma, se disminuyen las operaciones corriente abajo y se
avanza en la integracion del proceso.
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Esta configuracidon integrada se ha estudiado en una doble vertiente, con una
etapa de filtracion, produciendo un extrusado filtrado y sin filtracién alguna,
produciendo el denominado extrusado completo. En general, el rendimiento de
hidrélisis de los extrusados neutralizados es algo menor que el de los extrusados
lavados fuera. En este caso, un incremento de R hasta un valor de 10% no se traduce
en mejoras significativas de la digestibilidad enzimatica, lo que puede deberse a un
menor tiempo de contacto sosa-biomasa o a la presencia de sales derivadas de la
neutralizacion. Sin embargo, la inclusidén de una etapa de filtracion dentro del extrusor
si mejora significativamente la capacidad de hidrélisis de los extrusados neutralizados,
en comparacion con los extrusados completos sin filtracion. Asi pues, se concluye que
la etapa de filtracidn es necesaria en esta nueva configuraciéon y se establecen 8% Ry
682C con filtracidon, como valores éptimos de pretratamiento para la continuacidn del
trabajo. El balance de materia de esta configuracion permite establecer una
recuperaciéon global de sdlidos de 92,5% y recuperaciones de glucano y xilano en el
extrusado solido de 97 y 86%, respectivamente.

El ensayo de esta configuracién y condiciones de operacién éptimas en una planta
piloto ha demostrado que el escalado de la extrusidn alcalina mas neutralizacién es
factible, si bien se producen ciertos cambios en el balance de materia del proceso.

El estudio de la digestibilidad enzimatica del extrusado alcalino neutralizado en el
extrusor en condiciones de carga de sustrato del 2,5 al 20% (p/v), da como resultado
rendimientos de hidrélisis de glucano que van desde el 75 al 63% del tedrico,
dependiendo de la carga de sdlidos. EIl aumento de la carga de sélidos permite
incrementar la concentracién de glucosa en el medio de HE disponible para
fermentacion hasta 70 g/L, si bien el rendimiento de hidrdlisis se ve negativamente
afectado. Este hecho no se produce en la hidrélisis del xilano, encontrandose
rendimientos de alrededor del 60% del tedrico en todas las condiciones ensayadas y
concentraciones de 35 g/L de xilosa al 20% de solidos (p/v).

El analisis de la produccién de azlcares totales (en forma de mondmeros y
oligdmeros) en el medio de hidrdlisis enzimatica del extrusado anterior, ha dado como
resultado la deteccidn de una cierta cantidad de azucares en forma oligomérica, tanto
de glucosa como de xilosa, que dependiendo de las condiciones del ensayo,
permanece sin hidrolizarse incluso a las 72 horas de hidrdlisis. El cdlculo de los
rendimientos de produccién incluyendo estas formas oligoméricas da como resultado
rendimientos similares y cercanos a 35 g glucosa/100 g extrusado seco en todos los
experimentos realizados del 5 al 20% de sdlidos, siendo solo ligeramente superior al
2,5% de carga, donde se alcanzan cerca de 38 g/100 g. En el caso de la produccién de
xilosa, es notable el hecho de que la produccién total de azucares es mayor que la
produccién de mondmeros en todos los casos, siendo aproximadamente 20 g de
xilosa/100 g extrusado seco contando con mondmeros y oligdmeros en todas las
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cargas de solidos, frente a 16-18 g xilosa/100 g extrusado seco en mondmeros. Los
resultados de la produccién de azlcares muestran que se podrian llegar a alcanzar
hasta 54 g azucares totales/100 g extrusado seco, contando con la produccién de
monodmeros y oligdmeros de glucosa y xilosa, lo que representa un 70% del total de
azucares potenciales.

El estudio preliminar del potencial de produccion de etanol de los extrusados
alcalinos neutralizados muestra que el rendimiento de LSFS disminuye desde el 70 % a
2,5 % (p/v) de sdlidos hasta el 50% al 20% (p/v) de sdlidos, condicién a la que se
obtienen 25 g/L de etanol. Estos resultados muestran la necesidad de mejorar estos
rendimientos, incidiendo en la etapa de producciéon de azucares, bien sea variando el
tipo de reactor de hidrdlisis, o aumentando la dosis de enzima empleada.
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Capitulo ll: Bioextrusion

1. Introduccion

En este trabajo se utiliza el término bioextrusidon para denominar a un tipo de
extrusion reactiva que conlleva el uso de catalizadores bioldgicos, i.e. enzimas
hidroliticas.

Existen antecedentes de la utilizaciéon de enzimas en combinaciéon con un
proceso de extrusién, para la produccién de bioetanol de 12 generacion a partir de
almidon. En esta aplicacion en concreto, la extrusion se ha usado sola o combinada con
enzimas (a-amilasas) para licuar el almidén y reducir asi el tiempo de sacarificacion del
jarabe de glucosa, o preparar el sustrato para la fermentacion (Linko et al., 1983;
Govindasamy et al., 1997).

Sin embargo, la utilizacién directa de enzimas en el pretratamiento de extrusién
para su aplicacién en el proceso de produccion de bioetanol de segunda generacién no
ha sido explorada hasta el momento. La hipdtesis en la que se basa esta estrategia es
gue la mezcla intensa y la alta exposicidn de las fibras que produce la extrusion, junto
con la mejora en la digestibilidad enzimatica que proporciona el pretratamiento
alcalino, podrian ayudar a la penetracién de las enzimas en las fibras, promoviendo asi
su accion en una incubacién posterior de la mezcla sustrato extrusado-enzimas.

Por otra parte, esta nueva configuracion de proceso supone un avance en la
integracién de las etapas de pretratamiento e hidrélisis enzimatica, ya que las enzimas
se afaden en el mismo reactor donde se lleva a cabo el pretratamiento y la mezcla
sustrato extrusado-enzima puede pasar directamente al reactor de incubacién para
completar la hidrdlisis. Esto es posible gracias a la integracion de la etapa de
neutralizacidn en el extrusor, que permite que las enzimas se mezclen con el sustrato
en un pH adecuado para la hidrélisis. La integracién de las diferentes etapas del
proceso para la produccién de etanol a partir de lignocelulosa ha sido sefialada como
una de las aproximaciones mas importantes en el disefio de configuraciones de
proceso eficientes en cuanto al coste econdmico y energético. Segun Cardona et al.
(2007), la integracién de las operaciones implicadas en la produccién de etanol
biocarburante se podria conseguir mediante el desarrollo de bioprocesos integrados
gue combinen diferentes etapas en una sola unidad.

En este apartado se estudia el efecto de un proceso de extrusion alcalina y
enzimatica, denominado bioextrusidon, sobre la paja de cebada. Se analizan las
caracteristicas del sustrato producido (bioextrusado) en cuanto a composicion y
distribucién granulométrica, y se describen los resultados de los experimentos de
produccién de azucares y etanol a partir de éste.

En una primera fase del trabajo, se realizaron ensayos de incubacién del
extrusado en matraces Erlenmeyer a diferentes concentraciones de sélidos para
determinar el rendimiento de produccién de azlcares a partir del mismo. En una etapa
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posterior, se llevd a cabo la incubacion del bioextrusado sin diluir en un reactor
especialmente concebido para trabajar a altas cargas de sélidos, con el fin de optimizar
las condiciones del ensayo. Por otra parte, la deteccidén de oligdmeros en el medio de
hidrélisis, como ocurrié en el caso del extrusado alcalino neutralizado, motivo la
realizacion de una serie de ensayos destinados a evaluar si una suplementacién con
enzimas especificas de la hidrélisis de formas oligoméricas (B-glucosidasa y f-
xilosidasa) podria resultar en una mayor hidrélisis de las mismas, y a la vez evaluar su
efecto en la produccién de azucares sencillos. Finalmente, se evalué la capacidad de
produccién de etanol a partir del bioextrusado, mediante dos ensayos de licuefaccién
mas sacarificacion y fermentacion simultaneas (LSFS), con y sin dilucion del sustrato.

2. Materiales y métodos
2. 1. Ensayos de bioextrusion

Los primeros experimentos de bioextrusion se llevaron a cabo intentando
realizar el pretratamiento alcalino, la neutralizacidn y la extrusién con enzimas en un
solo pase de extrusién. Sin embargo, se comprobd que la longitud (nimero de
modulos) del equipo de extrusion EV25 del Ciemat no permite acoplar correctamente
todas las fases del proceso en un solo pase, por lo que se optd por una configuracion
de proceso en dos pases por el extrusor (Figura 3.1), simulando un proceso continuo
en un equipo de extrusion de mayores dimensiones.

- Alcali Biomasa
—<.'_I—| Extrusado | Filtrado |
otE ABFDEG }Lﬁt | FEITVF \”_‘ [0} ABF-DEG ”—‘—nﬁ‘a ABF-DEG ”—‘—uh‘z AHFVDEEU—FM APVDEE[:
| | [

Médulo.n®6 . Médulo n°5 Médulon®4 ~  Mddulon®3 Mo6dulo n°2

AT AN

Médulon®1

Enzimas
< ':Il Bioextrusado = =

‘ 006 ABF-DEG |—I]\IJ"5 ABF-DEG 004 ABF-DEG 003 ABF-DEG 002 ABF-DEG 00 APVDEE E

1]
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Figura 3.1- Configuracidon en dos pases, extrusidn alcalina mas neutralizacion seguida por bioextrusion,
llevado a cabo en el EV25 del Ciemat.
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En un primer pase por el extrusor se lleva a cabo una extrusion alcalina con
neutralizacion en las condiciones fijadas en el Capitulo Il (150 rpm, 682C, 8% R). A
continuacion esta paja de cebada extrusada es alimentada de nuevo al extrusor,
usando en esta segunda vuelta una configuracién sélo con elementos de transporte y
mezcla y afiadiendo la mezcla enzimdtica en el médulo 1 para un mayor tiempo de
contacto dentro del equipo. La temperatura en esta segunda extrusion se mantuvo a
509C, un valor de trabajo adecuado para las enzimas.

La mezcla enzimdtica usada fue nuevamente una combinacion de Cellic CTec2
con Cellic HTec2 (Novozymes A/S, Dinamarca) en proporcion 9:1 tomando como base
el contenido en proteinas. Las enzimas fueron diluidas de manera que la relacién L/S
en el extrusor en el segundo pase fue de 4, de acuerdo con los resultados de ensayos
previos que determinaron que con esta relacién se conseguia un funcionamiento
adecuado del extrusor.

A lo largo del trabajo se produjeron varios lotes de material bioextrusado. El
primer lote (B1) se generd utilizando en el primer pase de extrusién el lote 1 de paja de
cebada y una carga de enzimas de 25 mg proteina (10 FPU)/g sustrato en la segunda
vuelta de extrusion. Ambos pases de extrusion se llevaron a cabo en el equipo EV25
del Ciemat. Este material, con un contenido en sélidos del 23% (p/p), se empled en los
ensayos de produccidon de azucares descritos en el apartado 2.4, asi como en la
caracterizacion del bioextrusado que se describe a continuacion. El segundo lote (B2)
se generd en el equipo EV25 del Ciemat con una carga de enzimas de 40 mg proteina
(16 FPU)/g sustrato, pero en este caso usando como alimentacion en la etapa de
bioextrusidn el extrusado alcalino producido a mayor escala en la planta de Agromat
en Tarbes con el lote 2 de paja de cebada (ver Capitulo Il — apartado 2.2.1). Este
material tuvo un contenido en sélidos del 27% (p/p) y se empled en los ensayos de
LSFS.

2. 2. Caracterizacion del bioextrusado

El bioextrusado es un sustrato formado por una fraccidn soluble retenida en las
fibras que componen la fraccion insoluble. Al estar compuesto por estas dos fases, se
siguio el protocolo NREL/TP-510- 48825 para muestras de material pretratado o
“slurry”. En este trabajo, para obtener la fraccién de sélidos insolubles se lleva a cabo
un lavado por centrifugacion. Para ello, se toman 5 g en peso seco de bioextrusado en
una capsula y se afiaden 30 mL de agua destilada. Se agita hasta conseguir una mezcla
homogénea y se centrifuga a 9000 rpm durante 15 min (Centrifuga Hendriks,
Alemania). A continuacién se separa la fracciéon sobrenadante (fraccién soluble del
bioextrusado, FSB) y se miden los azicares monomeéricos y oligoméricos por HPLC. Esto
se lleva a cabo mediante el procedimiento denominado post-hidrélisis que consiste en
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la realizacion de una hidrdlisis acida suave sobre la muestra (3% H,SO4, 12129C, 30 min),
tras la cual se cuantifican los azucares totales. Por diferencia con la concentracion de
azUcares monomeéricos, se calcula la concentracién de azlcares oligoméricos. El
proceso de lavado y centrifugacion se repite hasta obtener en la fraccion liquida una
concentraciéon de glucosa < 0,05 g/L. Este procedimiento se llevd a cabo en el
bioextrusado B1.

El sélido restante después de los sucesivos lavados es la fraccidon insoluble del
bioextrusado (FIB) y se procede con él segun los procedimientos estdndares para el
analisis de composicion de biomasa lignoceluldsica, concretamente, los métodos
42620 para la preparacion de muestras, 42627 para la determinacidon de sdlidos
insolubles, el 42618 para la determinacién de carbohidratos y lignina, 42621 para la
determinacién de sdlidos totales y 42622 para la determinacién de cenizas (Anexo Il).

La fraccion liquida se analiza mediante HPLC para la determinacion de azucares
simples y azUcares totales (tras post-hidrdlisis acida), tal y como se detalla en el anexo
[ll. A partir de los resultados del andlisis, y teniendo en cuenta los volumenes de
lavado, se calcula el peso de azucares en la fraccidon soluble y su porcentaje respecto al
peso seco inicial de bioextrusado.

Con el fin de comparar y distinguir los efectos propios de la bioextrusion, el
procedimiento anteriormente descrito también se llevd a cabo en el extrusado alcalino
neutralizado utilizado como alimentacién en el segundo pase de extrusion.

2. 2. 1. Ensayos de granulometria

Con el objetivo de conocer las caracteristicas del bioextrusado B1 en cuanto a la
distribucién del tamafio de particula, se llevaron a cabo ensayos de granulometria del
material bioextrusado y, para comparacion, del extrusado alcalino neutralizado y la
paja de cebada sin tratar, siguiendo el European Standard Method 15149 (European
Standard Norm, 2010).

2. 3. Produccion de azucares en el bioextrusado mediante incubacion en
diferentes condiciones

2. 3. 1. Ensayos en matraz

La produccion de azucares en el bioextrusado se evalud llevando a cabo ensayos
incubacién del material en matraces Erlenmeyer de 100 mL en agitador orbital a 502C.
Las incubaciones se realizaron en un volumen total de 25 mL y con diferentes cargas de
sélidos; 2,5, 5, 10, 15 y 20% (p/v). El bioextrusado se diluyé con agua destilada hasta
alcanzar la carga de sélidos deseada. Las mezclas se incubaron durante un tiempo total

154 Duque Garcia, Aleta



Capitulo ll: Bioextrusion

de 72h, tomando muestras a 0, 24, 48 y 72h para la medicion de azuUcares
monoméricos por HPLC y de azlcares totales (mondmeros y oligédmeros) tras post-
hidrolisis acida, también por HPLC. La muestra a t = Oh se analiza para cuantificar la
cantidad de azlcares solubilizados durante la bioextrusién, antes de la incubacién a
509C, y el rendimiento calculado a partir de estos valores se denomina en este trabajo
rendimiento a t = Oh.

El protocolo seguido para la toma de muestras a cargas de sélidos superiores a
10% p/v y tiempo 0y 24h de incubacion, es el descrito en el punto 2.4.1 del Capitulo Il.
Este método se basa en la toma de 1 g de muestra, dilucién con agua destilada en una
proporcion 1:10 (p/p), centrifugacion a 9000 rpm durante 15 min y utilizacién del
sobrenadante para las mediciones cromatogréficas.

2. 3. 2. Ensayos en reactor de altas cargas de sélidos

Para realizar la incubacién en condiciones de alta carga de sdélidos se cuenta con
un biorreactor Terrafors-IS de 15 | (InforsHT, Suiza), que de ahora en adelante se
denominard RACS (reactor de altas cargas de sélidos). Este tiene una capacidad de
carga de 3-4 kg de sdlidos o semisdlidos, o 7 | en el caso de liquidos. La cdmara
contiene placas deflectoras en su interior para una mejor mezcla y esta unida a un
motor cuya velocidad de rotacion se puede variar entre 0,1 y 10 rpm. El RACS dispone,
ademas, de un encamisado de agua, que permite fijar la temperatura de incubacion
(Figura 3.2).

. E
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Figura 3.2- Reactor de alta carga de sélidos, modelo Terrafors-IS (InforsHT).

El bioextrusado (1 kg), que tenia un 23% de peso seco (p/p), se introdujo sin
diluir en el biorreactor, lo que es equivalente a una concentraciéon de sélidos de un
30% p/v. El sustrato se incubd a 502C durante 72h. Siguiendo el protocolo para altas
cargas de solido se tomaron muestras de 1 g a 0, 24, 48 y 72h, se hirvieron para
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inactivar las enzimas, se diluyeron 1:10 con agua destilada, se centrifugaron y se midié
la concentracidon de azlcares monomeéricos por HPLC. Una parte de la muestra se
reservo para realizar con ella una post-hidrdlisis acida y asi poder medir la cantidad de
glucosa y xilosa en forma monomeérica y oligomérica de la muestra.

2. 3. 3. Ensayos con suplementacién de enzimas

Para los ensayos con suplementacién de enzimas, se realizaron incubaciones al
10% de carga de sdélidos del bioextrusado producido con 25 mg proteina/g sustrato
(B1), adicionando dos enzimas accesorias diferentes: Novozyme 188 (Novozymes A/S,
Dinamarca), cuya actividad principal es la B-glucosidasa, y E-BXSRB de Megazyme
International (Irlanda), con actividad B-xilosidasa. Estas enzimas se afiadieron en los
ensayos en una proporcién de 6 mg proteina/g bioextrusado, en el caso de la
Novozyme-188, y 7 mg proteina/g glucano en bioextrusado, en el caso de la E-BXSRB.

Se realizaron tres ensayos: uno con el bioextrusado suplementado con
Novozyme-188, incubado a 509C, y dos con el bioextrusado suplementado con E-
BXSBR a dos temperaturas diferentes, la 6ptima de la B-xilosidasa (409C) y la dptima
del coctel enzimatico del bioextrusado (502C). Los ensayos se llevaron a cabo en viales
Eppendorf de 2mL, con un volumen total de hidrdlisis de 1,5 mL. Se prepararon tantas
incubaciones como tiempos de muestreo, por duplicado. Cada muestra por duplicado
se agitd en agitador orbital Certomat-R B-Braun (Alemania) a 200 rpm dentro de un
matraz de 250 mL; cada uno de estos matraces se retird a los tiempos 0, 6, 24 y 48h.
Los duplicados se hirvieron durante 10 min para inactivar las enzimas y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min en una centrifuga 5415D Eppendorf AG
(Alemania). Una alicuota del sobrenadante se empled para medir azUcares simples por
HPLC y en el resto se realizd una post-hidrélisis, tras la que se midieron azucares
totales también por cromatografia HPLC (ver Anexo lll).

El pardmetro empleado para evaluar el rendimiento en los ensayos de
incubacién del bioextrusado fue el rendimiento de produccién de azucares, calculado
tanto para azucares en forma monomérica como oligomérica. En el caso del
bioextrusado, a diferencia de lo que ocurria en el extrusado alcalino neutralizado, el
propio azucar contenido en la preparacién enzimatica se encuentra incorporado en el
sustrato, por lo que no se sustrae en el calculo del rendimiento. La férmula de célculo
del rendimiento de produccion de azucares se muestra en la Ec. 1 a continuacién.

g glucosa xilosa en el medio

Rdto.produccién glucosa xilosa = x 100 [Ec. 1]

g bioextrusado seco
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2. 4. Ensayos de sacarificacion y fermentacion simultaneos

Los ensayos de LSFS se realizaron incubando el bioextrusado B2 en el RACS a
502C y 8 rpm durante 24h. Se realizaron dos ensayos, uno diluyendo el bioextrusado
hasta el 20% p/v de sdlidos y un segundo ensayo sin diluir, es decir, con una carga de
sélidos equivalente al 37% p/v. Tras la licuefaccion se trasladé el hidrolizado a un
reactor de tanque agitado (RTA) de escala laboratorio, de volumen total 1 | con control
de temperatura, pH y toma de muestras (Biostat B plus, Sartorius, Figura 3.3), para su
inoculacién con el microrganismo S. cerevisiae previamente activado como se describe
a continuacién. Una vez inoculado, el sustrato se incubd durante 72h adicionales a
35¢C.

Figura 3.3- Reactores de tanque agitado y consola de control de pH y temperatura (Biostat B
plus).

Se prepard un indculo con S. cerevisiae Ethanol Red (Fermentis, Francia)
rehidratando la levadura liofilizada en un medio de crecimiento (30 g/L de glucosa, 4
g/L de extracto de levadura, 2 g/L de (NH4)SO,, 1 g/L de KH,PO,; y 0,3 g/L de
MgS04-7H,0). El microorganismo se dejé crecer durante 16h en un agitador orbital a
150 rpm y 352C. Posteriormente, se centrifugd el medio y se descartd el sobrenadante.
El pellet resultante se redisolvié en 1 mL de tampdn citrato pH 4,8 y se repartié entre
los distintos experimentos, de modo que la concentracién de microorganismo en el
medio fuese 1 g/L.

Se tomaron muestras de glucosa y etanol al inicio de los ensayos y cada 24h, las
cuales se centrifugaron a 10.000rpm durante 10 min en una centrifuga 5415D
Eppendorf AG (Alemania). Se tomaron alicuotas que se midieron por HPLC, para la
cuantificacién de azucares, y por cromatografia de gases, para el contenido de etanol,
como se describe en el Anexo lll.
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La eficiencia de produccidén de etanol en el bioextrusado se evalué a través del
rendimiento de LSFS, como la cantidad de etanol producida durante la SFS, dividida
por la produccion potencial de etanol a partir del extrusado, y expresada en % (Ec. 2).

g etanol

Rdto.LSFS =

X 100 [Ec. 2]

g gluc en bioextrusadox0,51

3. Resultados y discusion
3. 1. Caracteristicas del bioextrusado

3. 1. 1. Composicion del bioextrusado: fraccion soluble e insoluble

Los resultados de la composicién del bioextrusado B1 y de las fracciones soluble
e insoluble del mismo, asi como del extrusado alcalino neutralizado utilizado como
sustrato en la fase de bioextrusion, se muestran en la tabla 3.1 a continuacion.

158 Duque Garcia, Aleta



Tabla 3.1- Composicidon del sustrato completo y de las fracciones soluble e insoluble (FS, Fl) del extrusado alcalino con neutralizacion (EF, 8% R, 682C) y del
bioextrusado B1 producido a partir de éste con 25 mg proteina/ sustrato.

Extrusado Bioextrusado

Completo FI FS Completo FI FS
Fraccién (% peso total) 100 99 1 100 65 35
Componente
Glucosa (% peso completo) 50,1+0,5 51,0+0,7 0,2 47,4 +1,6 38,0+0,9 8,7
Xilosa (% peso completo) 27,7+0,3 25,4+0,3 0,7 24,5+0,8 17,6 £0,2 6,8
Galactosa (% peso completo) 1,3+0,03 1,2+0,02 0,1 1,3+0,03 0,7 £ 0,06 0,5
Arabinosa (% peso completo) 3,2+0,02 2,8+0,1 0,2 3,1+0,1 2,0+0,07 1,0
Lignina (% peso completo) 17,9 +£0,04 18,8 +0,3 - 17,6 £1,3 25,4+0,3 -
Cenizas(% peso completo) 6,7+0,1 5,0+0,4 - 49+0,1 4,2 +0,03 -
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A la vista de los resultados, se comprueba que la bioextrusién no altera
significativamente la composicién del bioextrusado respecto del extrusado. Hay que
tener en cuenta que la recuperacidon de sdélidos en el bioextrusado respecto del
extrusado es mayor del 100% debido al peso afadido con la solucién enzimatica
(enzimas y tampodn). Asi, existe un factor de 1,08 en la relacién de pesos entre el
bioextrusado y el extrusado, lo que hace que el contenido en lignina y carbohidratos
del bioextrusado (expresados en % del peso del bioextrusado) sea algo menor que en
el caso del extrusado. Ademads, hay que tener en cuenta que el contenido en glucosa
determinado en el bioextrusado incluye el azucar afiadido con la preparacién
enzimatica, cuya contribucion seria alrededor de 2,2 g glucosa/100 g bioextrusado.

El analisis de las fracciones solubles e insolubles de ambos materiales (Tabla 3.1)
indica que se ha producido una redistribucion de los componentes entre la fase soluble
e insoluble. En concreto, el bioextrusado tiene una fraccion soluble (FS) que supone el
35% del peso seco total del bioextrusado, mientras que en el extrusado, esta fraccién
es de tan sélo un 1%. Esto significa que durante la bioextrusién se produjo la
solubilizacidon de un 34% de componentes que se encontraban en la matriz insoluble
en el extrusado.

Analizando la FS del bioextrusado, un 8,7% de la glucosa y un 6,8% de la xilosa
(en peso seco total del bioextrusado) se encontraron en forma soluble. Estos valores
representan, respectivamente, un 18% y un 28% del contenido en glucosa y xilosa del
bioextrusado completo (que tiene un 47,4% glucosa y un 24,5% de xilosa). Una gran
parte de la xilosa soluble se encontrd en forma oligomérica (un 60%), mientras que la
fraccién de oligdmeros de glucosa fue mucho menor, un 12% de la glucosa soluble
total. Los azucares glucosa y xilosa, junto con pequeias cantidades (no mostradas) de
galactosa y arabinosa suponen casi la mitad (un 48%) de los sélidos solubles medidos
en el bioextrusado.

Por lo tanto, se demostré que la accién combinada de las enzimas con el
pretratamiento de extrusidon fue capaz de hidrolizar una parte de los carbohidratos
contenidos en el material extrusado, en un corto espacio de tiempo
(aproximadamente 2 min). Esta es la mayor diferencia respecto del extrusado y la
evidencia de la accién de las enzimas. Ademas, al contar con una FS mayor, el
bioextrusado presenta una cierta ventaja para la fluidificacion de la mezcla durante las
primeras horas de incubacion en la HE.

Este mismo efecto de solubilizaciéon durante la bioextrusidén se ha descrito en
otros materiales lignocelulésicos ensayados dentro del proyecto Babethanol
(Vandenbossche et al., 2014). En concreto, se bioextrusaron residuos de maiz dulce
(sweet corn, SC), bagazo de agave (blue agave bagasse, BAB) y residuos de la industria
del aceite de palma (oil palm empty fruit bunch, OPEFB), ademas de la paja de cebada
correspondiente al lote 2 de este trabajo. Aunque las condiciones de extrusién fueron
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optimizadas para cada material y difieren entre si, se demostré que en todos los casos
se habia producido una solubilizacién parcial de las cadenas de polisacaridos en los
bioextrusados. Tomando como referencia un ensayo de solubilizacién de compuestos
mediante agua caliente, estos autores hallaron un aumento de la solubilidad en los
bioextrusados respecto de los extrusados alcalinos de 1,6 veces en SC, 2,4 veces en
paja de cebada, y 4,9 veces en OPEFB. Ademas, en este estudio se realizdé también un
anadlisis mediante la técnica de ADF-NDF de Van Soest y Wine (1967), que dio como
resultado el aumento de la fraccién soluble neutro detergente (NDS) en los
bioextrusados de los cuatro materiales es comparacién con sus respectivos extrusados
alcalinos. Por ejemplo, para la paja de cebada, la fraccién NDF soluble aumenté de
19,9% a 47,3% en el bioextrusado.

3. 1. 2. Distribucién de particulas en el bioextrusado

En cuanto a la distribucidon de particulas en el bioextrusado, en la figura 3.4 se
compara la distribucién de tamafios de particula del extrusado y del bioextrusado B1,
asi como de la paja de cebada sin extrusar como muestra de referencia.
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Paja de cebada Extrusado Bioextrusado

Figura 3.4- Distribucién del tamafio de particula (en mm) en la paja de cebada sin tratar, en el
extrusado alcalino neutralizado y en el bioextrusado B1.
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Los resultados evidencian un cambio significativo en la distribucion del tamafio
de particula por efecto de la extrusion. Como se puede ver en la figura 3.4, la fraccién
mayoritaria en la paja de cebada sin pretratar fue el conjunto de particulas mayores o
iguales a 3,14 mm (59,6%), un resultado que concuerda con la molienda previa de la
materia prima, realizada a 5 mm. La segunda fraccién mas abundante en la materia
prima fue la de particulas entre 1y 0,52 mm, que suman un 13,3% del total. Por debajo
de este tamafio se encontraron un 7,3% de las particulas.

En la segunda columna de la figura 3.4 se refleja el analisis granulométrico del
extrusado alcalino neutralizado. Aunque la mayor fraccién correspondiéd a las
particulas mayores de 3,14 mm, igual que en el caso de la paja de cebada sin tratar, su
cantidad se redujo hasta un 41,7% a su paso por el extrusor. En cambio, aumenté la
cantidad de particulas de tamafio medio, entre 3,14 y 0,52 mm. También se puede
apreciar el efecto de la filtracidn, ya que tan solo se encontré un 2,2% de particulas
menores de 0,52 mm, a diferencia del 7,3% de la materia prima. Esta cantidad de finos
perdida corresponderia a los sélidos insolubles encontrados en el filtrado.

Por ultimo, en un segundo paso por el extrusor con enzimas, el tamafo de
particula se vio mucho mas afectado, desapareciendo casi por completo la fraccidn
mayor de 3,14 mm, que se quedd en un 0,8%, y aumentando la proporcion de tamafios
medios y finos. Las particulas entre 1 y 0,52 mm fueron las mayoritarias en el
bioextrusado, suponiendo 28,2% del total y las fracciones de finos menores de 0,52
mm sumaron entre todas 37,4%. Es también destacable la aparicidon dentro de los finos
de una fraccion con un tamarfio de particula aun mads reducido que los alcanzados en la
materia prima y el extrusado (0,063 mm), que supuso un 4,5% del total de las
particulas.

Como tratamiento termo-mecanico, uno de los principales efectos de la
extrusion es la reduccion del tamafio de particula (Lee et al., 2009, 2010; Chen et al.,
2011; Um et al., 2013; Duque et al., 2014; Vandenbossche et al., 2014) debido al
rozamiento y friccion desarrollados dentro del equipo. Varios autores han estudiado la
variacién del tamano de particula en los sustratos pretratados por extrusién y
concluido que se produce un cambio significativo. Por ejemplo, Chen et al. (2011)
utilizaron paja de arroz con un tamafio £ 1 mm y llegaron a un tamafio medio de
particula entre 0,4 y 0,5 mm, cuando emplearon la extrusién sola, y entre 0,09 y 0,3
mm cuando usaron una combinacion de extrusidn con extraccién acuosa. Estos valores
de tamafio medio son mucho menores que el encontrado en el analisis granulométrico
de la paja de cebada extrusada en el presente trabajo (2,2 mm). Las diferencias
pueden atribuirse al tamano de partida en cada material, a las caracteristicas propias
de la materia prima y a particularidades de cada equipo de extrusidn. Por otra parte,
Um et al. (2013) estudiaron la distribucion del tamafio de particula de la paja de colza
extrusada a diferentes temperaturas. Utilizaron una materia prima con un tamano de
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particula pequefio, entre 1,4 y 2,4 mm, y encontraron un 77,8% de particulas entre
0,125 y 1,4 mm después de la extrusion, a la temperatura mas baja que ensayaron. En
comparacion, en el presente estudio, se encontré un 38,1% de particulas de paja de
cebada extrusada en este intervalo de tamafios. Por lo tanto, hay una evidencia clara
de que la extrusion tiene un marcado efecto en la distribucidn del tamafio de particula.
No obstante, es dificil establecer un patréon de cambio, ya que las condiciones de
operacion, el tamafio de partida y la materia prima influyen mucho en la distribucién
final.

A simple vista se pueden observar estas variaciones en el tamafio de las fibras
entre la materia prima, el extrusado y el bioextrusado, ademas de otras caracteristicas
diferenciadoras en su aspecto (Figura 3.5). La observacién de la morfologia del
bioextrusado revela diferencias notables con respecto al extrusado alcalino, que a su
vez se diferencia de la paja de cebada sin tratar.

Figura 3.5- Aspecto fisico de la paja de cebada sin tratar (A), el extrusado alcalino neutralizado
(B) y el bioextrusado (C).
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El cambio de color provocado por el tratamiento alcalino se aprecia en la imagen
del extrusado, a pesar de encontrarse ya neutralizado (Figura 3.5, B). Su textura es
esponjosa y todavia se encuentran restos de fibras enteras. En cambio, en el
bioextrusado (Figura 3.5, C) ya no se observan fibras completas, el color es mas oscuro
y el sustrato es pegajoso y tiende a agregarse, lo que puede ser debido a cambios en la
estructura de polisacaridos y lignina, y a la solubilizacién de algunos carbohidratos.

Resumiendo todo lo anterior, el bioextrusado es un material pretratado con un
aspecto y unas caracteristicas propias que lo distinguen de la materia prima y del
extrusado alcalino neutralizado a partir del cual se produce. En cuanto a su
composicidn, el bioextrusado tiene una fraccién soluble potenciada respecto al
extrusado alcalino neutralizado, llegando a alcanzar el 35% del peso total. Casi la mitad
de estos solidos solubles son azucares, lo cual es un efecto de la accion de las enzimas
durante la bioextrusién. Respecto a la distribucién de particulas, se observa el efecto
mecanico de la extrusién multiplicado en el bioextrusado, ya que pasa dos veces por el
extrusor. Este efecto mecanico reduce el tamafio medio de particula y aumenta la
proporcién de las particulas de menor tamano en el bioextrusado respecto del
extrusado alcalino neutralizado y de la paja de cebada sin tratar. Estas diferencias
también se pueden observar visualmente y se reflejan en un cambio de color,
consistencia y reduccién del nimero de fibras observables.

3. 2. Estudio de la produccion de aztcares en el bioextrusado

Una de las caracteristicas de la bioextrusidon es que se consigue una buena
mezcla entre el sustrato y las enzimas dentro del extrusor, por lo que en el
bioextrusado la biomasa estd totalmente impregnada por el cdctel enzimatico, a
diferencia de las dificultades de mezcla que surgen inicialmente cuando las enzimas se
afaden al sustrato pretratado en los sistemas tradicionales de agitacién. Para evaluar
la produccidén de azucares en el bioextrusado, el material B1 se incubd a 502C en
distintas condiciones de ensayo: concentracidon de sélidos, tipo de reactor, etc., para la
hidrdlisis enzimatica completa de los carbohidratos. En todos los casos se evalud la
produccién de glucosa y xilosa, tanto en monémeros como en oligdmeros.

3. 2. 1. Ensayos en matraz

En el capitulo anterior ya se discutié la necesidad de trabajar a altas cargas de
sélidos para que el proceso de produccién de bioetanol sea econédmicamente viable.
Esto implica conocer el comportamiento del bioextrusado en estas condiciones, por lo
gue se ensayo la produccidn de azucares en el bioextrusado en ensayos con cargas de
sélidos, desde 2,5 a 20%, en matraces Erlenmeyer agitados en un agitador orbital.
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Figura 3.6- Rendimiento de produccidn de glucosa a 0, 24, 48 y 72h (en g/100 g de peso seco)
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Figura 3.7- Rendimiento de produccion de xilosa a 0, 24, 48 y 72h (en g/100 g peso seco) de
incubacién del bioextrusado B1 a 502C, a diferentes cargas de sdlidos: 2,5, 5, 10, 15
y 20% p/v. Columnas de color uniforme — produccién de mondémeros. Columnas
rayadas — produccién de oligdmeros.

Como se puede observar en las figuras 3.6 y 3.7, al tiempo Oh de incubacién ya se
puede estimar una cierta produccion de azucares (tanto glucosa como xilosa) en el
medio, que provienen de la fraccién solubilizada durante la bioextrusidon. Estos
rendimientos, entre 7,6 y 11,8 g glucosa/100g bioextrusado seco y entre 8,5y 10,5 g
xilosa/100 g bioextrusado seco, son mayores que los que se encontraron a Oh en los
sustratos extrusados alcalinos neutralizados (Capitulo Il — Figuras 2.15 y 2.16), donde
los valores alcanzaron alrededor de 5 g de glucosa y 7 g xilosa/100 g de extrusado seco.
Este hecho demuestra nuevamente que la hidrélisis de los carbohidratos se ha iniciado
ya durante la bioextrusion.

Otra diferencia notable respecto del extrusado alcalino neutralizado es la gran
cantidad de oligémeros presentes durante la incubacién de los bioextrusados desde el
inicio de la misma. Esta fraccion de oligdmeros a tiempo Oh llega a suponer desde 14
hasta 36% de la glucosa total medida, dependiendo de la carga de sdlidos empleada, y
alrededor del 80% de la xilosa total medida. A lo largo del tiempo de incubacién, la
proporcién de oligdmeros se fue reduciendo, pero esta disminucién es menor a las
mayores cargas de sélidos, y en todos los casos hubo una fracciéon oligomérica que
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permanecio tras las 72h de incubacién. A diferencia de lo que ocurrid en el caso del
extrusado alcalino neutralizado de partida, donde a 2,5, 5 y 10% (p/v) de carga de
solidos no se encontraron oligdmeros a 72h, en el bioextrusado se encontraron valores
de produccién de oligdmeros de glucosa de entre un 15 y un 23% de la produccién
total de glucosa a 72h. A cargas de soélidos superiores, la produccién de oligémeros del
bioextrusado se vio aumentada hasta 6,3 veces respecto de la del extrusado alcalino
neutralizado. En el caso de la xilosa, la produccidn de oligdmeros del extrusado alcalino
neutralizado se multiplicd entre 2 y 4 veces en la incubacién del bioextrusado. De
acuerdo con estos resultados, se puede decir que la produccién de oligdmeros en los
bioextrusados esta potenciada con respecto al extrusado alcalino neutralizado, y esto a
su vez permite mejorar los rendimientos en azlcares totales.

Otra caracteristica diferenciadora del bioextrusado en comparacién con el
extrusado alcalino neutralizado es un acortamiento del tiempo de incubacién
necesario para alcanzar la produccion maxima de glucosa, efecto que se ve
principalmente a cargas de sdlidos hasta el 10% (p/v). Asi, a 2,5, 5, y 10% p/v de carga
de sdlidos en la incubacion de los bioextrusados, se alcanza la maxima liberacion de
glucosa a las 24h y al 15% p/v se llega a esta produccion maxima a las 48h. Estos
tiempos se retrasarian 24h al hablar de la incubacién con enzimas de un extrusado
alcalino neutralizado (Capitulo Il- Figuras 2.15 y 2.16), donde, hasta el 10% de carga de
sélidos, la produccién maxima se alcanza a las 48h y a partir de esta concentracién de
sélidos son necesarias 72h para llegar al maximo. En el caso de la produccién de xilosa
el comportamiento del bioextrusado y del extrusado alcalino neutralizado fue similar
en términos de tiempo necesario para llegar a la produccién maxima en todas las
cargas de sélido ensayadas.

La produccidn total de glucosa alcanzé valores similares en las cargas de sélido
de 2,5 a 15% p/v, manteniéndose alrededor de 38 g/100 g de bioextrusado seco,
mientras que disminuye ligeramente hasta los 34 g/100 g de bioextrusado seco al
pasar al 20% de sdlidos, lo que podria deberse a que la transferencia de materia es
peor debido a la alta concentracién de sélidos empleada. En relacién con el potencial
de glucosa presente en el bioextusado, estos datos corresponden a un 80 y un 72%,
respectivamente. La comparacion con los rendimientos de produccién en el extrusado
alcalino neutralizado es favorable, ya que la produccién total de glucosa del
bioextrusado es similar o incluso ligeramente superior a la del extrusado alcalino
neutralizado en todas las cargas de sélido ensayadas, que fue 35 y 37 g glucosa
total/100g bioextrusado seco (Capitulo Il — Figura 2.15).

En cuanto a las concentraciones alcanzadas a las 72h del ensayo, que se
muestran en la tabla 3.2, la glucosa en forma de mondmeros alcanza 47,2 g/L al 20%
(p/v) de carga de sdlidos, lo que supone 5,8 veces mas que la concentracion de glucosa
monomeérica medida en el ensayo a 2,5% (p/v) de sdlidos (8,1 g/L). En el caso de la
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glucosa total (mondmeros mas oligdmeros), la concentracién aumentd 7 veces desde
la menor carga de sélidos a la mayor, alcanzandose 68,7 g/L a la concentracion de
solidos de 20%.

Tabla 3.2- Concentraciones de glucosa y xilosa, monoméricas y totales, (en g/L) a las 72h de
incubacidn del bioextrusado B1.

Carga de sdlidos Glucosa Glucosa total Xilosa Xilosa total
(p/v) monomérica (g/L) (g/L) monomérica (g/L) (g/L)
2,5% 8,1 9,6 3,8 4,7
5% 16,1 19,1 7,7 9,3
10% 29,1 38,2 13,7 17,9
15% 39,7 56,0 19,2 28,8
20% 47,2 68,7 23,9 36,9

Respecto al rendimiento de produccidn de xilosa, al igual que lo que ocurria en el
extrusado alcalino neutralizado, su produccion total (contando con mondmeros vy
oligdmeros) se mantiene constante para todas las cargas de sélidos ensayadas, en
torno a 18 g xilosa/100 g bioextrusado seco. Este valor es cercano al alcanzado en los
extrusados alcalinos neutralizados y corresponde a un 73% del potencial de xilosa en el
bioextrusado. La produccidon de xilosa en este tipo de materiales pretratados por
extrusion mediante hidrélisis enzimdatica puede ser elevada, en comparacién con otro
tipo de pretratamientos, como los hidrotérmicos, en los que se solubiliza y/o degrada
una parte de la hemicelulosa durante los mismos. Esta contribucién de azucares en
forma de xilosa y xilooligdmeros permitiria aumentar los rendimientos de produccién
de etanol en un proceso de co-fermentacion y es una de las ventajas del
pretratamiento de extrusidn, que permite recuperar en el material pretratado
practicamente todo el xilano presente inicialmente en la materia prima.

Las concentraciones de xilosa aumentaron al aumentar la carga de sélidos en el
medio, al igual que en el caso de la glucosa. Asi, la concentracion de xilosa monomérica
fue 6 veces mayor al 20% (p/v) de sdlidos, 23,9 g/L, que al 2,5% (p/v), donde se llegé a
una concentracién de 3,8 g/L. En términos de xilosa monomérica y oligomérica, el
aumento con la carga de sdlidos fue 7,8 veces, desde 4,7 a 36,9 g/L.

La produccidn total de azucares (glucosa y xilosa) en los bioextrusados alcanzé 52
g de azucar/100 g de bioextrusado seco al 20% p/v de sdlidos, lo que supone una
produccién de azucares casi 5 veces mayor que la del extrusado control con agua (10,7
g azucar/100 g de peso seco). En términos de la concentracion de azlcares, habria mas
de 70 g/L de azlucares simples disponibles para la fermentacion y alrededor de 106 g/L
considerando la glucosa y xilosa en forma monomérica y oligomérica. Estos resultados
positivos sobre la digestibilidad enzimatica ya se observaron en los extrusados
alcalinos neutralizados, pero en el caso del bioextrusado se afiade la mezcla eficiente
enzima-sustrato a altas cargas de sélidos. En un articulo publicado dentro del contexto
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del proyecto Babethanol, Vandenbossche et al. (2014) recogen los estudios de
bioextrusidon llevados a cabo sobre diferentes materiales y llegan a conclusiones
similares a las presentadas hasta el momento: el proceso produjo un aumento
significativo de la capacidad de hidrdlisis de los materiales. Ademas, la introduccion de
las enzimas favorecio la alteracién de la estructura de la biomasa, observandose que
durante la bioextrusion dio comienzo la hidrdélisis enzimatica. Entre las biomasas
ensayadas, los mejores resultados se obtuvieron con BAB y los peores con OPEFB.
Tanto la paja de cebada como el SC mostraron un comportamiento similar tras la
bioextrusion.

3. 2. 2. Ensayos en reactor de altas cargas de sélidos

En el apartado anterior, se mostré que la incubacidon en matraces Erlenmeyer
del bioextrusado se ve dificultada debido a la elevada viscosidad del material a
concentraciones por encima de 10% p/v. Este hecho provoca problemas de mezclado,
dificultando la transferencia de materia y energia como ha sido descrito por Fan et al.,
2003. Igualmente, las altas cargas de sélidos conllevan efectos de inhibicién de las
enzimas por producto (glucosa y celobiosa), que pueden afectar a la eficiencia final de
la hidrdlisis enzimatica (Lu et al., 2010; Wang et al., 2011). Por ello, estas condiciones
requieren de sistemas de agitacion especiales, ya que los convencionales no consiguen
afrontar exitosamente los retos de trabajar en altas cargas de sélidos. En el Ciemat se
dispone de un reactor especialmente concebido para trabajar con concentraciones
elevadas de sdlidos (RACS) (Terrafors-IS, InforsHT, Suiza), que proporciona una mezcla
mejorada por gravedad.

Se planted la realizacién del experimento que se presenta a continuacién: el
equipo se cargd con el bioextrusado B1 sin diluir, lo que significa una carga de sélidos
de 30% p/v, y se incubd durante 72h a 502C. La evolucion de la produccion de azucares
se siguio tomando muestras a 0, 24, 48 y 72h. Los resultados se muestran en la tabla
3.3.
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Tabla 3.3- Rendimientos de produccion y concentraciones de azlcares (glucosa y xilosa) en mondmeros y totales (mondmeros y oligdmeros) a 0, 24, 48 y

72h de incubacién del bioextrusado B1 en reactor de alta carga de sélidos.

Rendimiento de produccion de Rendimiento de produccidn de
Tiempo de glucosa xilosa Concentracion de glucosa (g/L) Concentracién de xilosa (g/L)
incubacion (/100 g bioextrusado seco) (/100 g bioextrusado seco)
Mondmeros Total Mondmeros Total Mondémeros Total Mondmeros Total
Oh 5,04 7,18 1,09 4,42 15,12 21,54 3,27 13,27
24h 11,37 19,20 3,80 9,73 34,11 56,97 11,4 28,97
48h 23,20 30,38 9,07 15,79 69,61 91,13 17,21 47,37
72h 23,81 34,80 10,14 17,06 71,43 107,31 31,15 51,93
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Como en el caso de los ensayos realizados en matraz, hay una cierta cantidad de
azucares solubilizados durante la bioextrusién que se encuentran inicialmente a
tiempo Oh en la incubacion posterior. En el caso de la incubacién en RACS al 30% p/v
de carga de sdlidos, los azucares medidos a tiempo Oh en la incubacion de los
bioextrusados corresponden a rendimientos de produccion de 7 g glucosa total/100 g
bioextrusado seco (de los cuales, aproximadamente 30% se encontraron en forma
oligomérica) y 4 g xilosa/100 g bioextrusado seco (75% en forma de xilooligémeros)
(Tabla 3.3). Esta produccion de azucares (11 g/100 g bioextrusado seco) es similar a la
encontrada en los ensayos en matraz, si bien en este experimento se solubilizé una
mayor proporcién de glucosa frente a xilosa.

La produccién total de glucosa a las 72h de incubacion alcanzé 34,8 g/100 g
bioextrusado seco, de los cuales aproximadamente 32% fueron oligdmeros de glucosa
(Tabla 3.3). Este es un resultado muy positivo, ya que se mantuvo la produccién
maxima de glucosa total al aumentar la carga de sélidos desde el 20% hasta el 30% p/v,
lo que implica que se alcanza una mayor concentracidn de glucosa total en el medio,
107 g/L (mondmeros y oligdmeros). En cuanto a la xilosa, la produccién maxima a las
72h, contando con mondmeros y oligdmeros, fue 17 g/100 g bioextrusado seco,
correspondiendo en torno a un 40% a la fraccion oligomérica (Tabla 3.3). Al igual que
ocurrié en el caso de la glucosa, la produccién maxima de xilosa es similar a la
alcanzada en los ensayos en matraz al 20% p/v de carga de sélidos (Figura 3.6) y por lo
tanto, la concentracion alcanzada es mayor, siendo en este caso 52 g/L de xilosa total.
Estos datos de produccion de glucosa y xilosa totales equivalen a rendimientos de 73%
de la glucosa potencial y 72% de la xilosa potencial. Estos buenos resultados pueden
estar relacionados con la mezcla mejorada que proporciona el RACS respecto de los
matraces y agitadores orbitales.

La concentracién de oligdmeros, tanto de glucosa como de xilosa, y su
proporcién respecto al total de azucares varia a medida que transcurre el tiempo de
incubacion. Asi, al inicio de la incubacién se encontraron 6 g/L de oligémeros de
glucosa y 10 g/L de oligdmeros de xilosa, siendo estas cantidades respectivamente un
43 y un 75% de la glucosa y la xilosa totales en el medio. A lo largo de las siguientes
48h de incubacion la proporcion de oligdmeros varid, siendo la fraccion total de estos
un 34% de la glucosa y xilosa totales producidas al cabo de las 72h de incubacién.

Como resultado de los experimentos de produccion de azlcares en el
bioextrusado, tanto en matraz como en RACS, se concluye que se forma una cantidad
significativa de oligdmeros de glucosa y xilosa durante la HE, que no pueden ser
hidrolizados por el complejo enzimatico utilizado. El efecto de estos oligdmeros en la
inhibicién de la actividad celulasa y, como resultado, en la produccién de glucosa, se ha
descrito en la bibliografia. De acuerdo con Qing et al. (2010), los xilooligdmeros tienen
un efecto inhibidor sobre las enzimas celulasas, lo que podria estar afectando el

Duque Garcia, Aleta 171



Pretratamiento de extrusion reactiva para la produccion de bioetanol a partir de paja de cebada

rendimiento de produccién de glucosa en forma monomérica. De hecho, se acumula
una mayor proporcion de oligdmeros en el bioextrusado que en el extrusado alcalino,
a la vez que disminuye el rendimiento en azlcares monoméricos. Estas evidencias
motivaron el estudio que se describe a continuacién, en el que se plantearon ensayos
en los que se suplementd el bioextrusado con enzimas cuyas actividades principales
son B-glucosidasa y B-xilosidasa, con el objetivo de llegar a hidrolizar estos azucares en
forma oligomérica. Qing y Wyman (2011) afirman que la suplementaciéon con una
xilanasa o PB-xilosidasa externas podria reducir esta inhibicién y aumentar la
digestibilidad de los sustratos.

3.2.3. Ensayos de produccion de azucares en bioextrusado con suplementacién

de enzimas

Los resultados de los ensayos de adicidon de B-glucosidasa se muestran en las
figuras 3.8 y 3.9, y los de los ensayos con B-xilosidasa, llevados a cabo a dos
temperaturas de incubacion diferentes, corresponden a las figuras 3.10, 3.11, 3.12 y
3.13.

3.2.3.1. Adicion de B6-glucosidasa

La suplementacién del bioextrusado con actividad B-glucosidasa se llevd a cabo
mediante la adicién de la enzima Novozyme-188. Segun describen Dien et al. (2008), la
actividad principal de esta preparaciéon enzimatica comercial es la B-glucosidasa (665
U/mL), pero también contiene una cierta actividad xilanasa y B-xilosidasa, entre otras.
Esta mezcla de actividades se refleja en los resultados obtenidos de los ensayos
realizados al 10% (p/v) de sdlidos (Figuras 3.8 y 3.9).
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Figura 3.8- Rendimiento de produccion de glucosa (en g/100g bioextrusado seco) del
bioextrusado B1 sin y con suplementacion de Novozyme-188, a 0, 6, 24 y 48h de
incubacion al 10% (p/v) de carga de sdélidos. Columnas uniformes — glucosa
monomérica. Columnas rayadas — glucosa oligomérica.

20

18 T A —

16

14

12

10 .
# Oligdmeros

= Mondémeros

(g/100g bioextrusado seco)

Y

Rdto. de produccidon de xilosa

6h 24h  48h Oh 6h 24h  48h
Control bioextrusado Bioextrusado + Novo-188

o
>

Figura 3.9- Rendimiento de produccién de xilosa (en g/100g bioextrusado seco) del
bioextrusado B1 sin y con suplementacidon de Novozyme-188, a 0, 6, 24 y 48h de
incubacion al 10% (p/v) de carga de sdlidos. Columnas uniformes — xilosa
monomérica. Columnas rayadas — xilosa oligomérica.
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Los resultados del rendimiento de produccion de glucosa (Figura 3.8) muestran
gue la adicidn del enzima Novozyme-188 da como resultado la hidrdlisis de todos los
oligdbmeros de glucosa a las 24 y 48h de incubacidn, si bien en este experimento no se
encontrd una proporciéon de oligdmeros tan elevada como en las discutidas en el punto
3.2.1. Asi, la produccidn de glucosa monomérica en el bioextrusado suplementado fue
32,7 g glucosa/100 g bioextrusado seco (equivalente a un rendimiento de 68,5% del
tedrico) frente a 30 g/100g bioextrusado seco, en el bioextrusado control (63% del
tedrico).

El efecto positivo de la suplementacién con B-glucosidasa en la hidrodlisis de
oligdmeros de glucosa ha sido estudiada por Pallapolu et al. (2011) en pasto varilla
pretratado mediante diferentes técnicas. Los autores describen diferentes efectos en
funcién del pretratamiento y la carga de enzima empleadas pero, en general, en los
tratamientos alcalinos se demuestra un incremento de la digestibilidad enzimatica a lo
largo del proceso de hidrdlisis, si bien en algunos de ellos sélo ocurre en las etapas
iniciales de la HE. La reduccién de la proporcion de oligdmeros de glucosa es
significativa, aunque en algunos pretratamientos (CaO e impregnacién con amoniaco
en forma acuosa) no se consigue la hidrdlisis total de los mismos.

Por otra parte, el rendimiento de produccion de xilosa también se ve
incrementado significativamente en el bioextrusado suplementado con Novozyme-188
frente al control (17,4 vs. 14,6 g xilosa/100g bioextrusado seco y 1 vs. 2 g oligdmeros
de xilosa/100 g bioextrusado seco) a las 48h. Este aumento de la produccién de xilosa
se debe a la actividad xilanasa y B-xilosidasa contenida en la preparacion Novozyme-
188, como se comentd anteriormente. Este mismo efecto de la suplementacién con B-
glucosidasa en el incremento de la produccion de xilano ha sido descrito por Pallapolu
et al. (2011) en materiales pretratados con agentes alcalinos, en los que se retiene una
cantidad significativa de xilano en las fibras pretratadas.

Los resultados del presente trabajo muestran un efecto positivo de la adicion de
la enzima Novozyme-188 en la hidrdlisis de los oligdmeros de glucosa producidos
durante la incubacidon del bioextrusado, que se traduce en un incremento de la
produccién de glucosa monomérica. Al mismo tiempo, debido a la actividad B-
xilosidasa de esta preparacién, se produce un efecto significativo en la produccién de
xilosa monomeérica, si bien no se consigue la hidrélisis total de los oligémeros de xilosa.
Estos resultados son prometedores desde el punto de vista de la preparaciéon de
mezclas enzimaticas “tailor-made” para el bioextrusado, pero sélo pueden
considerarse una aproximacion inicial que requiere de un estudio detallado en cuanto
a la dosis de enzima, adicidon de otras actividades, etc.
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3.2.3.2. Adicidn de B-xilosidasa

Como se vio en los apartados 3.2.1y 3.2.2, tiene lugar una cierta acumulacion de
xilooligédmeros durante la incubacidn del bioextrusado. En la bibliografia se ha descrito
gue estos xilooligdmeros pueden tener un efecto inhibidor sobre el complejo
celulolitico, por lo que es conveniente minimizar su presencia. En los siguientes
ensayos se probd el uso de una enzima especifica para hidrolizar estos azlcares en
forma oligomérica. La enzima escogida (E-BXSBR de Megazyme) tiene una temperatura
Optima de incubacidén de 40°C, por lo que el primer ensayo se realizd a esta
temperatura (Figuras 3.10 y 3.11).
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Figura 3.10- Rendimiento de produccion de xilosa (en g/100g bioextrusado seco) del
bioextrusado B1 sin y con suplementacion de B-xilosidasa, a 0, 6, 24 y 48h de
incubacion al 10% (p/v) de carga de sélidos y 402C. Columnas uniformes — xilosa
monomérica. Columnas rayadas — xilosa oligomérica.

Duque Garcia, Aleta 175



Pretratamiento de extrusion reactiva para la produccion de bioetanol a partir de paja de cebada

35

30 % :
3 - Z
R
oy v
33

c 20

S 3
8 £ g # Oligé
é § 15 % Oligédmeros
25 B Monémeros
o & 10
v ©
23 %
o~
52 5|
[

0 1 T T T T

Oh 6h  24h 48h  Oh 6h  24h  48h
Control bioextrusado Bioextrusado + f-xilosidasa

Figura 3.11- Rendimiento de produccion de glucosa (en g/100g bioextrusado seco) del
bioextrusado B1 sin y con suplementacion de B-xilosidasa, a 0, 6, 24 y 48h de
incubacion al 10% (p/v) de carga de sdlidos y 40°C. Columnas uniformes —
glucosa monomérica. Columnas rayadas — glucosa oligomérica.

En los resultados de rendimiento de produccién de xilosa mostrados en la figura
3.10 se puede ver cémo la adiciéon de B-xilosidasa consigue reducir la cantidad de
xilooligédmeros respecto del ensayo control a 402C. Asi, a las 48h de incubacién la
cantidad producida de oligdmeros en el medio tras la adicidon de B-xilosidasa fue 0,5
g/100 g bioextrusado seco, mientras que en el control la produccion de oligémeros
ascendid a 1,5 g/100 g bioextrusado seco. Esta pequefia proporcion de oligdmeros
recalcitrantes que la B-xilosidasa no consiguié hidrolizar, probablemente porque serian
necesarias otras actividades enzimaticas accesorias para llegar a hidrolizarlos
completamente. No obstante, la reduccidon conseguida con este ensayo es significativa
y la proporcién de oligdmeros restante muy pequena.

A pesar del efecto positivo de la adicidon de B-xilosidasa en la hidrélisis de los
oligdmeros de xilosa, no se encontrd ningun efecto en el rendimiento de produccién
de glucosa a las 48h (Figura 3.11). Los valores de rendimiento de produccién de
glucosa alcanzados fueron similares en el control y el ensayo con B-xilosidasa y
alcanzaron valores que apenas sobrepasaron los 30 g/100 g bioextrusado seco. El
motivo de que no se observe esta mejora esperada en la hidrdlisis del glucano puede
deberse a que la temperatura de incubacién utilizada no es la 6ptima para las enzimas
contenidas en el bioextrusado, por lo que se repitié el mismo ensayo de adicién de B-
xilosidasa a una temperatura de 502C. Los resultados se muestran en las figuras a
continuacion (Figuras 3.12 y 3.13).
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Figura 3.12- Rendimiento de produccion de xilosa (en g/100g bioextrusado seco) del
bioextrusado B1 sin y con suplementacion de B-xilosidasa, a 0, 6, 24 y 48h de
incubacion al 10% (p/v) de carga de sélidos y 502C. Columnas uniformes — xilosa
monomérica. Columnas rayadas — xilosa oligomérica.
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Figura 3.13- Rendimiento de produccidon de glucosa (en g/100g bioextrusado seco) del
bioextrusado B1 sin y con suplementacion de B-xilosidasa, a 0, 6, 24 y 48h de
incubacion al 10% (p/v) de carga de sdlidos y 509C. Columnas uniformes —
glucosa monomérica. Columnas rayadas — glucosa oligomérica.

La incubacidn a 502C, lejos de la temperatura éptima de incubacién de la enzima
E-BXSBR, parece que afectd al funcionamiento de ésta (Figuras 3.12 y 3.13). Asi, a
pesar de que los rendimientos conjuntos de monémeros y oligdmeros de xilosa son
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similares a los obtenidos cuando se realizé la incubacion a 40°C, la cantidad de
oligdmeros hidrolizada respecto al control es muy pequefia, quedando aun 2,4 g/100 g
bioextrusado seco en el bioextrusado suplementado a las 48h de incubacién.

Respecto a su efecto en la produccién de glucosa, la suplementacidon de B-
xilosidasa a 502C no dio como resultado un incremento de la glucosa monomérica
respecto a la incubaciéon a 40°C, apoyando la teoria de la baja efectividad de la
utilizacién de la B-xilosidasa a 502C.

En conclusion, la adicion de la enzima E-BXSBR no es util para mejorar la
hidrélisis de los oligdmeros presentes en la incubacion del bioextrusado a 509C, ya que
su temperatura de funcionamiento 6ptimo no es compatible con la del coctel
enzimatico empleado en el bioextrusado. Una alternativa que queda por explorar seria
seleccionar una enzima con actividad B-xilosidasa con una temperatura dptima mas
cercana a 502C. Como en el caso del punto anterior, este ensayo abre la posibilidad de
un estudio detallado de la preparacién de cocteles especialmente adecuados para este
tipo de sustrato, teniendo en cuenta la presencia de una cantidad significativa de
xilano retenida en el sustrato sélido, asi como una produccién favorecida de
oligdbmeros de xilosa.

3. 3. Produccion de etanol en bioextrusado

El potencial para la produccidon de bioetanol del bioextrusado se ensayd en
experimentos de LSFS en el bioextrusado B2, en primer lugar, con el sustrato diluido al
20% (p/v). Como se menciond en el punto 2.1, este bioextrusado se produjo a partir
del extrusado alcalino neutralizado filtrado generado en la planta piloto de extrusion,
que se transportd a los laboratorios del Ciemat y se extrusé con 40 mg proteina (16
FPU)/g sustrato en el extrusor EV25. Este bioextrusado tenia un contenido en sélidos a
la salida de 27% (p/p).

En esta configuracion de LSFS la etapa de licuefaccidon se llevd a cabo en el
reactor de altas cargas de sdlido descrito en el apartado 2.3.2 y, después de 24h, se
traspasé el sustrato a un reactor de tanque agitado de volumen 1 L para su inoculacién
y posterior incubacién durante 72h adicionales a 359C. Los resultados de
concentracion de etanol a lo largo del proceso de LSFS, asi como el consumo de
azucares, se muestran en la figura (Figura 3.14).
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Figura 3.14- Concentraciones de glucosa, xilosa y etanol (en g/L) a lo largo del ensayo de LSFS
en bioextrusado B2 diluido al 20% (p/v) de sdlidos.

En la grafica (Figura 3.14) se observa una cinética tipica de las SFS con etapa
previa de licuefaccién. Durante las primeras 24h se produjo un fuerte incremento de la
concentraciéon de glucosa y xilosa hasta 48 y 20,6 g/L, respectivamente. A partir del
momento de la inoculacién, a las 24h, se comenzd a consumir glucosa, completandose
la fermentacidon a las 72h desde el inicio del experimento y obteniéndose una
concentracién final de etanol de 28,6 g/L. Esta concentracion es algo mayor que la
resultante de la LSFS del extrusado alcalino neutralizado (Capitulo Il — apartado 3.2.2),
que fue 25 g/L.

Por otra parte, S. cerevisiae Ethanol Red es exclusivamente un fermentador de
hexosas, por lo que toda la xilosa producida, que no puede ser metabolizada por esta
levadura, queda al final del proceso con una concentracién final en el medio de
fermentacion de 23,7 g/L. Esta xilosa podria ser fermentada conjuntamente con la
glucosa si se emplease una estrategia de co-fermentacion, aumentando asi el
rendimiento final de etanol del proceso. De esta manera, ademas, se conseguiria
aprovechar totalmente el potencial del pretratamiento de extrusidon
alcalina/bioextrusion, que cuenta con la ventaja de producir materiales con
practicamente todo el xilano que tenia la materia prima inicialmente.

Las concentraciones mostradas en la figura 3.14 corresponden a los valores de
glucosa y xilosa en forma monomeérica; sin embargo, al analizar las concentraciones de
azucares totales a las 96h de la fermentacidn, se comprobé que, a pesar de consumirse
practicamente toda la glucosa monomérica, quedaron 5,3 g/L de glucosa en forma
oligomérica que no fueron hidrolizados y, por lo tanto, no pudieron ser metabolizados
por la levadura. Esta concentracidon equivale a una produccion de 2,6 g/100 g
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bioextrusado seco, que corresponde a un 7% de la glucosa potencial. En el caso de la
xilosa, en el que a las 72h se encontraron mondmeros y oligdmeros, se cuantificaron
7,2 g/L de xilosa en forma oligomérica, que corresponden a un 23% de la xilosa total.
Por lo tanto, en el bioextrusado B2 también se produjo una cierta acumulacion de
oligdmeros de glucosa y xilosa, que se mantienen a lo largo de la fermentacion.

En la tabla 3.4 se presentan los valores del rendimiento de producciéon de
azucares durante la bioextrusion (t = Oh), el rendimiento de produccién de azlcares
durante la etapa de licuefaccion (t = 24h) y el rendimiento de LSFS, tal y como se
describe en la metodologia (apartado 2.4, Ec. 2).

Tabla 3.4- Rendimientos de produccién de azlcares monoméricos y oligoméricos durante la
bioextrusidon y durante la etapa de licuefacciéon (en g glucosa o xilosa/100g
bioextrusado seco) y rendimiento de LSFS (en % del etanol tedrico), del
bioextrusado B2 diluido al 20% (p/v) de sdlidos.

Rendimiento de produccidn Rendimiento de produccion de .
) , Rendimiento
de azucares durante la azucares durante la etapa de
. ., . L, de LSFS
bioextrusion licuefaccion
g glucosa/100g | gxilosa/100g | g glucosa/100g g xilosa/100g
> . > . % etanol
bioextrusado bioextrusado bioextrusado bioextrusado tedrico
seco seco seco seco
Mondmeros 12,1 6,6 24,0 10,3
75,2
Oligémeros 3,1 2,9 2,9 3,2

La presencia de azucares a tiempo = Oh demuestra de nuevo que la hidrélisis
enzimatica ha comenzado durante la bioextrusion. Asi, el rendimiento de produccién
de glucosa total (mondmeros mds oligémeros) durante la bioextrusion alcanzé 15,2
g/100 g bioextrusado seco, siendo un 20% oligdmeros de glucosa. En el caso de la
xilosa, se llegd a 9,5 g/100 g bioextrusado seco en forma monomérica y oligomérica,
de los cuales 30% correspondieron a xilooligdmeros. Esta proporcion es menor que la
encontrada en el bioextrusado B1 debido a la mayor carga de enzima empleada.

Por otro lado, los rendimientos de produccion de azucares durante la etapa de
licuefaccién, calculados a partir de las concentraciones medidas tras 24h de
incubacion, son algo menores que en el bioextrusado B1 incubado al 20% (p/v) de
solidos; 26,9 g glucosa total y 13,5 g xilosa total/100 g bioextrusado seco en el B2,
frente a 33 g glucosa total y 18 g xilosa total/100 g bioextrusado seco en el B1. Sin
embargo, la proporcion de oligdmeros encontrada a las 24h dentro de estos azucares
totales fue mucho menor en el caso del bioextrusado B2, siendo éstos un 11% y 24%
de la glucosa vy la xilosa totales, respectivamente. Mientras, en el B1, la proporcién de
oligdbmeros de glucosa a las 24h fue 48% vy la proporcidn de oligdmeros de xilosa fue
53%. Estas diferentes proporciones indican que la hidrélisis de los oligdmeros esta
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funcionando mejor en el bioextrusado B2, lo que puede estar relacionado con la carga
enzimatica mas alta.

En cuanto al rendimiento de LSFS, se alcanzé un 75,2% del etanol tedrico,
mejorando el rendimiento de LSFS del extrusado alcalino neutralizado (Capitulo Il —
apartado 3.2). Hay que tener en cuenta que el cdlculo del etanol potencial se ve
influenciado por la composiciéon en glucano de los materiales pretratados, y ésta es
menor en el bioextrusado B2, ya que se produjo con el lote 2 de paja de cebada, cuyo
contenido inicial en glucano fue 33,9% frente a 39,1% en el lote 1. La mayor
concentracion de etanol en el medio de LSFS y el contenido en glucosa potencial
menor, dan como resultado un mayor rendimiento respecto del extrusado alcalino
neutralizado.

3.3.1. Produccion de etanol en el bioextrusado sin diluir

A continuacion se llevd a cabo un experimento incubando el bioextrusado B2 sin
diluir, lo que supone una carga de sélidos del 37% (p/v), para probar su potencial de
produccién de etanol tal y como se produce en el extrusor. Al igual que en el caso
anterior se muestra el seguimiento de las concentraciones de glucosa, xilosa y etanol
durante la LSFS (Figura 3.15), y los rendimientos de produccién de azucares a las 0y
24h y el rendimiento de LSFS (Tabla 3.5).
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Figura 3.15- Concentraciones de glucosa, xilosa y etanol (en g/L) a lo largo del ensayo de LSFS
en bioextrusado B2 sin diluir.
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En estas condiciones de incubacién, las concentraciones de glucosa y xilosa
monoméricas a las 24h alcanzaron 67,7 y 30,5 g/L, respectivamente. La fermentacion
se retraso 24h en comparacion con el ensayo anterior al 20% (p/v) de sdlidos, llegando
a un tiempo total de incubacion de 96h. La concentracidn final de etanol fue 34,3 g/L,
que seria equivalente a una concentracién volumétrica de etanol en el medio de 4,3%
(v/v). Al final de la incubacién se encontraron 31,1 g/L de xilosa, que, si fuese
fermentada, equivaldria a un incremento de 15,9 g/L en la concentracion final de
etanol.

Al igual que en el caso anterior, se detectd en el medio de fermentacién al final
de la incubacion una cierta cantidad de oligdmeros de glucosa no hidrolizados (8,8
g/L), que equivaldrian al 6% de la glucosa potencial y a una produccion de 2,3 g/100 g
bioextrusado seco. También se encontraron oligdmeros de xilosa a las 96h (16,7 g/L),
constituyendo un 35% de la xilosa total. Estas proporciones de oligdmeros acumuladas
al final de la fermentacién son mayores que las de la incubacién del bioextrusado al
20% p/v de carga de sdlidos, lo que puede estar afectando a la produccidn de azlcares
monoméricos. Los datos de rendimientos de produccion de azlcares se presentan en
la tabla 3.5 a continuacion.

Tabla 3.5. Rendimientos de produccién de azlUcares monoméricos y oligoméricos durante la
bioextrusion y durante la etapa de licuefaccién (en g glucosa/xilosa/100g
bioextrusado seco) y rendimiento de LSFS (en % del etanol tedrico), del
bioextrusado B2 sin diluir.

Rendimiento de produccion Rendimiento de produccion de .
) . Rendimiento
de azlcares durante la azucares durante la etapa de
. ., . ., de LSFS
bioextrusion licuefaccion
g glucosa/100g | gxilosa/100g | g glucosa/100g g xilosa/100g
. . . . % etanol
bioextrusado bioextrusado bioextrusado bioextrusado tedrico
seco seco seco seco
Mondmeros 7,2 4,7 18,3 8,2
48,8
Oligémeros 1,5 2,7 1,7 2,8
En comparacion con el ensayo de produccion de etanol anterior, la

determinaciéon de azlcares a t = Oh da como resultado un valor mas bajo del
rendimiento de produccién de azlcares durante la bioextrusién, alcanzando un 8,7 g
glucosa total/100 g bioextrusado seco y 7,4 g xilosa total/100 g bioextrusado seco,
frente a 15,2 g glucosa total y 9,5 g xilosa total/100 g bioextrusado seco en el ensayo al
20% (p/v) de sdlidos. Este hecho podria deberse a diferencias en la eficacia de
extraccién de azlcares que se lleva a cabo para la cuantificacidon de los mismos a t =
Oh, debido a la mayor concentracion de sélidos en el sustrato sin diluir. Los
rendimientos de produccion de azucares durante la etapa de licuefaccion (t = 24h), son
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igualmente menores que los del ensayo a menor carga de sélidos, llegando a 20 g
glucosa total y 11 g xilosa total/100 g bioextrusado seco. Lo que confirma el hecho de
que la hidrdlisis esta dificultada al aumentar la carga de sdlidos hasta el 37% p/v.

En cuanto al rendimiento de LSFS (48,8% del tedrico), fue mucho menor que en
el caso anterior, por lo que se concluye que es conveniente diluir hasta un cierto punto
el bioextrusado para evitar los efectos negativos derivados del aumento de la carga de
sélidos en el medio.

Los resultados de los ensayos de LSFS en el bioextrusado B2 muestran que este
es un sustrato adecuado para su utilizacién en un proceso de producciéon de etanol
mediante hidrdlisis enzimatica y fermentacidn, debido a la ventaja proporcionada por
el elevado grado de integracién alcanzado en la etapa de su produccién y a los
rendimientos alcanzados en las etapas de hidrdlisis y fermentacién. No obstante, los
resultados también ponen de manifiesto que todavia hay posibilidades de mejora en
el rendimiento global del proceso.

Por una parte, hay que considerar que la etapa de pretratamiento se ha realizado
en unas condiciones muy moderadas en cuanto a dosis de catalizador y temperatura, y
gue un incremento de estas variables redundaria sin duda en una mayor digestibilidad
enzimatica del bioextrusado. Por otra parte, se puede actuar en la etapa de hidrdlisis
enzimatica mediante el disefio de cécteles enzimaticos especificos para la hidrélisis en
este sustrato bioextrusado, cuyas caracteristicas se han mostrado bien diferentes a las
de sustratos pretratados mediante otros tratamientos como, por ejemplo, los
hidrotérmicos. La presencia de una cantidad significativa de xilano en el bioextrusado y
la potenciacién de la produccidn de oligdmeros conforme se produce la hidrdlisis hace
preciso adaptar los cécteles enzimaticos actuales para proporcionar una mayor
efectividad en la produccién de azlcares fermentables. Finalmente, si bien el
bioextrusado es un material que puede ser producido con una relativamente alta carga
de sdlidos totales de hasta 27% p/p, su dilucidn hasta concentraciones de alrededor
del 20% (p/v) de sdlidos proporciona una mejora de los rendimientos de LSFS,
probablemente debido a una disminucidn del efecto negativo de la importante
cantidad de solubles presente en el mismo. La disminuciéon de la concentracion de
etanol que conlleva rebajar la carga de sélidos en el proceso se podria superar
mediante el empleo de estrategias de alimentacién tipo fed-batch, que permitieran
afiadir gradualmente el sustrato e incrementar la concentracion final de etanol.

4. Conclusiones

El estudio de la bioextrusidon llevado a cabo en este capitulo permite concluir que
éste es un pretratamiento altamente integrado para produccién de azlcares
fermentables a partir de la incubacién directa de los sustratos pretratados. Estos
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materiales, denominados bioextrusados, tienen unas caracteristicas propias vy
distintivas respecto de los extrusados alcalinos lavados o neutralizados, tanto a nivel
fisico como quimico.

A nivel fisico, los bioextrusados se caracterizan por un color mas oscuro, una
elevada viscosidad y una distribucién de tamafno de particulas donde predominan los
tamafios mas pequefios (< 1mm). En cuanto a su composicién, los bioextrusados
cuentan con una fraccién soluble (35% ps) incrementada respecto a los extrusados
alcalinos neutralizados (FS = 1% ps). Casi la mitad de la FS en el bioextrusado, un 17%
ps, son azucares, siendo el contenido en glucosa un 8,7% del peso seco total del
bioextrusado y la xilosa un 6,8%.

Durante los ensayos de produccidn de azlcares a partir del bioextrusado se
observa que la produccién de oligdmeros estd favorecida en estos sustratos,
independientemente de la carga de sélidos empleada en la incubacién. Considerando
la produccion de oligémeros, los rendimientos de produccién total de glucosa y xilosa
son similares o mejores que en el extrusado alcalino neutralizado, de hasta 38 g
glucosa total y 18 g xilosa total/100 g bioextrusado seco. Ademas, estos rendimientos
no se ven afectados por el incremento de la carga de sélidos hasta el 20% p/v. La
incubacion del bioextrusado al 30% p/v en un reactor especialmente disefiado para
trabajar a altas cargas de sélido (RACS), dio como resultado un rendimiento de
produccién de azucares ligeramente menor (35 g glucosa total y 17 g xilosa total/100 g
bioextrusado seco), pero se alcanzaron concentraciones de hasta 160 g/L de glucosa y
xilosa en forma monomérica y oligomérica.

Se realizaron ensayos de suplementacion de enzimas con actividad B-glucosidasa
y B-xilosidasa para estudiar si los oligdmeros mencionados anteriormente podrian ser
hidrolizados de forma que aumentase el rendimiento de producciéon en azucares
monoméricos. Los resultados de estos ensayos mostraron el potencial de estas
enzimas accesorias para mejorar la hidrdlisis de los oligdmeros de glucosa y xilosa en el
bioextrusado, abriendo una posible linea futura de investigacién en cuanto al disefio
de un cdctel enzimatico especifico para este material.

Se probd la capacidad de produccion de etanol de los sustratos bioextrusados en
ensayos de LSFS a una carga de sdlidos del 20% p/v y a la del bioextrusado sin diluir,
37% p/v, y se comprobd que el aumento de la carga de sélidos hasta el 37% (p/v)
produjo peores rendimientos de hidrdlisis y, por lo tanto, un menor rendimiento de
LSFS. Al 20% p/v de sélidos se alcanzd una concentracién cercana a 30 g/L de etanol en
el medio, siendo el rendimiento de LSFS 75% del tedrico. A partir de estos resultados
se concluyé que una cierta dilucién del bioextrusado hasta el 20% p/v de carga de
sélidos es necesaria para favorecer el rendimiento de produccion de etanol.
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Capitulo IV: Balances de materia y energia

1. Introduccion

Los balances masicos (BM) y energéticos (BE) se basan en los principios de
conservaciéon de masa y energia. Son una parte fundamental en el disefio de un
proceso, ya que sirven para calcular la cantidad de producto que se puede llegar a
obtener y cuanta energia se consume y/o produce para llegar a él, es decir, informan
sobre la viabilidad técnica y energética del proceso. Estos balances, ademads, definen
todos los flujos de entrada, salida e inter-etapas del proceso, por lo que son la base del
disefo de equipos y servicios auxiliares. Cuando se trata de un proceso sencillo, los
BM y BE pueden calcularse manualmente, pero cuando se trata de un proceso con
numerosas corrientes y operaciones mas complejas, existen herramientas que facilitan
su calculo.

La simulacion de procesos es una herramienta que, partiendo de los datos
experimentales de un proceso, permite realizar una evaluacién técnica y econdmica
del mismo. Se puede aplicar en el inicio de un proyecto industrial con el fin de evaluar
su factibilidad, durante el desarrollo del proyecto, para optimizar el proceso y disefiar
los equipos, o en plantas industriales ya operativas, con el objetivo de introducir
mejoras en el proceso (Martinez et al., 2000).

Los programas de simulacion se pueden usar para llevar a cabo balances
rigurosos de materia y energia, que incluyen modelos detallados de los equipos, y
también para determinar todos los flujos masicos y energéticos y todas las
composiciones de las corrientes del proceso. Ademads, se pueden usar para comparar
diferentes configuraciones de proceso y escenarios y realizar andlisis de sensibilidad
del sistema con diferentes parametros (Galbe et al., 2007). Hay que tener en cuenta
que la calidad de la simulacién depende de lo adecuados que sean de los modelos que
describen las diferentes etapas del proceso (Cardona y Sanchez, 2007), y estos
modelos pueden estar basados en datos experimentales o ecuaciones tedricas.

Segun Galbe et al. (2007), las etapas de construccién de un modelo de proceso
con un programa de simulacidn son:

1. Construccién del diagrama de proceso: se plantean todas las corrientes de

entrada al proceso, las unidades de operacién y las corrientes entre ellas. El
diagrama también debe incluir todas las corrientes de salida, que serdn
calculadas por el programa.

2. Definicion de los componentes quimicos: es preciso definir todos los

compuestos quimicos que intervienen en el proceso y sus propiedades fisicas y
termodindmicas (a menudo incluidas en las bases de datos del propio programa
informatico).
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3. Condiciones de operacion: se deben definir las condiciones de operacion para

cada unidad de proceso (temperatura, presidén, consumos energéticos, etc.) y
para todas las corrientes de entrada al sistema.

Existen algunas publicaciones en las que se describe la simulacién de un proceso
de produccién de bioetanol lignoceluldsico con diferentes pretratamientos, siendo el
mas comun un pretratamiento de tipo acido o hidro-térmico, cuyo modelo ha sido bien
establecido (Wooley et al., 1999; McAloon et al., 2000; Humbird et al., 2011; Quintero
y Cardona, 2011; Sanchez y Cardona, 2012; Quintero et al., 2013). Sin embargo, existen
escasas referencias en la literatura sobre simulaciones de proceso de produccidn de
etanol lignocelulésico utilizando pretratamientos mecanicos.

En este trabajo, se calculan los balances de materia y de energia del proceso de
produccién de bioetanol mediante bioextrusion a partir de paja de cebada, seguida por
una LSFS y teniendo en cuenta la etapa posterior de recuperacién de bioetanol. El
proceso ha sido simplificado y no contempla integracién energética ni calculo de los
servicios auxiliares. Para la realizacion de los cdlculos, se ha contado con la ayuda del
programa de simulacion de procesos, Aspen Plus® (Aspen Technology Inc., EEUU)
disponible a través de la Universidad de Valladolid.

2. Materiales y métodos
2. 1. Software de simulacion

El programa Aspen Plus (Aspen Technology Inc.,, EEUU) es una de las
herramientas de simulacion mas ampliamente utilizadas en la industria quimica.
También ha sido el programa mas usado en los ultimos 10 afos para llevar a cabo
evaluaciones tecno-econdémicas del proceso de produccidn de bioetanol a partir de
materiales lignoceluldsicos (Galbe et al., 2007). Algunos de los trabajos publicados
usando este software son: Wooley et al. (1999), Mc Aloon et al. (2000), Aden et al.
(2002), Humbird et al. (2011), Quintero y Cardona (2011), Sanchez y Cardona (2012),
Moncada et al. (2013), o Quintero et al. (2013). El programa consta de una libreria pre-
configurada de unidades de operacidn que se van conectando entre si y una extensa
base datos de propiedades fisicas de un gran nimero de componentes puros. Aspen
Plus usa algoritmos de convergencia para solucionar los balances de masa y energia y
resolver las ecuaciones de equilibrio, mediante una aproximacién secuencial-modular,
en la que los diferentes bloques operativos se computan secuencialmente. Una de las
ventajas del uso del programa Aspen Plus para la simulacion del proceso de
produccién de bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica es que se puede definir
una corriente sélida separada, la cual no interactua con la fase liquida y nunca pasa a la
fase vapor, por lo que no es necesario estimar las propiedades en fase vapor de los
componentes definidos como sdlidos (Galbe et al., 2007).
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Para la simulacion de los equipos se usaron los modulos pre-disefiados de Aspen
Plus para el cdlculo de reactores, intercambiadores de calor, separadores, etc. Las
columnas de destilacion se simularon de forma rigurosa mediante el médulo RadFrac,
que se basa en el método de equilibrio interno y externo y que utiliza ecuaciones
MESH (Mass, Equilibrium, Summation and Heat) para resolver los balances.

A pesar de la amplia base de datos de propiedades fisicas que incluye el
programa, en ella faltan los datos de algunos compuestos imprescindibles en el
proceso de produccién de etanol lignoceluldsico, como por ejemplo la celulosa, la
hemicelulosa y la lignina. Por ello, el National Renewable Energy Laboratory (NREL,
Colorado, EEUU) desarrollé en 1996 una base de datos con las propiedades fisicas de
los componentes mas significativos de este proceso a partir de estimaciones, datos
publicados en la literatura y determinaciones experimentales en laboratorio (Wooley y
Putsche, 1996). En este trabajo se han usado ambas fuentes (las bases de datos
incluidas en Aspen Plus y la publicada por el NREL) para definir las propiedades fisicas
de todos los compuestos implicados en la produccién de bioetanol a partir de biomasa
lignoceluldsica.

Para la simulacion del pretratamiento se utilizaron los parametros y resultados
del proceso de extrusidon obtenidos en la planta piloto de extrusion Agromat (Tarbes,
Francia) (Capitulo IlI), combinados con los datos proporcionados por los ensayos de
bioextrusidon llevados a cabo en el Ciemat con el extrusado alcalino neutralizado
producido en dicha planta piloto (bioextrusado B2, Capitulo Ill). Los datos de entrada
correspondientes a la etapa de licuefaccion y fermentacién se tomaron de los ensayos
de LSFS realizados al 20% (p/v) de carga de sdlidos descritos en el apartado 3.3 del
Capitulo lll. En una etapa mas avanzada del estudio se plantearon diferentes
alternativas al caso base, una de las cuales es la utilizacion del bioextrusado sin diluir,
para cuya simulacidn se recurridé a los datos experimentales de los ensayos de LSFS
realizados al 37% (p/v) de carga de sélidos presentados en el apartado 3.3.1 del
Capitulo lll. Por dultimo, los datos iniciales para la simulacién de la parte de
recuperacién y separacidon de etanol se obtuvieron del estudio tecno-econdémico de la
produccién de etanol a partir de bagazo de maiz llevado a cabo por Humbird et al. para
el NREL (Humbird et al., 2011) y del ejemplo publicado por la compafiia ProSim para el
disefio de una planta de produccién de bioetanol a partir de bagazo de maiz, usando el
programa ProSimPlus (ProSim, 2009).

2. 2. Descripcion del proceso: caso base

El proceso de produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica por la
ruta bioquimica consta de cuatro etapas principales: pretratamiento de la biomasa,
hidrdlisis enzimatica, fermentacion y recuperacidén y separacién de etanol. A estas
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etapas habria que sumar el transporte, almacenamiento y acondicionamiento de la
biomasa previo al pretratamiento, el tratamiento de los efluentes del proceso y los
posibles procesos de co-generacion. Debido a su complejidad y la escasez de datos
disponibles, estas etapas periféricas no se abordaron en la simulacién llevada a cabo
en este trabajo y los datos se calcularon fuera del modelo. De cualquier forma, el
estudio de las etapas principales del proceso (pretratamiento, hidrdlisis, fermentacién
y destilacion) es suficiente para hacer una primera evaluacién técnica del proceso de
produccién de bioetanol mediante bioextrusion de paja de cebada, identificar los
principales cuellos de botella del proceso y comparar entre diferentes alternativas.

Para llevar a cabo esta simulacién, se ha utilizado como biomasa lignoceluldsica
la paja de cebada del lote 2 utilizado en este trabajo (ver Capitulo 1), cuya composicién
es 33,9% de glucano, 22,3% de xilano, 13,6% de lignina acido insoluble y 6% de cenizas,
en porcentaje sobre peso seco. Estos son los componentes que se utilizan para el
calculo de los balances de materia, obvidandose la presencia de otros azucares
minoritarios y compuestos solubles de la paja de cebada, cuyo seguimiento a lo largo
del proceso es menos relevante. La paja de cebada fue inicialmente molidaa 5 mm. La
molienda previa al pretratamiento es un proceso con un alto gasto energético, que
depende tanto del tamafio de particula del que se parte, como del tamafio final
deseado. Aunque esta etapa no se toma en consideracién en los calculos efectuados,
hay que tener en cuenta que los datos utilizados en este estudio han sido obtenidos en
un equipo de laboratorio y que, en un extrusor industrial, el paso de los tornillos seria
mayor y permitiria trabajar con moliendas menos intensivas.

En la figura 4.1 a continuacién se muestra un diagrama simplificado en el que se
especifica la configuracion del proceso simulado.

Paja de cebada

\ Alcali AC'dOEnz\mas Agua- Gas

Extrusor
Filtrado

Lavador de gases

ETANOL

Tamices
moleculares

A : Residuo liquido
olumna 1 Columna 2

s Residuo sélido
Precalentador EE—

Separador Residuo liquido

Figura 4.1- Diagrama de flujo simplificado del proceso de produccién de bioetanol a partir de
paja de cebada con pretratamiento por extrusion reactiva.
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Aunque el pretratamiento en los experimentos realizados en el Ciemat se llevd a
cabo en dos pases de extrusién, para realizar la simulacion se asume que se lleva a
cabo en un solo pase en un extrusor de manera analoga a los ensayos llevados a cabo
en la planta Agromat, dividido en cuatro zonas: pretratamiento alcalino,
neutralizacion, filtracién y bioextrusion. El alcali utilizado para el pretratamiento
alcalino es una disolucién de NaOH al 10% (p/v), introducido en una proporcidon masica
respecto de la paja de cebada de 8%. La temperatura en esta zona de reaccion es 682C
y la velocidad del tornillo se fija en 150 rpm. La conversion de glucano a glucosa
durante el pretratamiento alcalino es un 2,4% sobre la cantidad de glucano inicial y la
de xilano a xilosa es un 3,6% del contenido en xilano de la materia prima. Para la
neutralizacion se introduce una disolucion de H3PO4 0,5M, en una proporcién en masa
2,4 veces respecto de la sosa anadida y se supone que reacciona el 99% de NaOH,
produciéndose Nas;PO4. A continuacidon se encuentra la zona de filtracién, donde se
producen 1,4 L de filtrado por cada kg de paja de cebada, volumen que contiene 1,0%
de sélidos insolubles y 3,03% de sdlidos solubles. En la zona de bioextrusién el
catalizador es una solucién enzimatica de Cellic Ctec2 mas Cellic HTec2 (Novozymes
A/S, Dinamarca) en una proporcién relativa 9:1 en contenido en proteinas. El céctel
enzimatico se anade en una cantidad que es equivalente a la adicién de 40 mg
proteina/g sustrato seco y la temperatura en esta zona se ajusta a 502C. Durante la
bioextrusidon se convierte a glucosa monomérica el 26,7% del glucano y un 31,1% del
xilano pasa a xilosa monomérica.

A continuacion, el bioextrusado pasa a un reactor de licuefaccién, donde se
afiade agua para ajustar el contenido en sélidos al 20% y se incuba a 502C, siendo el
tiempo de residencia 24h. Durante esta incubacion se hidroliza a glucosa el 56,5% del
glucano presente en el bioextrusado y la conversion de xilano a xilosa fue un 28,6%.
Este pre-hidrolizado se bombea a un fermentador, donde se inocula con S. cerevisiae
(concentracion del indculo, 1 g/L) y se incuba a 352C durante 72h adicionales. Durante
la etapa de SFS continuda la hidrdlisis del glucano, transformandose un 48,6% del
restante a glucosa, y la hidrélisis del xilano, con una conversion del 12,6%. Asi, las
conversiones finales del proceso son 81,6 y 57,7% del glucano y el xilano,
respectivamente, y la produccion final de etanol es 15,8 kg/100 kg paja de cebada.

El sistema de separacion y recuperacién de etanol consiste en un tren de
destilacién acoplado a unos tamices moleculares. La zona de destilacién comprende
una primera columna de concentracion del etanol hasta aproximadamente un 41% y
una segunda columna de rectificacion donde se llega a una pureza de etanol del 92%
(p/p). La columna 1 opera con una presion de cabezas de 2 bar, una relacion de reflujo
interna de 3 y cuenta con 34 etapas tedricas. La alimentacion es la corriente de
fermentado mas la corriente liquida que sale del lavador de gases mas adelante y se
precalienta hasta 73,69C con la corriente de vinazas. La entrada se hace en el plato 5 y
la columna tiene 3 salidas, una en forma de vapor por cabezas, las vinazas por colas y

Duque Garcia, Aleta 193



Pretratamiento de extrusion reactiva para la produccion de bioetanol a partir de paja de cebada

una corriente lateral que es el destilado 1 en el plato 9. El vapor contiene
principalmente CO, producido durante la fermentacion mas vapor de agua y etanol y
se conduce a un lavador de gases en el que se lava con una corriente de agua fresca
que se recircula posteriormente a la alimentacién de la columna. Las vinazas, después
de usarse como fuente de calor para precalentar la alimentacion se enfrian
nuevamente hasta 452C, temperatura a la cual pueden pasar a un sistema de filtracidon
donde se separa una corriente sélida, que se secaria para quemarse y producir asi
energia, y una corriente liquida, la cual iria a una planta de tratamiento de aguas
residuales, donde se aprovecharia su potencial para producir biogads. La columna 2
consta de 45 etapas tedricas y opera a 1,7 bar de presion en cabezas y con una relacién
de reflujo interna de 3,5. Tiene dos entradas: el destilado 1, proveniente de la columna
anterior, y una recirculacion de la corriente de salida de la etapa de deshidratacion. La
entrada del destilado se situa en el plato 33 y la de la recirculacién en el plato 17. Las
salidas son el destilado, con un contenido masico en etanol de 92%, por cabezas, y las
colas, que se conducen al tratamiento de aguas. El destilado 2 se lleva a un sistema de
deshidratacion por tamices moleculares, que tendria un tamiz funcionando mientras el
otro se regenera, y donde se consigue una pureza del etanol a la salida de 99,5% (p/p).

Un resumen de los pardmetros mas importantes usados para la simulacién se
presenta en la tabla 4.1 a continuacion.
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Tabla 4.1- Datos de partida mas importantes para realizar la simulacién del caso base.

Etapa Parametro
Alimentacion
Biomasa
Flujo
Pretratamiento
Velocidad tornillo
Agente alcalino
Relacion sosa/biomasa
Temperatura reaccion
Agente acido
Filtracion
Agente bioldgico

Relacion enzimas/biomasa
Temperatura bioextrusiéon
LSFS
Licuefaccion
Temperatura
Fermentacion
Microorganismo

Temperatura
Proceso global
Conversidn final de glucano
Conversion final de xilano
Produccidn de etanol

Datos

Paja de cebada 2 [Tabla I-1]
100 kg/h

150 rpm

NaOH (10% p/v)

8% p/p

682C

HsPO,4 (0,5M)

Separa 36% liquido y 2% sdlidos
Coctel enzimatico (Cellic CTec2 +
Cellic HTec2, 9:1 en proteinas)

40 mg prot/g biomasa seca

Saccharomyces cerevisiae
(Ethanol Red, Fermentis)
35¢C

81,6%
57,7%
15,7 kg/100 kg paja de cebada

\ Etapa Parametro
Destilacion
Columna 1l
Presion
N2 de platos

Relacion de reflujo
Concentracion de etanol
Columna 2

Presion

N2 de platos

Relacidn de reflujo
Concentracion de etanol

Deshidratacion
Tamices moleculares
Concentracion de etanol
Lavado de gases
N2 de etapas
Eliminacién de CO,
Separacion de vinazas

Filtracion

Datos

2 bar

34

3

41% (p/p)

1,7 bar
45

3,5

92% (p/p)

99,5% (p/p)

4
99,9%

Separa
99% liquido
y 5% sélidos
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2. 3. Analisis energético

El proceso de produccién de etanol lignoceluldsico requiere un aporte de
energia, en forma de electricidad, vapor y/o agua de refrigeracion (Cardona y Sanchez,
2006). Ademads, durante el proceso se producen una serie de corrientes que pueden
ser aprovechables desde el punto de vista energético y de esta manera compensar
parte del gasto energético en el que se incurre durante la produccién de bioetanol. En
el caso base estudiado, se consideran dos formas de co-generacién de energia:
combustién del residuo sdlido y produccién de biogds por digestién anaerobia de las
aguas residuales derivadas de la filtraciéon y de la destilacion. Ambas formas de
recuperacion de energia son aceptadas comunmente en este tipo de procesos, siendo
la digestion anaerobia una de las alternativas mas prometedoras para el
pretratamiento de las vinazas, si bien se necesitarian mdas datos experimentales para
asegurar su viabilidad técnica (Wingren et al., 2008).

El analisis energético del sistema, se llevé a cabo utilizando la aplicacidon Aspen
Energy Analyzer incluida dentro del paquete Aspen Plus® (Aspen Technology Inc.,
EEUU), para el calculo de los flujos de calor y servicios auxiliares en los
intercambiadores de calor. Adicionalmente, se utilizé el valor de energia eléctrica
consumida proporcionado por el equipo de extrusidn (specific mechanical energy,
SME) y datos de fuentes bibliograficas (Prakash et al., 1998; Cardona y Sanchez, 2006;
Wingren et al., 2008) para el calculo de la recuperaciéon de energia a partir de la lignina
y el biogas. Con el fin de calcular la produccién de biogas, se midié el contenido en
DQO total de las corrientes de filtrado y fraccidon liquida de las vinazas. Este andlisis fue
llevado a cabo por la Unidad de Procesos Biotecnoldgicos para la Produccion de
Energia del Instituto IMDEA Energia, mediante test en cubetas DQO de la marca
Spectroquant® (EMD Millipore Corporation, USA). Ademas, se midié el potencial
calorifico de la corriente sélida, rica en lignina, recuperada tras la fermentacién. El
poder calorifico superior en base seca se determiné siguiendo la norma BIOM-002 B
del Laboratorio de Caracterizacion de Biomasa del Centro del Desarrollo de Energias
Renovables (CEDER-Ciemat), mediante calorimetro automatico LECO AC-300. Este
procedimiento deriva de la norma EN-14918 “Biocombustibles sdélidos. Determinacién
del poder calorifico”.

2. 4. Limitaciones de la simulacion

La base de calculo tomada para esta simulacién son 100 kg/h de alimentacién de
paja de cebada. Este es un valor muy pequefio para una planta industrial y se
encontraria mas cercano a la escala piloto; sin embargo, éste fue escogido debido a
gue los datos disponibles sobre el pretratamiento son los del extrusor HT53 (Clextral,
Francia), cuya maxima capacidad son 100 kg/h. Los datos de produccién se analizaron
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siempre referidos a la masa de paja de cebada inicial o al etanol final, por lo que, a
efectos de comparacion con otros procesos de produccidn de bioetanol lignocelulésico
encontrados en la literatura, la escala no resulta un factor relevante. No obstante, para
evaluar los resultados en una escala mas cercana a la comercializacion, se realizo el
estudio de una ampliacion 1000 veces de la escala de produccién de la planta. Las
mayores diferencias entre ambas escalas se podrian encontrar sobre todo en el disefio
de equipos y el coste econdmico, aspectos que no entran dentro del objetivo del
presente estudio.

A lo largo del estudio llevado a cabo en los capitulos anteriores sobre el
pretratamiento de bioextrusién con incubacidon posterior, se ha hallado una gran
produccién de azlcares en forma oligomérica, que son una fuente potencial de
produccién de glucosa y xilosa monoméricas, si se emplea un céctel enzimatico
especificamente disenado para su hidrdlisis. Sin embargo, debido a su heterogeneidad
y a que no han sido identificados, los oligdmeros de glucosa o xilosa, como conjunto,
no pueden introducirse en la simulacion. Por ello, para los célculos sélo se utilizaron los
datos de glucosa y xilosa monoméricos, considerandose que el resto permanece en
forma de glucano y xilano sélidos.

Ademas, la simulacion se llevé a cabo suponiendo un tren continuo de
operacion, incluso en los equipos con un funcionamiento discontinuo (reactores de
incubacién).

En cuanto a las limitaciones del andlisis energético llevado a cabo, hay que tener
en cuenta que se parte de datos proporcionados por el programa Aspen Energy
Analyzer o encontrados en la bibliografia, y tan sélo se dispone de un dato
experimental, que es la energia mecanica ejercida por el equipo de extrusidon. Ademas,
el balance de energia no tiene en cuenta la energia eléctrica que consumirian otros
equipos necesarios en el proceso como bombas, compresores, reactores de
tratamiento de aguas residuales, etc. No obstante, con el balance de energia llevado a
cabo es posible tener una idea aproximada de los requerimientos energéticos del
proceso.

2. 5. Alternativas al caso base

Se estudiaron los resultados de la simulacion del caso base y se identificaron las
principales mejoras que se podrian hacer en su disefio. Asi, se plantearon cuatro
alternativas al caso base, que se analizaron tanto desde el punto de vista masico como
energético:

Caso 1. Aumento de la capacidad de la planta hasta un flujo mdasico de
tratamiento de 100 t/h de paja de cebada. Esta alternativa aborda
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Caso 2.

Caso 3.

Caso 4.

la primera limitacién identificada de la simulacion del proceso,
llevando la escala hasta lo que seria una planta de tamafio
industrial.

Empleo del microorganismo recombinante Zymomonas mobilis para
la fermentacion de todos los azucares hidrolizados. Este
microorganismo es capaz de fermentar la glucosa y la xilosa, siendo
la conversion de glucosa a etanol del 92% y de xilosa a etanol del
85%, tras un periodo de incubacién de 3 dias, segin Wooley et al.
(1999). La utilizaciéon de un microorganismo capaz de fermentar
tanto glucosa como xilosa, aborda una de las principales
limitaciones tecnoldgicas del proceso, ya que permite aprovechar
mejor las caracteristicas propias del sustrato bioextrusado (con un
alto contenido en hemicelulosa) y asi mejorar los rendimientos
globales del proceso.

Aumento de la carga de sélidos al inicio de la LSFS hasta un 37%
(p/v). En este punto se han utilizado para los calculos los datos del
experimento con el bioextrusado sin diluir presentado en el
Capitulo Ill, apartado 3.3.1. El aumento de la carga de sélidos en la
hidrélisis y fermentacién esta muy relacionada con una reduccion
del consumo de agua y del gasto energético en las etapas de
recuperacién del etanol. No obstante, hay que tener en cuenta
también el descenso en el rendimiento de producciéon de etanol
debido a inhibiciones en las enzimas y los microorganismos, que se
ven afectados por la elevada cantidad de compuestos solubles
presentes en el medio.

Una combinacidon de los casos 2 y 3 en la que la carga de sélidos en
el medio de incubacion es un 37% (p/v) y se utiliza el
microorganismo Z. mobilis para la fermentacién conjunta de
hexosas y pentosas, suponiendo los mismos rendimientos de
produccién de etanol que en el caso 2. Esta uUltima premisa es una
suposiciéon que probablemente no se ajuste a la realidad, ya que en
la actualidad todavia se debe mejorar la resistencia y los
rendimientos de produccidn de los microorganismos fermentadores
en condiciones de alta carga de sdlidos. Sin embargo, la
consecucion de un biorreactor estable frente a variaciones en las
condiciones de operaciéon es un objetivo futuro razonable, que
puede asumirse como caso de estudio limite en el presente trabajo.
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3. Resultados y discusion
3. 1. Caso base

3. 1. 1. Diagrama de flujo

A continuacién (Figuras 4.2-4.5) se presenta el diagrama de flujo del proceso
estudiado, global y por partes, tal y como se diseiid con el programa Aspen Plus.

GAS ==
EXTRUSOR LSFS SERARA
&
e—{ FOSFORIC COLAS2
5
HIERARCHY HIERARCHY HIERARCHY

LIGRIN,
FILTRADO
RESIDUAL o
=

Figura 4.2- Diagrama de bloques del proceso de produccion de bioetanol a partir de paja de
cebada, caso base.

Como se ve en la figura 4.2, el proceso se ha dividido en tres bloques:
pretratamiento por extrusion, hidrélisis y fermentacién (mediante licuefaccién mas
sacarificacion y fermentacién simultaneas), y separacion y recuperacion de etanol. En
total existen 6 corrientes de entrada al proceso: la materia prima, en forma de
corriente sdlida de paja de cebada (PCEBADA), la disolucién alcalina de NaOH (SOSA),
la disolucién de acido fosforico (FOSFORIC), la mezcla enzimdatica (ENZIMAS), el inéculo
de S. cerevisiae (LEVADURA), el agua para diluir el bioextrusado al inicio de la
incubacién (AGUA1) y el agua empleada en el lavador de gases (AGUA2). Por otro lado,
hay otras 6 corrientes de salida: el producto deshidratado (ETANOL), el filtrado que se
produce durante el pretratamiento (FILTRADO), el gas, principalmente CO,, que se
produce en la primera columna de destilacidon y se limpia de restos de etanol en el
lavador (GAS), la corriente de colas de la segunda columna de destilacion (COLAS2),
una corriente sélida, donde se recupera practicamente toda la lignina (LIGNINA), y una
corriente de agua residual que queda tras la separacién de dicha corriente sélida
(RESIDUAL). El producto del pretratamiento es el sustrato bioextrusado (BIOEXTRU) y
el de la etapa de LSFS es la corriente de fermentado (FERMENT).

A continuacién se muestra cada blogue en detalle, comenzando por la etapa de
pretratamiento (Figura 4.3).
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EXTRALC

MEZCLA1 CALOREXT

PCEBADA(IN)
SOSA(N)
FOSFORIC(N)

FLIRO REFRIEXT
BIOEXTR

FILTRADO FILTRADO(OUT)

BIOEXTRU BIOEXTRU(OUT)

Figura 4.3- Diagrama de flujo simplificado del pretratamiento por extrusion reactiva de la paja
de cebada.

En la figura superior se representa el diagrama de flujo del pretratamiento de la
paja de cebada por extrusidon. Puesto que el programa no incluye un modelo que
describa el funcionamiento del extrusor, éste se ha simulado a partir de los datos
experimentales de rendimientos. El equipo en si se modelé6 como dos reactores
(extrusion alcalina, EXTRALC, y bioextrusion, BIOEXTR) con una etapa de intercambio
de calor antes de cada uno (calentamiento antes de la extrusion alcalina con
neutralizacion, CALOREXT, y enfriamiento antes de la bioextrusién, REFRIEXT) y con
una filtracion entre ambos (FILTRO). Debido a las limitaciones de esta forma de
simulacidn, la parte del pretratamiento se mantiene fija a la hora de buscar diferentes
alternativas al proceso.

La figura 4.4 corresponde al bloque de hidrdlisis y fermentacion, que se llevaria a
cabo mediante dilucién del bioextrusado con agua fresca hasta una concentracién
inicial de sélidos del 20% (p/v) e incubacién durante 24h a 502C previa a la inoculacion,
tras la cual se incubaria la mezcla a 352C durante 72h adicionales.
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LEVADURA(IN)

LICUEFAC

| BroexTRUGN) P——T BIoEXTRO

LEVADURA

AGUAT(N)Y

REFRISFS SFs

HIDROLIZ

FERMENT |———] FERMENTCOUT) |

Figura 4.4- Diagrama de flujo simplificado de la etapa de licuefaccién y sacarificacion vy
fermentacion simultaneas.

Asi, este proceso consta de dos reactores, uno de licuefaccién (LICUEFAC) y otro
de fermentacidn (SFS), con una etapa de refrigeracion intermedia (REFRISFS). A efectos
de la simulacién estos equipos se trataron como reactores continuos, un modo de
operacion que se podria reproducir a escala industrial empleando baterias de
reactores que operasen en paralelo. Para el calculo de los rendimientos se usaron los
datos experimentales, tal y como se explica en el apartado de metodologia; sin
embargo, la cinética de las reacciones de hidrélisis y fermentacién de los azlcares C6 y
C5 es bien conocida, por lo que en un futuro podrian implementarse modelos
cinéticos, adaptados para este tipo de sustrato en concreto.

Por ultimo, la etapa de separacién y recuperacién del etanol (Figura 4.5) es la
mas compleja desde el punto de vista de numero de equipos y corrientes y ademas no
se dispone de datos experimentales de la misma; sin embargo, todas las operaciones
unitarias que intervienen en ella estan bien definidas en Aspen Plus.
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Figura 4.5- Diagrama de flujo simplificado de la etapa de separacién y recuperacién de bioetanol.
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En la etapa de separacion del etanol los equipos principales son las dos columnas
de destilacion (COLUMNA1 y COLUMNAZ2) y los tamices moleculares (TAMIZ). Aparte
de estos equipos se cuenta con un tratamiento de las corrientes de colas y cabeza de la
columna 1. Los vapores resultantes de la primera destilacion (VAPOR1), constituidos
mayoritariamente por CO,, se llevan a un lavador de gases (LAVADOR) y las vinazas se
usan para precalentar la alimentacién a la primera columna (PRECAL1), tras lo cual se
enfrian a 452C (REFRIG3) y se separan en una corriente sélida (LIGNINA) y una liquida
(RESIDUAL). Se plantean ademds dos recirculaciones: una donde se mezcla el etanol
recuperado en el lavador con el fermentado que viene de la etapa anterior, para asi
volver a introducirlo en la columna 1 (RECIRC1), y otra donde se vuelve a destilar en la
columna 2 la corriente resultante de la regeneracidon de los tamices moleculares
(RECIRC2).

3. 1. 2. Tabla de corrientes (BM)

En la tabla 4.2 se presentan las corrientes mas importantes del proceso y se
muestra su temperatura, presion, flujo y componentes, segin los resultados
proporcionados por el programa Aspen Plus, tomando los datos de partida de la tabla
4.1.
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Tabla 4.2- Tabla de corrientes con las especificaciones de las corrientes mds importantes del caso base (mddulos de pretratamiento e hidrélisis y
fermentacion).

Corriente P.CEBADA | ALCALI | ACIDO | ENZIMAS | FILTRADO | BIOEXTRUSADO | AGUA1 | HIDROLIZADO | LEVADURA | FERMENTADO
T (2C) 20 20 20 50 68 50 50 50 35 35

P (bar) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Flujo (kg/h)* 100,00 75,11 356,09 137,34 156,84 489,86 168,07 657,93 0,548 658,48
Glucano (%) 30,58 0,38 4,38 1,42 0,73
Xilano (%) 20,11 0,25 2,67 1,42 1,24
Lignina (%) 12,27 0,16 2,46 1,83 1,83
Cenizas (%) 5,41 0,07 1,07 0,79 0,79
NaOH (%) 9,72 0,01 0,01 0,01 0,01
H3PO4 (%) 4,94 2,67 1,53 1,14 1,25
NasPO4 (%) 0,13 1,98 1,47 1,47
Enzimas (%) 15,47 4,34 3,23 3,25
Levadura (%) 100 0,06
Agua (%) 9,80 90,28 95,06 81,53 95,97 77,58 100 82,92 82,60
Glucosa (%) 3,00 0,19 2,69 4,04 0,07
Xilosa (%) 0,19 1,47 1,73 1,99
Etanol (%) 2,40
CO, (%) 2,30

* El flujo de la paja de cebada estd calculado en base himeda y los flujos del resto de corrientes de entrada son los flujos de las disoluciones.




Tabla 4.2 (continuacion). Tabla de corrientes con las especificaciones de las corrientes mds importantes del caso base (mddulo de separacién).

Corriente DESTILADO1 | AGUA2 GAS VINAZAS LIGNINA A.RESIDUAL DESTILADO2 COLAS2 ETANOL
T (2C) 113,8 20 40,5 119,0 45 45 92 115,2 20

P (bar) 2 1 1 2 1 1 1,7 1,7 1
Flujo (kg/h) 38,50 32,62 15,73 636,86 64,36 572,50 17,10 22,77 15,73
Glucano (%) 0,75 7,09 0,04

Xilano (%) 1,28 12,05 0,07

Lignina (%) 1,89 17,79 0,10

Cenizas (%) 0,82 7,68 0,05

NaOH (%) 0,01 <0,01 0,01

H3PO4 (%) 1,30 0,13 1,43

NasPO4 (%) 1,52 14,29 0,08

Enzimas (%) 3,32 31,33 0,19

Levadura (%) 0,10 0,84 <0,01

Agua (%) 59,13 100 3,25 86,87 8,59 95,67 8,00 99,95 0,05
Glucosa (%) 0,07 <0,01 0,08

Xilosa (%) 0,02 2,06 0,20 2,27 0,02

Etanol (%) 40,85 0,50 92,00 0,03 99,5
CO, (%) 96,25
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En la configuracidon de proceso propuesta, se producen 157 kg etanol anhidro/t
paja de cebada, con una pureza del 99,5% (p/p), lo que es equivalente a 199 L etanol/t
paja de cebada. Esta cantidad, supone una recuperacién de etanol del 99,5%, lo que
implica una alta eficiencia de los sistemas de separacién y las recirculaciones
disefiadas. En comparacion con otros procesos similares simulados con Aspen Plus en
la literatura, la produccidn de bioetanol obtenida en esta tesis estd dentro del mismo
rango. Por ejemplo, Wingren et al. (2003) plantearon dos configuraciones basicas para
la produccién de etanol a partir de astillas picea pretratada mediante explosién de
vapor dacida: hidrélisis y fermentacién separadas (HFS) o sacarificaciéon y fermentacion
simultaneas (SFS). Las producciones de etanol que calcularon fueron 141 y 161 kg
etanol/t biomasa humeda, respectivamente. Un articulo posterior de los mismos
autores (Wingren et al., 2008) evaluaba diferentes configuraciones para el tratamiento
de las vinazas de una planta de produccién de bioetanol similar a la anterior, con un
proceso SFS y una produccion de 147 kg etanol/t biomasa. Por otro lado, Cardona y
Sanchez (2006) obtuvieron una produccidn de 127 L etanol/t biomasa, en la simulacién
de una planta de produccion de bioetanol, empleando astillas de madera dura como
materia prima y un pretratamiento con acido diluido. En esta discusidn del presente
trabajo y las siguientes, todos los rendimientos de produccidn de etanol estdn
expresados por unidad de masa de biomasa humeda. Sin embargo, Wingren et al.
(2003, 2008) y Cardona y Sanchez (2006) expresan sus resultados originalmente en
base humeda, por lo que se transformaron a base seca para poder establecer
comparaciones entre éstos y los del presente estudio. Calculados en base seca, los
resultados de estos autores son mucho mayores, ya que el contenido en humedad de
las astillas de picea es un 50%; sin embargo, resulta un planteamiento mas realista
desde un punto de vista industrial considerar las producciones de etanol en funcién de
la biomasa tal y como entra al proceso.

En cuanto al aprovechamiento de las materias primas hay que sefialar que en las
vinazas quedan un 16,6% de glucano y un 40,6% de xilano sin reaccionar. Ademas, hay
que tener en cuenta que en el caso base la xilosa no se fermenta, por lo que es una
corriente que se desecha. Por otra parte, en la reaccion de neutralizacién planteada
(3NaOH + H3PO4 = NasPO4 + 3H,0), hay un exceso de acido fosférico, ya que tan sélo
reacciona con el hidréxido de sodio el 34% del acido afiadido. Una parte del H3PO,
restante se emplea para llevar le pH del sustrato hasta 5 (valor adecuado para la HE),
mientras que otra parte probablemente esta reaccionando con algin compuesto de la
biomasa, en una reaccién que no se tiene en cuenta en esta simulacién, como son las
cenizas, cuyo contenido es elativamente alto en estas biomasas de tipo herbaceo.

Durante el proceso se producen ademds varias corrientes de salida, asi, una de
las salidas es la corriente gaseosa lavada que se origina a partir de los vapores de la
primera destilacién (GAS). Esta corriente contiene principalmente CO,, un pequefio
porcentaje de agua y trazas de etanol, que suponen un 0,4% del etanol que entra en la
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columna de destilacidn, teniendo en cuenta la recirculacion. Ademas de esta corriente
gaseosa, se produce una corriente sélida tras la filtracién de las vinazas (LIGNINA),
donde se recupera el 93,3% de la lignina inicialmente contenida en la biomasa. Por
ultimo, se producen varias corrientes liquidas de desecho (FILTRADO, RESIDUAL,
COLAS2). En el filtrado se producen unas pérdidas de glucosa y xilosa de 0,87 y 1,3%,
respectivamente, calculadas sobre el glucano y xilano iniciales y teniendo en cuenta
solo los azucares en forma monomérica. Ademas, se separa una pequeia cantidad de
sales de la neutralizacidon (2%) y una parte del exceso de acido fosférico (36%). La
corriente FILTRADO es la segunda corriente de salida con un mayor flujo y debido a
todos los compuestos que arrastra seria necesario realizar un tratamiento antes de
poder verterla al medio ambiente. La corriente RESIDUAL contiene agua, restos de
compuestos solubles e insolubles del proceso y entre ellos la mayor parte de los
azucares no fermentados, yendo a esta corriente el 98,8% de la xilosa y 1,4% de la
glucosa producidas durante el proceso. Esta corriente es la corriente de salida con
mayor flujo, ya que contiene la mayor parte del agua del proceso (76,2%) y precisaria
igualmente de un tratamiento. En cuanto a las colas de la segunda columna de
destilacién (COLAS2), son practicamente agua (99,95%) y no precisarian ser tratadas de
una forma especial, pudiéndose incluso recircular como agua de proceso en alguna de
las etapas.

Un tema importante es la cantidad de agua implicada en el proceso de
produccién de bioetanol lignocelulésico, que generalmente se considera alta en
comparacion con los procesos de conversion termo-quimicos o a partir del petréleo
(Humbird et al., 2011). Cardona y Sanchez (2006) también inciden en la importancia
del reciclaje del agua, también desde un punto de vista energético, por ejemplo
reduciendo el consumo energético en la evaporacién en un 34,7% respecto de la
configuracion sin recirculacion. En el caso base estudiado se gastan 7,2 t agua/t
biomasa. Esta cantidad es muy elevada en comparacién con los informes publicados
por Humbird et al. (2011), que calculé un consumo de agua de 1,4 t/t biomasa, o Aden
et al. (2002), quienes estimaron un consumo de 1,8 t/t biomasa. Esta gran diferencia
se debe a que los valores anteriores incluyen circuitos de reciclaje y recirculacién del
agua de proceso, con el objetivo de minimizar y optimizar el consumo de agua fresca
de la red. En el caso presente, el mayor aporte de agua tiene lugar con la disolucién
acida, corriente en la que entra el 47,1% del agua total, y en segundo lugar se
encuentra la entrada de agua fresca para diluir, AGUA1, que supone un 23,4% del
total. El tercer mayor aporte de agua al proceso tiene lugar con la solucién enzimatica,
un 15,6%. Por lo tanto, se podria reducir el consumo de agua aumentando la
concentracion de la disolucidn de acido fosforico y de la disolucién enzimatica (con los
cambios en el comportamiento de la extrusion que conllevaria) y/o incubando el
bioextrusado sin diluir (alternativa que se explora mas adelante). En la configuracién
propuesta también se podria ahorrar agua directamente recirculando la corriente
COLAS2 para compensar parcialmente la corriente de AGUA2. Sin embargo, este
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ahorro seria muy pequefio, suponiendo tan sélo un 4,5% del aporte total de agua al
proceso. Ademads, se podria plantear el reciclaje de una parte de la corriente AGUA
RESIDUAL como corriente de diluciéon a la entrada del reactor de licuefaccién. Para
poder simular esta recirculaciéon se necesitaria desarrollar un modelo de la hidrélisis y
la fermentacién mas completo en el que se evaluase la influencia de la cantidad de
compuestos solubles e insolubles recirculados en los rendimientos de esta etapa,
ampliacidn que queda fuera del alcance de este trabajo.

3. 1. 3. Anadlisis energético

En el proceso estudiado se utilizan los tres tipos de energia, que se emplean para
proporcionar la energia mecanica en el pretratamiento (electricidad), para calentar
corrientes y en los calderines de las columnas de destilacién (vapor de baja presion), y
para enfriar corrientes (agua de refrigeracién). Partiendo de los datos disponibles, se
ha llevado a cabo una evaluacidn a grandes rasgos del gasto energético. Para ello se
han considerado los datos de energia mecanica especifica (SME =254 Wh/kg biomasa)
gue proporciond el equipo de extrusion HT53 de la planta Agromat, asi como los
consumos de vapor y agua de refrigeraciéon que calcula el programa Aspen Energy
Analyzer. Los consumos energéticos debido a la agitacién en los reactores de
licuefaccion y SFS se estimaron a partir de los valores dados por Wooley et al. (1999),
tomandose 394 W/m?® para el reactor de licuefaccién y 60 W/m? para el reactor de SFS.
Por otro lado se considerd el aprovechamiento energético de la corriente LIGNINA y se
planteé la utilizacidon de las corrientes RESIDUAL y FILTRADO para la produccién de
biogds mediante digestidon anaerobia. De acuerdo con las medidas realizadas, la
corriente sélida LIGNINA tiene un PCl = 14,9 MJ/kg en el caso base. Para la produccion
de biogas se considerd una produccién de metano de 0,35 m?/kg DQO y una remocién
del 50% de la DQO durante el tratamiento anaerobio (Wingren et al., 2008). El biogas
tiene un poder calorifico de 20-24 MJ/m? y se alimentaria directamente a una caldera
para producir energia térmica y eléctrica (Prakash et al., 1998). El contenido en DQO
total determinado en el filtrado y en el agua residual fue, respectivamente, 73,2 y
177,4 g/L. Con todos estos datos se calculd un balance de energia del proceso que se
presenta en la tabla 4.3 a continuacion.
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Tabla 4.3- Balance energético del caso base para la produccidn de etanol lignocelulésico,
referido a la energia consumida y producida en el proceso, clasificada segun su tipo.

Tipo de energia Consumo de energia Recuperacion de energia
(MJ/L etanol) (MJ/L etanol)

Energia mecdanica 4,6

Calentamiento 4,3

Refrigeracion 28,6

COI'.nbustlf)t‘l 481

residuo sélido

Biogas 21,6

Total 37,5 69,7

El balance de energia del proceso, calculado como la energia invertida en el
proceso a la que se le resta la energia producida por el mismo, arroja un valor de saldo
energético positivo de 32,2 MJ/L etanol. El balance global de energia del proceso de
produccién de bioetanol a partir de paja de cebada, se calcula como la energia
producida durante el proceso (combustion del residuo sélido, biogas y etanol) dividida
entre la energia que produciria la combustiéon de la paja de cebada utilizada mas la
energia gastada en el proceso de produccién de etanol. Teniendo en cuenta que el
poder calorifico inferior de la paja de cebada es 15,14 MJ/kg (Somme et al., 2013) y
que la combustién de etanol produce 21,2 MJ/L, el balance de energia global es 0,70.
Para ser un proceso eficaz energéticamente, la recuperacion de energia deberia
acercarse a la unidad; sin embargo, esto no deberia contemplarse como un factor
decisivo para la consideraciéon de esta estrategia de proceso, ya que también debe
tenerse en cuenta el balance econdmico. No obstante, este resultado si refleja
claramente la necesidad de mejorar la integracidén energética del proceso, reduciendo
en lo posible el consumo de energia.

Hay que tener en cuenta que este balance energético es una primera
aproximacion, ya que los célculos de consumo de energia tienen ciertas limitaciones;
por ejemplo, no se incluyen las etapas de transporte y acondicionamiento de la
biomasa, previas al pretratamiento, ni los consumos eléctricos de los equipos (salvo el
extrusor y la agitaciéon de los reactores). Por otra parte, habria que estudiar la
factibilidad de la utilizacién de la corriente LIGNINA como combustible adecuado en
calderas. En cuanto a la produccidn de energia a partir del biogas, la estimacién es algo
pesimista, ya que se tomod el valor de poder calorifico mas bajo. Otra posibilidad de
mejorar el balance energético seria producir las enzimas en la propia fabrica, tal y
como explican Cardona y Sanchez (2006), ya que los flujos de agua residual y de
residuos sélidos para su combustién serian mayores, lo que conduciria a un aumento
de la energia generada en el proceso.
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Estos autores calcularon los costes energéticos de un proceso de produccién de
bioetanol a partir de astillas de madera dura aplicando diferentes configuraciones de
pretratamiento, fermentacién o reciclaje del agua del proceso, y obtuvieron valores
entre 52,5 y 40,5 MJ/L etanol. Estos valores son entre un 40 y un 8% mayores que el
consumo energético del proceso estudiado en este trabajo, lo cual puede ser debido al
tipo de equipos instalados en la zona de separacidn del etanol. La recuperacién de
energia en el mejor caso (consumo 40,5 MJ/L etanol) son 40,6 MJ/L etanol, de los que
un 80% vienen de la combustion de la lignina y el resto de la produccién de biogas y el
crédito eléctrico. En el articulo de Wingren et al. (2003), ya mencionado en el apartado
3.1.2, estos autores calcularon un consumo de energia entre 35,6 y 41,0 MJ/L etanol,
dependiendo de la configuracidon de la zona de hidrélisis y fermentacion, SFS o HFS.
Estos valores son mas cercanos al calculado en el presente trabajo (37,5 MJ/L etanol) y
ademas se trata de un proceso mads parecido al caso base, ya que sdlo se fermenta la
glucosa. Los mismos autores (Wingren et al., 2008) ampliaron el andlisis energético del
proceso, optando por una planta con SFS en la zona de hidrélisis y fermentacion y
evaluando diferentes configuraciones en la zona de separacién y recuperacion del
etanol: evaporador normal (caso base), evaporador con 8 efectos (EV8), recompresion
mecanica del vapor aplicada al evaporador (MVR) o digestién anaerobia (DA). En el
caso base la demanda total de energia en forma de vapor primario fue 19 MJ/L etanol,
mientras que las diferentes configuraciones lograron reducir el consumo de energia
hasta 16,1 MJ/L etanol (EV8), 10,2 MJ/L etanol (MVR) y 9,8 MJ/L etanol (DA). Por lo
tanto, la configuracion que incluye el tratamiento de digestién anaerobia de las colas
de la torre de rectificaciéon conlleva un ahorro de energia importante respecto del uso
de un evaporador, apoyando la eleccién de este sistema de tratamiento en el presente
estudio. Los consumos energéticos calculados por Wingren et al. en su publicacién de
2008 son mucho menores que los que publicaron en 2003 para una planta similar,
pero las diferencias entre estos calculos no se explican en el texto. A pesar de que en
términos de consumo de energia por litro de etanol producido, el proceso propuesto
por Wingren et al. (2008) (19 MJ/L etanol) es mejor que el del presente trabajo (37,5
MJ/L etanol), a la hora de calcular la recuperacion de energia a partir de la materia
prima, tan sélo consiguen una eficiencia energética de 0,54 en su caso base frente al
0,70 en el presente estudio. Otras referencias calculan un consumo de energia de la
planta en forma de vapor de 10,0 MJ/L etanol (Aden et al., 2002).

En general no existen muchas publicaciones que traten exclusivamente el andlisis
energético de la produccién de bioetanol lignoceluldsico, sino que este tema suele ir
ligado a una evaluacion econdmica y no se dan muchos detalles sobre los calculos de
los consumos y producciones de energia. Sin embargo, si bien en los trabajos mas
antiguos el consumo energético es similar al de la planta simulada en esta tesis, los
datos mds recientes encontrados en la literatura tienden a una disminucién
significativa de la energia consumida por la planta. En este andlisis hay que sefialar que

210 Duque Garcia, Aleta



Capitulo IV: Balances de materia y energia

en la simulaciéon llevada a cabo no se ha realizado una integracidn energética, por lo

existe un margen de mejora del balance de energia.

3. 2. Evaluacion de alternativas

Tal y como se explicd en la metodologia, se estudiaron cuatro alternativas al caso
base en las que se modificé la capacidad de la planta o las condiciones de la etapa de
LSFS. Para las simulaciones de los cuatro casos se mantuvo basicamente la misma

configuracion del proceso, con las siguientes particularidades, mostradas en la tabla

4.4,

Tabla 4.4- Modificaciones introducidas en la simulacion de los casos alternativos respecto del

caso base.

Caso 1

- Aumento de la
capacidad de la
planta hasta 100
t/hy aumento
proporcional del
resto de
corrientes de
entrada al
proceso.

Conversiones de
glucano (81,6%) y
xilano (57,7%) y
rendimiento de
fermentacién de
glucosa igual que
en el caso base.

Caso 2

- Capacidad de la
planta igual que
en el caso base.

- Conversiones
finales de glucano
y xilano igual que
en el caso base
(81,6 y57,7%).

- Rendimiento de
fermentacién de
glucosa: 92%.

- Rendimiento de
fermentacion de
xilosa: 85%.

Caso 3

- Capacidad de la
planta igual que
en el caso base.

- Supresion de la
entrada de agua de
dilucion
(consistencia del
bioextrusado a la
salida =37% p/v).

- Conversidn final de
glucano: 50,7%.

- Conversidn final de
xilano: 52,5%.

- Rendimiento de
fermentacioén de
glucosa igual que
en el caso base.

Caso 4

-Capacidad de la
planta igual que en
el caso base.

-Supresion de la
entrada de agua de
dilucion
(consistencia del
bioextrusado a la
salida = 37% p/v).

-Conversidn final de
glucano: 50,7%.

-Conversidn final de
xilano: 52,5%.

-Rendimiento de
fermentacion de
glucosa: 92%.

-Rendimiento de
fermentacion de
xilosa: 85%.

-Se incluye un
venteo a la salida
del fermentador.
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El aumento de la concentracién de sdlidos en la incubacion no sélo afecta al
rendimiento de la hidrélisis, sino que al modificar las proporciones de agua respecto
del etanol y el CO, producidos, alteraria el equilibrio en la primera torre de destilacién.
Para mantener las condiciones y caracteristicas de este equipo, se decidié incluir un
venteo en la corriente de fermentado, que se hace en forma de separacién flash,
enviando la corriente de vapor al lavador de gases para recuperar el etanol arrastrado.
En este venteo se separa una corriente gaseosa en la que va el 58,5% del CO,
producido y pequeiias cantidades de agua y etanol. En la figura 4.6 se muestra el
diagrama de flujo de la seccidon de la zona de separacién modificada segun las
directrices explicadas anteriormente.

GAS ———{ caswoun p

[ scuamy p—acua
LAVADOR
{venteo |
RECIRC1

WENTEC)

COLUMNA1

MEZCLREC

FERMENT(IN)
& COLUMNAZ
@]
DESTILT
REFRIG3
LIGNINS —] LichinacouT) P

[ResibuaL |—— resibuaLouT) P

Figura 4.6- Diagrama de flujo parcial de la zona de separacién para el caso 4, incluyendo
venteo antes de la destilacion.
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Esta modificacidon del proceso (venteo previo a la destilacién) tiene ademds una
consecuencia sobre el consumo de agua, como se verda en los resultados de los
balances de materia de los diferentes casos de estudio, presentados en la tabla 4.5. El
caso 1 es particular, ya que, como se comentd anteriormente, el escalado del proceso
supone un aumento proporcional de los flujos, que no afecta a los rendimientos y
producciones especificas (calculados por unidad de masa de materia prima), ni al gasto
energético calculado por unidad de producto. Por lo tanto, este caso no se incluye en
las tablas comparativas 4.5, 4.6 y 4.7. En cambio, este caso 1, donde se aumenta la
capacidad de la planta a 100 t/h, si seria relevante para llevar a cabo una evaluacién
econdmica y/o un diseiio de equipos del proceso, pero estos puntos no se encuentran
dentro del objetivo de la presente tesis. La capacidad de tratamiento de materia prima
de la planta de produccidn de bioetanol del caso 1 es del mismo orden que la de las
plantas simuladas por Humbird et al. (2001) -83,3 t/h-, Wooley et al. (1999) y Cardona
y Sanchez (2006) -160 t/h-. Comparando los resultados obtenidos en el presente
estudio con los de estos autores, la produccidn de etanol de la planta simulada en el
caso 1 (15719 kg/h de etanol), es menor que la de Cardona y Sanchez (16233 kg/h),
Wooley et al. (28647 kg/h) y Humbird et al. (17357 kg/h), pero hay que tener en
cuenta que todos ellos cuentan con una co-fermentacién, mientras que en el caso 1
sélo se fermenta la glucosa.

Tabla 4.5- Resultados de los balances de materia para los diferentes casos de estudio
alternativos planteados y comparacién con el caso base.

Unidades Caso base Caso 2 Caso 3 Caso 4
Produccion etanol L/h 19,92 25,67 12,89 18,22
Produccion etanol kg/t biomasa 157 203 102 144
Produccion etanol L/t biomasa 199 257 129 182
Agua consumida t/t biomasa 7,190 6,990 4,459 8,469
Rdto. etanol sobre glucosa del 0,816 0,768 0,528 0,494
proceso
Rdto. etanol sobre glucosa y xilosa 0,510 0,657 0,330 0,466
del proceso

Comparando el caso base con el resto de casos planteados, la mayor produccién
de etanol se da en el caso 2, ya que se conseguiria fermentar la mayor parte de la
xilosa producida, disminuyendo sélo ligeramente la fermentacion de la glucosa. Esto es
asi porque el rendimiento de fermentacién de glucosa de S. cerevisiae es mayor que el
de Z. mobilis. El aumento de la proporcién de etanol en el fermentado lleva a una
destilacién mas eficiente, de forma que en la corriente de cabezas de la columna 1 de
destilacién sale menos etanol y es necesario afiadir menos agua en el lavador de gases
para su recuperacion (un 61% menos). Debido a esto, el consumo especifico de agua es
algo menor en el caso 2 que en el caso base. Hay que sefialar también, que pese a que
el rendimiento global del proceso aumenta gracias a la fermentacién de la xilosa hasta
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casi un 66%, todavia queda casi un 41% de xilano no hidrolizado en las vinazas, lo que
disminuye la eficacia del proceso (esta cifra corresponde, en parte, a xilooligdmeros no
simulados en el proceso). Tal y como se explicé en el capitulo de bioextrusién, el
empleo de un céctel enzimatico especificamente disefiado podria conseguir hidrolizar
esta fraccion de xilooligdmeros, lo cual podria influir positivamente en la hidrdlisis
enzimatica no sélo del xilano, sino también del glucano, obteniéndose asi una mejora
significativa del proceso. La necesidad de mejora de la hidrdlisis enzimatica de los
oligdmeros de xilosa (y también de glucosa) a altas cargas de sdélidos es un problema
comun a todas las configuraciones estudiadas, que se acentua en los casos 3 y 4,
cuando la concentraciéon de sélidos en el medio, y por lo tanto la formaciéon de
azucares en forma oligomérica, es aun mayor.

Asi, al aumentar la carga de sélidos en la etapa de LSFS hasta un 37% (p/v) la
digestibilidad enzimatica se ve muy afectada, tal y como se ve en los casos 3 vy 4,
obteniéndose rendimientos de produccion de etanol por debajo de los del caso base.
Cuando sélo se fermenta la glucosa (caso 3), esta produccidn de etanol disminuye
hasta 102 kg etanol/t biomasa. Si se fermenta también la xilosa, el rendimiento global
del proceso mejora y se obtienen 144 kg etanol/t biomasa, un valor mas cercano a los
155 kg etanol/t biomasa del caso base. La ventaja esperada de estos dos casos es un
ahorro de la cantidad de agua consumida, asi como un ahorro energético debido a la
menor cantidad de agua en las destilaciones. El objetivo del ahorro de agua si se
cumple en el caso 3, donde la cantidad de agua consumida en el proceso es un 38%
menor respecto del caso base. Sin embargo, como se comentd anteriormente, en el
caso 4 fue necesario introducir un venteo para separar una parte del vapor en la
corriente de fermentado; este vapor se condujo al lavador de gases junto con el
vaporl de la columnal de destilacién, aumentando al cantidad de agua necesaria para
conseguir la eficacia de recuperacion de etanol deseada (99%). El resultado de esto es
un aumento de la cantidad de agua total consumida en el proceso en un 17,8% cuando
se co-fermentan los C5 y C6 a altas cargas de sélidos.

En una gran parte de los procesos de produccién de etanol lignoceluldsico
descritos en la literatura, incluyendo los estudios de referencia elaborados por el NREL
(Wooley et al., 1999; McAloon et al., 2000; Humbird et al., 2011) se incluye un proceso
de co-fermentacion de glucosa y xilosa mediante el microorganismo Z. mobilis. Las
producciones de etanol encontradas en estos trabajos son comparables a las del caso
2. La produccidn de etanol en las publicaciones del NREL varian al alza a lo largo de los
afios debido a mejoras introducidas en el proceso, desde 227 L etanol/t biomasa en
1999, pasando por 243 L etanol/t biomasa en el afio 2000, hasta 264 L etanol/t
biomasa en 2011. El valor de produccion de etanol obtenido en el caso 2 del presente
estudio, 257 L etanol/t biomasa, estaria entre los dos ultimos datos. Todos estos
estudios del NREL sobre el diseiio y balance econdmico de un proceso de conversién
bioquimica de biomasa lignoceluldsica a etanol se basan en el bagazo de maiz como
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materia prima y cuentan con un pretratamiento con acido diluido y un proceso de
sacarificacion de glucosa mas fermentacién simultanea de glucosa y xilosa. En otro
estudio llevado a cabo por Quintero y Cardona (2011) a partir de cascarilla de arroz
pretratada mediante una hidrdlisis en dos fases (primero una hidrélisis con acido
diluido o una autohidrdlisis de las pentosas, seguida por una segunda hidrdlisis con
acido concentrado sobre la celulosa), se obtuvieron unas producciones de etanol
mayores que las halladas en el presente trabajo, entre 286 L etanol/t biomasa cuando
emplearon un proceso de reaccién con agua caliente en la primera hidrélisis, y 319 L
etanol/t biomasa, en el caso de llevar a cabo la primera hidrdlisis con acido diluido.
Esta produccién fue mas elevada cuando ademds introdujeron una etapa de
concentracion antes de la destoxificaciéon y fermentacion de las corrientes de azucares.
Especialmente interesante es el estudio llevado a cabo por Yoo (2011), en el que
compara los costes de dos plantas de produccién de etanol a partir de vainas de soja:
una con un pretratamiento de extrusién y la otra con un pretratamiento mediante
acido diluido. Los valores de produccién de etanol que usa en sus calculos son 312 L
etanol/t biomasa en la ruta con pretratamiento de extrusidon y 252 L etanol/t biomasa
en la configuracion con pretratamiento acido. Estos valores tan elevados para la
configuracion con el pretratamiento de extrusion se deben al alto rendimiento que Yoo
obtuvo en los ensayos realizados, aproximadamente un 95% de conversién del glucano
inicial en las vainas de soja. Esta elevada digestibilidad enzimatica, empleando ademads
un pretratamiento de extrusion sélo con agua, indicaria que las vainas de soja son un
material altamente adecuado para su pretratamiento en extrusor; sin embargo, en la
propia tesis doctoral de Yoo se cita un trabajo de Karuppuchamy y Muthukumarappan
(2009), donde el rendimiento de conversién de glucano a glucosa por HE de vainas de
soja extrusadas es bastante menor, un 62,5%. Por lo tanto, los resultados de Yoo
(2011) deben ser tomados con precaucién. Por ultimo, Quintero et al. (2013) evaluaron
la produccidon de bioetanol a partir de diferentes materiales como tallos de café,
cascarilla de arroz, residuos vegetales de la produccion de aceite de palma y bagazo de
cafla de azUcar. Las producciones de etanol calculadas variaron mucho entre las
diferentes materias primas, dependiendo sobre todo de la humedad de los materiales.
Asi, obtuvieron valores de producciéon de 75 L etanol/t bagazo de cafia de azucar, 101 L
etanol/t residuo de palma, 225 L etanol/t cascarilla de arroz y 293 L etanol/t tallos de
café. Los valores de produccion de etanol obtenidos en el presente trabajo se
comparan muy favorablemente con los del etanol a partir de cafia de azucar y de
residuo de palma de los articulos mencionados anteriormente, en cualquiera de los 4
casos planteados, incluso si no se incluye la fermentacion de las pentosas, como ocurre
en el caso base y el caso 3. Por todo lo anterior se puede concluir que la produccién de
etanol del proceso estudiado (y particularmente la del caso 2) esta dentro del rango de
las calculadas en la literatura cientifica para otros materiales en plantas en las que se
usan diferentes pretratamientos. Sin embargo, este proceso tiene un gran potencial de
mejora, principalmente debido a la elevada cantidad de oligdmeros de glucosa y xilosa
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que se producen durante la LSFS y que podrian ser hidrolizados empleando un cdctel
enzimatico adecuado, mejorando los rendimientos globales de produccién de azlcares
y etanol.

3. 2. 1. Balance de energia

En cuanto a la energia consumida en el proceso, en la tabla 4.6 se muestra un
desglose por zonas del gasto energético en MJ/h del caso base y los casos alternativos
2,3y4.

Tabla 4.6- Desglose del consumo energético por etapas y conceptos de los casos 2,3y 4y
comparacién con el caso base.

Energia consumida (MJ/h) Caso base Caso 2 Caso 3 Caso 4
Pretratamiento Calentamiento 15,65 15,65 15,65 15,65
Refrigeracion 160,82 160,82 160,82 160,82
Energia mecanica 91,44 91,44 91,44 91,44
Total etapa 268,11 268,11 268,11 268,11
LSFS ﬁ:j;;)t:c?c?n 73,64 73,64 67,10 67,10
Reactor de SFS 68,57 82,96 43,19 34,47
Total etapa 142,21 156,60 110,29 101,57
Separacion Columna 1 65,57 67,73 38,40 61,40
Columna 2 69,16 82,31 41,36 60,27
Efggﬁigz'on 82,56 79,95 44,19 105,40
Total etapa 217,30 229,99 123,95 227,08
Total del proceso 627,62 654,70 502,35 596,76

Tal y como se observa en la tabla 4.6, los consumos energéticos totales varian
desde 502 MJ/h hasta 654,70 MJ/h. El mayor consumo de energia corresponde al caso
2, con un aumento del 4,3% del gasto sobre el caso base. Este pequefio aumento se
debe, por un lado, a los mayores requerimientos de agua de refrigeracién en el reactor
de SFS, debido a la mayor produccién de etanol (proceso exotérmico), gracias a la co-
fermentacion de glucosa y xilosa. Por otro lado, esta mayor produccion de etanol hace
qgue el gasto energético en la columna 2 de destilacién sea mayor, ya que el flujo a
tratar es mayor que en el caso base. En el extremo contrario se situaria el caso 3,
donde se produce un ahorro energético de un 20% respecto de la energia consumida
en el caso base. El ahorro proviene de la mayor carga de sélidos del bioextrusado, lo
gue implica una menor cantidad de agua en la LSFS y la separacidn, y de una menor
produccién de etanol, lo que hace que la corriente de destilado 1 sea menor y con ella,
el flujo energético necesario para la destilacién.
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Desglosando los resultados por etapas y equipos o cargas energéticas dentro de
éstas, se comprueba que el pretratamiento es en todos los casos la etapa con un
mayor consumo energético, 268 MJ/h. Este valor supone mas del 40% del gasto
energético total en todos los casos, llegando a corresponder hasta un 53% del gasto
total en el caso 3. Dentro del pretratamiento, la refrigeracidon para el mantenimiento
de la temperatura de operacidn es el concepto que mas energia consume, seguido por
la energia mecanica necesaria para accionar el motor. No obstante, el modelado del
extrusor como reactores independientes con cambios de calor entre etapas no se
ajusta por completo al sistema real de calentamiento y refrigeracién, por lo que estos
datos podrian estar sobreestimados.

En comparacién con el pretratamiento por explosién de vapor con SO, que
proponen Wingren et al. (2008), cuyo consumo energético es 7,2 MJ/L etanol, el gasto
energético del pretratamiento es casi el doble en el presente caso (13,5 MJ/L etanol).
Sin embargo, la contribucion de esta etapa respecto del consumo total de energia es
parecida en ambos casos, siendo superior al 40% en el caso base de esta tesis,
comparado con el 38% que estiman Wingren et al. (2008). Por otro lado, Cardona y
Sanchez (2006) atribuyen al pretratamiento de explosién de vapor acida mas la
hidrdlisis y fermentacién de los azucares un consumo de 4,2 MJ/L etanol, lo que
supone aproximadamente un 10% del gasto total. A la vista de estos datos, el
pretratamiento de extrusidn tiene un consumo energético mas elevado que los
pretratamientos hidro-térmicos descritos en la bibliografia. Hay que tener en cuenta,
sin embargo, que la energia mecdnica es un dato experimental que cambiaria en
funcién del tamario del equipo y el flujo de biomasa empleado, por lo que el consumo
energético podria reducirse sensiblemente dependiendo de las condiciones utilizadas.

La etapa de LSFS es la que tiene un menor gasto energético en todo el proceso.
En los casos 3 y 4 el consumo de energia es menor que en el caso base debido a la
mayor carga de solidos empleada en las incubaciones, ya que al contener menos agua,
los flujos de energia necesarios para mantener las temperaturas dptimas de operacién
son menores. Este efecto se extiende a la etapa de separacién en el caso 3, cuyo gasto
energético es mucho menor (un 43% menos) que el de el caso base. En cambio, en el
caso 4 no hay un ahorro energético en esta etapa, al contrario, aumenta el consumo
de energia casi un 5% respecto del caso base, debido a la mayor cantidad de agua que
entra al proceso en el lavador de gases. La destilacién consume alrededor de 6 — 6,5
MJ/L etanol en todos los casos, valor similar a los calculados por Wingren et al. (2008),
7,2 a 5,5 MJ/L etanol, y Humbrid et al. (2011), 6,05 MJ/L etanol. Cardona y Sanchez, en
cambio, estimaron un consumo de energia de 27,4 MJ/L etanol sumando la energia de
la destilacion mas la de una etapa de deshidratacion.
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Tal y como se hizo anteriormente para el caso base, se calcularon los consumos y
producciones energéticas de todos los casos de estudio, referidos a la produccién de
etanol, asi como el balance de energia respecto de la materia prima (Tabla 4.7).

Tabla 4.7- Balance energético de los diferentes casos de estudio, referido a la energia
consumida (valores negativos) y producida (valores positivos) en el proceso,
clasificada segun su tipo. Valores de recuperacion de energia considerando el
aporte energético de la biomasa.

Tipo de energia Caso base Caso 2 Caso 3 Caso 4
Consumo de energia
Energia mecanica

(MJ/L etanol) -4,6 -3,6 7,1 5,1
Calentamiento

-4 - - -4,7
(MJ/L etanol) 3 3,6 6,5 ;
Refrigeracion

-2 -23,4 -35,1 -2
(MJ/L etanol) 8,6 3, 35, 9,8
Recuperacién de energia
Combustion residuo solido

48,1 7,2 4 70,7
(MJ/L etanol) 8, 37, 96, 0,
Biogas
(MJ/L etanol) 6 >, 9,0 6,8
Total proceso 322 21s 649 579

(MJ/L etanol)
Recuperacidn energia
sobre materia prima 0,70 0,73 0,73 0,95
(eficiencia energética)

Si se analiza el saldo energético total del proceso, en todos los casos el valor es
positivo, indicando que la produccién de energia a partir de las corrientes residuales es
capaz de compensar la energia gastada en el proceso y ademads generar un exceso de
energia que estaria disponible para su venta. Respecto del valor de referencia del caso
base, la energia total por litro de etanol generada en el proceso es menor en el caso 2
y mayor en los casos 3 y 4. Esto es debido a que en los casos 3 y 4 queda una mayor
cantidad de carbohidratos (glucano y xilano) en el residuo sélido, lo que hace que esta
corriente tenga no sélo un mayor flujo, sino también un mayor valor energético. En el
caso 4 se consume una mayor cantidad de agua en el proceso, por lo que el flujo de
agua residual es mayor, produciéndose una mayor cantidad de biogas.

Si se compara la energia recuperada en el proceso con la que contiene
inicialmente la biomasa, todas las alternativas planteadas mejoran respecto del caso
base. En el caso 2 se produce una ligera mejora desde 0,7 (caso base) hasta 0,73, lo
gue es debido a la mayor cantidad de etanol producido por cada kg de biomasa. En el
caso 3 tiene lugar el mayor gasto energético, pero también es donde mas energia se
produce a partir de la combustién del residuo sélido, por lo que la recuperacién final
de energia es 0,73 sobre la energia de la paja de cebada. El caso que mas se acerca a
un proceso energéticamente eficiente es el caso 4, ya que se recupera el 95% de la
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energia contenida en la paja de cebada. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
mejora en la eficiencia energética del proceso en los casos 3 y 4 no tiene su origen en
una mayor produccién de etanol, sino en la energia producida por la combustién del
residuo sdélido y por la digestion anaerobia del agua de desecho. Este hecho no seria
asumible desde el punto de vista de una utilizacién eficiente de carbohidratos
contenidos en la biomasa, que al no hidrolizarse correctamente forman parte del
residuo sélido.

4. Conclusiones

En este capitulo se calcularon los balances de materia y energia del proceso de
produccién de bioetanol a partir de paja de cebada mediante bioextrusién y LSFS del
bioextrusado, en un caso base y cuatro escenarios alternativos que implican diferentes
modificaciones del caso base.

El caso base estudiado comprende un proceso de pretratamiento mediante
extrusion alcalina mas bioextrusion, seguida por una etapa de licuefaccién al 20% (p/v)
de carga de sélidos, tras la cual se inocula el medio con S. cerevisiae y se produce la
fermentacion de la glucosa. En la zona de separacion y recuperacion del bioetanol se
recurre a un tren de destilacion donde se llega a una concentracidn de etanol del 92%
(p/p), seguido por una deshidratacién del etanol mediante tamices moleculares, donde
se llega a una pureza del 99,5% (p/p). Las corrientes de desecho producidas se separan
en liquidos, que son tratados mediante digestién anaerobia y sélidos, que se queman
en caldera para producir energia. En esta configuracion se producen 199 L etanol/t
biomasa y se consumen 7,2 t de agua/t biomasa. El consumo de energia fue de 37,5
MJ/L etanol, recuperandose 69,7 MJ/L etanol a partir de la combustion de lignina y
biogds producido. En conjunto, la eficiencia energética del proceso es de 0,70. La
produccién de etanol esta dentro del intervalo de valores encontrados en la literatura
para procesos con fermentacion exclusiva de la glucosa; sin embargo el consumo de
agua es elevado y deberia plantearse un sistema de recirculacion y reduccién del agua
empleada en el proceso. El consumo de energia es mayor que el calculado en los
estudios mas recientes, por lo que seria necesario disefiar un sistema de integracién
energética que permitiese reducir este valor. La eficiencia energética del proceso es
buena dentro de los valores encontrados dentro de la literatura; sin embargo, depende
en gran medida de la cantidad de energia recuperada en las corrientes de desecho.

A continuacidn se evaluaron las alternativas al caso base en las que, en lugar de
fermentar Unicamente la glucosa, se considerd una co-fermentacién de los C5 y C6
(caso 2), se aumento la carga de sélidos en la incubacion hasta un 37% p/v (caso 3), o
se consideraron ambas alternativas a la vez (caso 4). Con estas modificaciones se
consiguid, alternativamente, mejorar la produccidon de etanol, llegando hasta 257 L
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etanol/t biomasa (caso 2), reducir el consumo de agua hasta 4,5 t agua /t biomasa
(caso 3) o incrementar la eficiencia energética hasta 0,95 (caso 4). La produccién
maxima de etanol esta dentro del rango de las descritas en la bibliografia en procesos
de co-fermentacién. No obstante, los aumentos en la eficiencia energética del proceso
realizado al 37% p/v de carga de sélidos (casos 3 y 4), no resultan interesantes, ya que
se producen a costa de una pérdida importante en el rendimiento global de
produccién de etanol, compensada por la energia producida a partir de la combustion
y digestidn anaerobia de los residuos.

En conclusion, parte de los resultados de la simulacién del proceso de
produccién de etanol lignoceluldsico estudiado son prometedores; sin embargo, al
analizar el balance energético se hace evidente que es necesario implementar
diferentes mejoras en el proceso y en la simulacion para determinar su potencial real.
En cuanto al proceso, uno de los cuellos de botella detectados es el bajo rendimiento
de la hidrdlisis enzimatica, cuando se emplean altas cargas de sdlidos. Como ya se
comentd en el capitulo anterior, seria necesario el desarrollo de una mezcla enzimatica
especifica que permitiese hidrolizar los oligémeros producidos, aumentando asi la
produccion de azUcares monoméricos en esta etapa. Por otra parte, es evidente que
para que el proceso sea viable es imprescindible incorporar una co-fermentacion, que
aproveche el potencial de produccion de etanol a partir de las pentosas, descartando
las alternativas que no la tengan en cuenta. Otro punto débil del proceso es su gran
consumo de agua y de energia, sobre todo en el pretratamiento. Para mejorar estos
aspectos habria que realizar mas ensayos que optimizasen estos valores (experimentos
a una mayor relacién sdlido-liquido en el extrusor).

Por otra parte, se hace necesario plantear nuevas configuraciones de proceso en
las que se lleve a cabo una integracidon energética completa y disefiar un circuito de
reciclaje del agua de proceso para minimizar su consumo. A nivel de simulacién es
importante intentar subsanar las limitaciones detectadas para aumentar la precisiéon
del modelo. A este respecto, es importante recabar mas datos experimentales para
completar el BE, asi como introducir los circuitos de servicios auxiliares en la
simulacion. Idealmente, ademds, se deberian desarrollar e implementar modelos
propios de BM y BE para las etapas de pretratamiento y LSFS.
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Conclusiones

El estudio de un pretratamiento de la paja de cebada por extrusion alcalina

combinada con bioextrusién planteado en el presente trabajo, permite extraer las

siguientes conclusiones:

1.

En general, el pretratamiento de extrusion alcalina es un método efectivo para
alterar la estructura de la biomasa de paja de cebada y promover asi la
produccién de azucares fermentables en el material extrusado, mediante la
utilizacién de enzimas comerciales.

La extrusion alcalina en condiciones moderadas de alcali y temperatura
produce una desacetilacién y solubilizacién parcial de las hemicelulosas, asi
como una cierta deslignificacién de la paja de cebada. El pretratamiento
permite alcanzar unas elevadas recuperaciones de sélidos y de azlcares en el
extrusado, obteniéndose un material que contiene la mayor parte de los
azucares de la materia prima, tanto C6 como C5.

La configuracion de extrusion alcalina con lavado fuera del extrusor
(configuracion bdsica) permite obtener un sustrato concentrado en
carbohidratos, con una elevada digestibilidad enzimatica. En esta configuracion
el pardmetro R [en el intervalo 2,5 -7,5% (p/p)] afecta significativamente a la
produccién de azucares, de manera que a mayor valor de R, la digestibilidad
enzimatica aumenta.

La integracion de una etapa de neutralizacién dentro del extrusor permite
obtener un material apto para su incubacién con enzimas sin necesidad de
acondicionamiento previo, evitando la etapa de lavado, disminuyendo las
operaciones corrientes abajo, y avanzando en la integracidn del proceso. Esta
configuracion se ha demostrado escalable a nivel de planta piloto de capacidad
maxima 100 kg/h, si bien se producen ciertos cambios en el balance de materia
del proceso.

En la configuracidon con neutralizacién integrada, es necesaria la introduccién
de una etapa de filtracién dentro del extrusor, que mejora significativamente la
digestibilidad enzimatica de los extrusados obtenidos, en comparacién con la
de los extrusados a los que no se ha aplicado filtracion. En esta configuracion el
parametro R no resultd significativo en el rango ensayado [6—10% (p/p)].

La extrusion con enzimas de la paja de cebada previamente sometida a
extrusion alcalina (bioextrusidon) es un proceso altamente integrado que
produce un material con unas caracteristicas propias y distintivas respecto de
los extrusados alcalinos lavados o neutralizados.
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7.

10.

11

A nivel fisico, la bioextrusion produce una reduccién del tamafno de particula,
asi como el aumento de la fraccidn soluble, debido a la solubilizacién de parte
del glucano y el xilano durante el tratamiento.

El pretratamiento de bioextrusiéon favorece la produccién de oligdmeros de
glucosa y xilosa en todas las condiciones ensayadas, lo que resulta en una
reducciéon del rendimiento en mondmeros en los bioextrusados en
comparacion con el material extrusado alcalino. Para la hidrélisis de estos
materiales seria necesario estudiar la utilizacion de mezclas enzimaticas
especificamente disefiadas para los mismos, que permitan la hidrdlisis de las
formas oligoméricas, mejorando asi la produccién de azlicares monoméricos.

El bioextrusado es un sustrato adecuado para su utilizacion en un proceso de
licuefacciéon y sacarificacion y fermentacion simultaneas (LSFS), si bien es
necesario reducir la proporcion de sélidos del mismo (23% p/p) para mejorar
los rendimientos de produccidn de etanol. En ensayos realizados al 20% (p/v)
de carga de sdlidos, se alcanzan concentraciones de 30 g/L de etanol en el
medio, siendo el rendimiento de LSFS un 75% del tedrico.

Los estudios del balance de materia y energia llevados a cabo mediante
software de simulacion dieron como resultado una produccién de etanol de
199 L/t biomasa y una eficiencia energética del 70%. Estos resultados permiten
concluir que es imprescindible introducir una co-fermentacién, que aproveche
el potencial del material pretratado en cuanto a produccion de pentosas, para
mejorar tanto la producciéon de etanol, como la eficiencia energética del
proceso.

. Aunque desde el punto de vista de los balances masicos del proceso éste es

equiparable a otros procesos descritos en la bibliografia, son necesarias
mejoras en cuanto al consumo de agua y energia para mejorar su viabilidad
energética y potencialidad de aplicacién.
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In this work, an integrated one-step alkaline-extrusion process was tested as pretreatment for sugar
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of the untreated material, which supports the great potential of this one-step combined pre-treatment
technology for sugar production from lignocellulosic substrates. The absence of sugar degradation prod-
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since inhibitory effect of such product on sugar fermentation would be prevented.
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1. Introduction

The increasing global energy demand, which relies mostly upon
the dependence on fossil fuels and a raising concern about the
greenhouse gases emissions have lead to a search for new and sus-
tainable energy sources. In this context, biofuels represent a solid
alternative to conventional fossil fuels. Within this field, ethanol
produced from lignocellulosic biomass is considered a key element
to boost implementation of bioethanol in the current fuel market
since it avoids the most important drawback of the first genera-
tion bioethanol: its competition with food crops. However, since
the structure of these materials makes them very recalcitrant to
the enzymes accessibility [1], a pretreatment is needed to break
down the lignin net and disrupt the crystalline structure of cel-
lulose, increasing the surface area and porosity of the biomass
fibres.

Among the several pretreatments that are being currently stud-
ied and further developed, extrusion stands out for its ability to
provide high shear, rapid heat transfer, and effective and rapid
mixing [2]. Other advantages of this method are the feasibil-
ity of continuous operation and its versatility to adopt different
process configurations. In addition, extrusion can be run at mod-
erate temperature, which is advantageous in comparison to other
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hydrothermal pretreatments, since the formation of inhibitory
byproducts as 2-furaldehyde and 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde
(hereinafter referred as furfural and HMF) can be prevented.
Pretreatment of different biomasses by extrusion alone or in combi-
nation with different chemicals and additives for sugar production
by enzymatic hydrolysis has been reported by several authors dur-
ing the last years. The performance of extrusion and the influence of
the operation parameters has been studied on switchgrass, prairie
cord grass, corn stover and more recently on pine wood chips by
Karunanithy and Muthukumarappan [2-6], while other researchers
have focused extrusion pre-treatment on biomasses such as Mis-
canthus sp. [7], Douglas fir [8], soybean hulls [9], rice straw [10]
and a combination of wheat bran and straw [11].

Lately, extrusion has been also pointed out as an interesting
technique to be used together with other pretreatments, in a two-
step process strategy. For example, Lee et al. [12] used extrusion
as complementary step for Douglas fir after hot-compressed water
treatment. Results showed sugar yields 5 times higher than with-
out passing through the extruder and a fine fibrous morphology on
a sub-micro/nanoscopic scale. The combination of extrusion and
diluted acid pretreatment has been tested on rice straw and proved
to be an effective method to maximize hemicellulose hydrolysis
and enhance glucan to glucose conversion by enzymes [10]. More
recently, the conditions for sequential treatment of corn stover
by extrusion and surfactant pretretament has been optimized
[13], aimed at increasing efficiency of hydrolysis for bioethanol
production.
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On the other hand, mild alkaline pretreatment is a well-known
method to enhance the enzymatic digestibility of the lignocellu-
losic biomass. It is generally more effective in the pretreatment
of agricultural residues and herbaceous crops [14]. Biomass soak-
ing in sodium hydroxide, potassium hydroxide, ammonia or lime,
in a concentration below 2%, has been reported to cause deligni-
fication, xylan loss, decrease of cellulose crystallinity and swelling
of biomass [14-16]. As a consequence, sugar production increases
as reported by McIntosh and Vancov [17], who obtained 5.6-fold
higher sugar yields by pretreating sorghum straw in 2% NaOH at
121 °C for 60 min.

The combination of both extrusion and alkaline pretreatment
has been explored in some recent works by Lamsal et al. [18] and
by Karunanithy and Muthukumarappan [4], with different results.
Lamsal could not find any improvement in sugar yield by soaking
wheat bran and soybean hull in a solution of sodium hydroxide,
urea and tiourea (10%, w/w) and then introducing the mixture in a
twin-screw extruder at 7 Hz and maximum barrel temperature of
150°C, compared to a simple grinding of the biomass. However, the
extensive washing of the pretreated substrate took away the sol-
vents and enzymatic inhibitors, resulting in enhanced sugar yields
of 60-73% and 25-36%, respectively, for wheat bran and soybean
hull. On the other hand, Karunanithy and Muthukumarappan opti-
mized the extrusion performance for prairie cord grass at 114°C,
122 rpm, 1.70% NaOH concentration and 8 mm particle size, reach-
ing a maximum glucose and xylose recovery of 86.8 and 84.5%
respectively, after enzymatic hydrolysis. These authors claim that
the low alkaline concentration used allow hydrolysing the extruded
material without washing of the biomass.

In both works, the alkali soaking was a previous step to the
extrusion and was done in a discontinuous way. The aim of this
study is to integrate both processes in a single step to pretreat
barley straw, enabling a continuous operation of the whole pre-
treatment, reducing the contact time between the NaOH and the
substrate and possibly improving the effect of the alkali by a thor-
oughly mixing in the extruder. The final purpose of the present
work is to optimize the operation conditions, namely the ratio
NaOH/barley straw dry weight (w/w) (R) and extrusion tempera-
ture (T), in an integrated alkaline-extrusion pre-treatment by using
a statistical experimental design, in order to enhance glucan and
xylan digestibility by further enzymatic saccharification.

2. Materials and methods
2.1. Raw material

Barley straw (6% moisture content) was provided by Centre for the Development
of Renewable Energy Sources (CEDER), (Soria, Spain). Biomass was coarsely crushed
to about 5 mm particle size using a laboratory hammer mill (Retsch), homogenized
and stored until used.

2.2. Extrusion pretreatment

Extrusion was performed in a twin-screw extruder (Clextral Processing Plat-
form Evolum® 25 A110, Clextral, France), composed of 6 modules of 100 mm length
each (Fig. 1). In module 5 a filtration step was set up in order to separate liquid
from solid fraction (filtrate and extrudate respectively) after extrusion. The mod-
ules have a heating and cooling system that allows setting a temperature profile
throughout extrusion process. The temperature set for the module is considered
to be the extrusion temperature (T). The screws diameter is 25 mm and they were
configured to produce transport, mixing and shearing effects along the process, as
depicted in Fig. 1. Two metering pumps connected to the extruder are used to supply
the catalyst (NaOH solution at 10%, w/v) and H,O to the process. Biomass feeding
was done through a volumetric feeder KMV KT20 (Ktron), which has a flow capacity
up to 1.2 kg/h for 5 mm barley straw. The feeder screw speed rate was set to provide
a continuous feed rate of 0.6 kg/h.

Operating conditions were set to achieve moderate values of R, between 2.5
and 7.5% (w/w), and temperature, between 50 and 100°C. Based on preliminary
experiments, a fixed motor speed of 150 rpm was used for all runs. At this condition,
the residence time of the biomass inside the extruder is about 2 min.

Table 1
Experimental conditions according to 23 factorial design used in the study of inte-
grated alkaline-extrusion of barley straw.

Experimental design

Run Temperature (T) °C NaOH/BS DM ratio (R) (%, w/w)
1 50 2.5

2 50 5

3 50 7.5

4 75 25

5 75 5

6 75 7.5

7 100 2.5

8 100 5

9 100 7.5

After extrusion, solid extruded material was recovered and washed thoroughly
with distillate water until neutral pH (hereinafter, extrudate). Filtrate was also col-
lected and analyzed for sugar and degradation compounds, i.e. furfural and HMF.

A portion of extrudate was dried and analyzed for carbohydrates and lignin com-
position to evaluate changes in comparison to untreated BS. Samples were stored
at 4°C in hermetic plastic bags until use in enzymatic hydrolysis experiments.

2.3. Experimental design

In order to study the variation of extrudate composition and enzymatic
digestibility against selected process variables and to determine the optimum extru-
sion conditions leading to a maximum enzymatic digestibility in extrudate, a 23
factorial experimental design with two variables [ratio NaOH/barley straw dry
weight (w/w), R and extrusion temperature, T] was employed. The design resulted
in 9 runs (Table 1) and was developed with StatGraphics Plus 5.0 Enterprise Edition
(Satistical Graphics Corporation, Princenton, NY). The order of experiments was ran-
domized, as a way to avoid the effect of lurking variables. The levels of optimized
variables were 2.5-5-7.5% for R and 50-75-100°C for T. They were selected accord-
ing to the criteria of using mild conditions and based on preliminary extrusion trials
on BS.

2.4. Enzymatic hydrolysis

The extrudate was used as substrate for enzymatic hydrolysis (EH) in 0.05M
sodium citrate buffer (pH 4.8) at 50 °C and 5% (w/v) dry extrudate load. As a control,
untreated barley straw was also subjected to enzymatic hydrolysis at the same con-
ditions. Experiments were performed in 100 ml Erlenmeyer flasks on a rotary shaker
(Certomat-R B-Braun, Germany) at 150 rpm. Enzymatic cocktail consisting of com-
mercial cellulase boosted with commercial Xylanase in a proportion 9:1 in protein
content was added in a dosage of 10 mg protein (15 FPU of cellulase)/g dry extru-
date. The supplementation with xylanase was aimed at promoting xylan hydrolysis,
based on the significant xylan content of extrudates after extrusion (see below). The
enzymes were kindly provided by Novozymes A/S (Denmark). After 72 h sacchari-
fication, glucose and xylose concentration in EH media was measured by HPLC as
described below in analytical methods section.

The parameter used to evaluate the hydrolysis performance is the enzymatic
hydrolysis yield (EHY), which is defined as the glucose/xylose released during EH
divided by the potential glucose/xylose (calculated based on glucan/xylan content
of the solid extrudate), and expressed as percentage.

2.5. Raw and extruded biomass characterization

National Renewable Energy Laboratory (NREL, CO) laboratory analytical pro-
cedures (LAP) for biomass analysis [19] were used to determine carbohydrates,
acid-insoluble lignin, acid-soluble lignin, acetyl groups, extractives and ash con-
tent in raw material. Extrudates were analyzed for carbohydrates and acid-insoluble
lignin by the same procedures.

2.6. Analytical methods

The filtrate was recovered after extrusion and analyzed for its content of
monomeric and oligomeric sugars. The oligosaccharides ratio was determined as
the difference in monomeric sugar concentration before and after mild acid hydrol-
ysis (3%, v/v H2S04, 120 °C and 30 min). Sugars were analyzed by high-performance
liquid chromatography (HPLC) in a Waters 2695 liquid chromatograph with refrac-
tive index detector, as described in Cara et al. [20]. Likewise, glucose and xylose
concentration after completion of enzymatic hydrolysis tests was measured in EH
media by HPLC using the same column. Furfural and HMF were analyzed by HPLC
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA), using an Aminex ion exclusion HPX-87H cation-
exchange column (Bio-Rad Labs, Hercules, CA) at 65 °C. Mobile phase was 89% 5 mM
H,S04 and 11% acetonitrile at a flow rate of 0.7 mL/min. Column eluent was detected
with a 1040A Photodiode-Array detector (Agilent, Waldbronn, Germany).
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Fig. 1. Screw configuration used for barley straw extrusion in the 6-module twin-screw extruder with inlet/outlet positions. T: transport effect, M: mixing effect; S: shearing

effect.

3. Results and discussion
3.1. Raw material composition

Table 2 presents the results of barley straw composition. The
dry matter distribution shows an average value of 39.1% cel-
lulose, 25.7% hemicellulose and 15.2% lignin, making it a very
promising substrate for bioconversion to ethanol after a suitable
pre-treatment based on high total carbohydrate content of 65%
on dry weight basis (dwb). The degree of lignification of barley
straw biomass is in the range of that reported for other agricultural
residues such as wheat straw (17%) [21] or corn stover (17-19%)
[22]. A significant fraction of the feedstock, about 10%, is made up
of both water and ethanol soluble materials, included in the term
extractives. Water extract was analyzed for sugar content and glu-
cose was found in concentration about 2 g/l (equivalent to about
1g/100 g dw biomass). Minor contents of other sugars were found.
The high ash content of barley straw (6.8%) is consistent with the
presence of silica as a major mineral component of cereal straws. In
general, results are comparable to the ones reported by Linde et al.
[23]; Persson et al. [24]; Garcia-Aparicio et al. [25] and Li et al. [26]
for raw barley straw.

3.2. Extrusion pretreatment

3.2.1. Effect of extrusion conditions in extrudate and filtrate
composition

In order to evaluate the efficiency of extrusion as a pretreatment
to fractionate barley straw biomass and so affect the enzymatic
digestibility of the extruded material, changes in the composition
of extrudates with respect to the raw material were measured at
the different extrusion conditions. Moreover, filtrate fraction was
analyzed for sugar composition and the presence of furfural and
HMEF. Results are shown in Table 3.

Regarding the results of biomass composition variation because
of extrusion (Table 3), in general alkali concentration seems to exert

Table 2
Raw barley straw composition. Mean values and standard deviation of three
replicates.

Component (% dwb)
Extractives 10.2 £ 0.9
Cellulose 39.1 £ 0.7
Hemicellulose 257 £ 0.3
Xylose 238 +£0.2
Arabinose 3.7 +£0.05
Galactose 1.5 £ 0.02
Acetyl groups 1.8 £ 0.01
Acid-insoluble lignin (AIL) 15.2 £ 0.01
Ash 6.8 £0.2

a greater effect than temperature, in the range of conditions tested.
To evaluate changes in comparison to raw BS, it has been consid-
ered that extractives and ash are solubilized into the filtrate during
extrusion (these components are not found in extrudate compo-
sition analysis) and that so, cellulose, hemicellulose and lignin
remaining in the extrudate would be concentrated at least by a
factor corresponding to the sum of extractives and ash content,
which accounts for 17% of BS dry weight. So, to refer composition
values shown in Table 1 to an “extractives and ash free” basis BS,
they can be multiplied by a factor of 1.2 [100/(100-17)]. Taking into
account these considerations, it can be seen that at R of 2.5%, extru-
date composition at the three temperatures tested is similar to that
expected if raw BS composition data are multiplied by the concen-
tration factor above, i.e., 47% cellulose, 25.4% xylan and 18.2% lignin,
indicating very slight or no destructuration of major components
in BS at these conditions.

Particularly for hemicellulose fractionation, the one-step
alkaline-extrusion process, in the conditions tested in the present
work, does not exert an impact in hemicellulose breakdown at R
of 2.5 and 5% and only at 7.5% for all temperature conditions (runs
3, 6 and 9), xylan content values are below than expected if the
concentration factor is considered (25.4%), indicating hemicellu-
lose solubilization. Even when xylan solubilization occurs at the
highest alkali ratio, a significant part of the xylan in raw material is
remaining in extrudate after extrusion, which could be hydrolyzed
in the subsequent enzymatic hydrolysis step by specific enzymes.

Sugar analysis of the prehydrolysate (Table 3) shows negli-
gible concentrations of glucose (data not shown) and varying
amounts of hemicellulose-derived sugars, mostly xylose and arabi-
nose and in minor concentration galactose and mannose (data not
shown). Increasing hemicellulose-derived sugar content is found
as R raises, reaching concentrations up to 18g/l at 75°C and 7.5%
R (Table 3). It was found that sugars measured in filtrate were
mostly in oligomeric form in all R conditions, regardless the extru-
sion temperature. It is important to highlight that neither furfural
nor hydroxymethyl furfural (HMF) was detected in the filtrates.

The effect of exposure to alkaline substances during the pre-
treatment process on hemicellulose loss is well supported in the
literature in experiments at different operation conditions for alkali
treatment. McIntosh and Vancov [17] obtained 18.5% of hemicel-
lulose solubilization for sorghum straw when biomass was treated
for 60 min in an autoclave at 121 °C and 0.75% NaOH. Other studies
have shown the effectiveness of pretreating lignocellulosic materi-
als with dilute alkali for xylan removal by soaking soybean or wheat
straw biomass at room temperature [27,28]. However, these results
are difficult to compare with the present work due to very differ-
ent process conditions for alkali treatment. In the integrated one
step process of the present work, the action of alkali is combined
with the mixing and shearing effects of extrusion during the 2 min
the residence time of the material inside the extruder at selected
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Table 3

Extrudate solid content and composition (% dry matter), EH yield based on glucose and xylose release and concentration of hemicellulosic sugars in filtrate, at different
temperature and NaOH/BS (% w/w) ratios, according to design of experiments shown in Table 1 Mean values of triplicates.

Experiment Extrudate solid content Extrudate composition (% w/w) Hemicellulose sugars™ in Enzymatic hydrolysis yield
(g solid/100 g extrudate) filtrate (g/1) (EHY) (% of theoretical)
Cellulose Xylan AL’ Glucose Xylose
1 2245 43.7 £ 0.2 26.8 + 0.1 19.1 £ 0.1 14 31.2 + 0.003 18.8 £ 0.02
2 18.80 46.5 + 0.5 25.7 £ 04 15.0 £ 0.1 5.4 838+ 04 68.8 + 0.2
3 19.79 64.5 £ 0.1 14.5 £ 0.1 13.7 £ 04 8.6 822+ 0.7 748 £1.8
4 26.43 523+ 1.7 26.8 + 0.7 182+03 1.9 50.3 + 0.2 45.5 + 0.02
5 19.0 534+ 1.0 26.3 +£09 143 £ 0.2 7.4 81.7 +£ 0.6 68.4 + 0.2
6 13.85 583 £ 0.2 20.8 +£0.2 124 +£ 0.2 18.0 74.7 £ 1.7 88.2 £ 0.6
7 30.90 456 + 1.5 26.1 + 1.1 195+03 0.8 358 £ 04 34.6 +£ 0.2
8 15.58 514+ 1.9 25.1 £ 1.0 13.2 £ 0.1 7.2 90.3 + 0.8 64.8 + 0.4
9 18.43 61.0 £ 0.3 15.6 + 1.6 121+ 03 11.7 710+ 1.4 88.3 £ 0.1

" Acid-insoluble lignin.
™ Sum of xylose, arabinose, galactose and mannose.

screw speed. Also working on extrusion, Jacquemin et al. [29] have
reported effective hemicellulose extraction by a combined twin-
screw alkali-extrusion in a mixture of wheat bran and straw, but
in this work much higher values of R [close to 50% (w/w)] are
employed.

According to our results, R value>5% during extrusion is
needed to provoke significant hemicellulose solubilization, regard-
less extrusion temperature. On the other hand, when the results of
lignin content variation during extrusion are analyzed, AIL content
is below that “concentrated” value (18.2%) at R of 5 and 7.5% at all
temperatures tested, while only at the lower value of 2.5%, no lignin
was removed. This means that mildest conditions are required
to attain some lignin solubilization compared to hemicellulose,
suggesting greater effectiveness of alkaline extrusion treatment
on lignin component, in the conditions tested in the present
work. A positive effect of alkali treatment on lignin hydrolysis and
swelling of wheat straw biomass has been reported in relation to an
improvement in the enzymatic digestibility of the substrate [30].
In fact, it is generally recognized that lignin is one of the main hin-
drances that difficult the enzyme access to the cellulose [31] and
for this reason, delignification is often used as an indicator of the
pretreatment effectiveness in alkaline pretreatments.

As a consequence of hemicellulose and lignin solubilization as R
increases from 2.5% on, cellulose is concentrated in the extrudate,
reaching maximum content close to 65%, w/w, which is obtained
at 50°C and R of 7.5%. The increase of the cellulose content in
extrudate at this condition compared to untreated BS (39.1% dwb)
is an important advantage of biomass pretreatment for ethanol
production, since the material that is introduced in the following
step of hydrolysis is cellulose-enriched in relation to the untreated
material.

In order to assess the importance of the effect of T and R on the
variation of extrudate composition, a response surface analysis was
performed with the experimental data shown in Table 3. The graphs
reveal a marked effect of R and, in a much lesser extent, of T, on cel-
lulose, hemicellulose and lignin content, as it is shown in Figs. 2-4
(panel A), respectively. There is a clear tendency towards increasing
cellulose content and decreasing hemicellulose and lignin content
in extrudate, as the value of R levels up from 5 to 7.5%. In fact, when
the significance of each effect on the global behaviour of the vari-
able is analyzed by the Pareto charts (panel B of Figs. 2-4); only the
effect of R is significant, at a 95.0% confidence level. The effect of
temperature is not statistically significant for any of the considered
responses. It means that in the range of variation of temperature
tested no significant influence on extrudate composition exists,
given the effect of NaOH/BS DM ratio.

Table 3 also includes values of solid content of extrudates at
different conditions, which varies between about 14 and 30% dwb.

In the integrated extrusion process of this work, it depends mainly
on the different inlet flows and the extrusion configuration, since
no treatment is given to the raw material before. This implies that
the consistency (solid content) of the extrudate at the output can be
adjusted according to the process needs by varying the flows and
the screw profile, always considering the effect on solids losses,
which can be attributed to any carbohydrate solubilization.

3.3. Enzymatic hydrolysis

From glucan and xylan enzymatic hydrolysis yields values
on extrudates produced at different extrusion conditions shown
in Table 3, it can be concluded that integrated NaOH-extrusion
improved enzymatic digestibility, in comparison to untreated BS
(17 and 10% of theoretical for glucan and xylan, respectively, data
not shown). The hydrolysis yield refers to the efficiency of enzymes
to reach and hydrolyze the carbohydrates in the extrudate and
is often referred as “saccharification efficiency”. It levels up as R
increases to maximum values of 90% and 88% of theoretical for
glucan and xylan conversion, respectively. This means that the
enzymatic digestibility of glucan and xylan in BS can be increased
in 5 and 9 times, respectively, in relation to untreated BS by
the moderate integrated alkaline-extrusion process of the present
work.

The increase of R causes a marked effect on enzymatic digestibil-
ity, regardless the temperature tested. At the lowest R value of
2.5%, where no significant changes in extrudate compositioninrela-
tion to raw BS were found, the rise in EHY compared to untreated
BS is significantly lower than obtained when R increases to 5%
on, as a result of a higher destructuration of the material at a
more severe extrusion conditions. When BS is extruded at 5% R, a
marked increase in EH yield is found at all temperatures, attaining
the maximum value of 90% in the experiments at 100°C. At this
alkaline condition, lignin solubilization was found (see discus-
sion above), which can be considered an indicator of a break of
the strong cellulose-hemicellulose-lignin association resulting in
enhanced enzyme accessibility. However, in experiments at 7.5%
R, the increase of T to 75 and 100°C, results in a decrease in
enzymatic digestibility. The combination of more severe alkali and
temperature conditions may be leading to condensation and/or
repolymerization reactions in the cellulose-hemicellulose matrix,
resulting in lower enzymatic hydrolysis efficiency.

On the other hand, xylan conversion yield increases in all
temperatures tested as alkaline conditions become more severe,
attaining values of 88% of theoretical in extrudates at 75 and
100°C and 7.5% R. It means that the digestibility of xylan is
greatly improved by the one-step alkaline extrusion process, which
shows the positive effect of this pre-treatment to deconstruct
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Fig. 2. Response surface graph and Pareto chart of the effect of T and NaOH/BS ratio on cellulose content in extrudate.
A) 100 T ] B) L
[ T T ] 19.0-21.0 3
L j:H—L t ] A:% NaOH/BS O+
Q0L S J mm  210-230 ’ =-
~  80F J = 250270
S’i F 1 ||| 27.0-29.0 BB -
F 70F 1 44 29-0-310
31.0-33.0 AB l:'

60 o
F o+ }‘ ] B:Temp |

sokem o HHHTIL = ] R R BT T
2.5 3.5 4.5 55 6.5 75 <

9%NaOH/BS ratio Standardized effect
Fig. 3. Response surface graph and Pareto chart of the effect of T and NaOH/BS ratio on hemicellulose content in extrudate.
A) 100 : 7 B) : ‘ : : ‘ ‘
= (= oz seones M | =
U — 1M 122134 = -
[ nd B — ] 13.4-14.6 AA j
&80 B || /— 1 — 146-158
S e I — 111 158170 B:Temp -
= 70:— E — —: -+~ 17.0-18.2

i — ] 18.2-19.4 AB -

60 [ H p— 3
F s [ — 1 BB |:|

50 ;. A - = = .: s L L L ' L
25 3.5 4.5 5.5 6.5 7.5 9 g 8 i 12 =

’ ’ %NéOH/BS rétio ’ ’ Standardized effect
Fig. 4. Response surface graph and Pareto chart of the effect of T and NaOH/BS ratio on acid-insoluble lignin content in extrudate.
A) 100 F ; : Iy : B e
F o Bl 340417 :
E 11T v +
0k HH m ioags  A%NeONES | =
: BN 494-571 AA
o 8or 57.1-64.8
s ; — 648725 AB -
L () [l 725802
: [T 80.2-87.9 BB .
60 I 87.9-95.6
F il i B:Temp |
50 AAE e mar i I . . . . . . .
2.5 3.5 4.5 55 6.5 7.5 0 ! : : : 5 :
- ’ %NaOH/BS ratio - ’ Standardized effect
Fig. 5. Response surface graph and Pareto chart of the effect of T and NaOH/BS ratio on enzymatic hydrolysis yield for glucan.
A) 100 F HH B B) ‘ : - : ‘
[ I Bl 25.0-345 0

90 F — ' 8§ mm semugg AUEIHCHES | E+
£ 44.0-53.5
r BB

5 80 E‘ 4 . 535630 -
b ——— || 63.0-725 AA

~ £ A 72.5-82.0 -

= 70t — " 82.0-915 I:l
F st B:Temp

60 :_ i ] E
; - FH ||

50 L LB L s s L n
2.5 35 45 55 6.5 %5 0 2 g 6 f
’ ’ %NaOH/BS ratio ’ ' Standardized effect

Fig. 6. Response surface graph and Pareto chart of the effect of T and NaOH/BS ratio on enzymatic hydrolysis yield for xylan.

779



780 A. Duque et al. / Process Biochemistry 48 (2013) 775-781

lignocellulose matrix and facilitate the action of hemicellulolytic
enzymes. As in glucan hydrolysis, the improvement with T'is statis-
tically significant, which is well supported by the response surface
graphs shown in Figs. 5 and 6 that show the marked effect of alkali
ratio in both responses EH of glucan and xylan. The Pareto charts
confirm that only the effect of R is significant at a 95.0% confidence
level (Figs. 5 and 6).

A positive effect of extrusion in enzymatic digestibility of
lignocellulosic substrates has also been demonstrated in other lig-
nocellulosic substrates. De Vrije et al. [7] studied a combination of
mechanical and chemical pre-treatment methods for the produc-
tion of fermentable sugars from Miscanthus and concluded that a
combination of extrusion and sodium hydroxide is more favourable
based on higher cellulose conversion yields and good performance
of the pre-treatment. More recently, Yoo et al. [9] have reported on
the increase of glucan to glucose conversion yield of soybean hulls
from 40.8% of untreated biomass to 94.8% after extrusion at 80°C
and 350 rpm in a twin-screw extruder, without any catalyst addi-
tion. However, in the comparison with our results it is necessary
to consider that soybean hull has much lower lignin content (2.3%)
than barley straw, which makes the digestibility of this feedstock
quite high even when untreated. Other authors report on sugar
recovery yields after enzymatic hydrolysis (sugar released during
saccharification related to sugar in raw material) being positively
affected by an extrusion process alone [2,5,6], in combination with
chemicals [4,12,18,32,33] or with other pretreatment techniques,
such as liquid hot water [10]. Alkali impregnation and subsequent
extrusion of prairie cord grass was studied by Karunanithy and
Muthukumarappan [4] in the optimum conditions of 114 °C extru-
sion temperature, 122 rpm screw speed, 1.70% alkali concentration,
and 8 mm particle size. They obtained a maximum glucose, xylose
and combined sugar recoveries of 86.8, 84.5, and 82%, respectively,
by enzymatic hydrolysis.

Regarding the mechanism underlying the positive effect of
extrusion in enzymatic hydrolysis efficiency, it is not completely
elucidated, although several hypotheses have been formulated.
According to Yoo et al. [9], extrusion causes disruption of cell
wall structure due to the combination of thermal and mechani-
cal energy. This combined effect would lead to exposure of greater
surface area and also to deconstruction of hemicellulose chains,
which interfere in enzymes accessibility [18]. In the integrated
alkaline-extrusion process of the present work, the extrusion effect
would be enhanced by the action of the alkaline agent, which
promotes glucan conversion by degradation of ester bonds and
cleavage of glycosidic linkages in the cell wall matrix leading to
the reduction of the lignin-hemicellulose complex and swelling
of cellulose [13]. Our results support the fact that there is a pos-
itive effect of combining extrusion and alkali treatment (in the
interval of T: 50-75°C and R: 5-7.5%) on enzymatic digestibility
of extruded BS. It occurs at the same time that a part of hemicellu-
lose and/or lignin solubilizes, indicating substrate destructuration.
However, when T is increased to 100°C, enzymatic digestibility
decreases.

Other approaches using a combination of techniques that
includes alkali have also been shown to be effective to enhance
enzymatic digestibility of barley straw. Persson et al. [24] pre-
treated barley straw by impregnation with different amounts of
NaOH, followed by steam explosion at 190°C and varying times.
They found glucose conversions after 72 h between 80 and 90%
and xylose yields ranging from 83 to 95%, which are in the range
of those obtained in the present work: However, the integrated
alkaline-extrusion poses the advantage of an one-step integrated
process at lower temperature and lack of sugar degradation com-
pounds. As in the present work, the authors observed a tendency
towards higher glucan conversion with higher NaOH concentration
in the impregnation step.

3.4. Optimization of extrusion conditions for enzymatic
hydrolysis of glucan and validation of the model

Experimental data of enzymatic hydrolysis of glucan were
processed using Statgraphics in order to infer a mathematical
model which would describe the system and be able to predict
its behaviour, being the final objective to maximize the con-
version of glucan to glucose. This analysis was characterized by
regression parameter R%=0.937, which indicates that the model
as fitted explains 93.7% of variability for glucan hydrolysis yield.
The adjusted R? statistic was 0.833. The programme gave the
following equation: X=-107.406+55.723 R+0.96727 T—4.3597
R%—0.06332 RT—0.00434133 T2 for EH yield of glucan (X), as a
function of NaOH/DM ratio (R) and temperature (T). The contour
plot depicted in Fig. 5 shows how the design leads us towards
an optimal experimental condition within the experimental range
studied, which was found to be 89.9% of theoretical, at R=6% and
T=68°C.

To test the model validity, a new experiment was carried out,
setting the process variables to the optimum ones given above. EH
yield for glucan at optimum conditions was 88.9% of theoretical,
which is in agreement with the predicted value (89.9% according
to the above formula) and confirms the validity of the model. At the
optimum conditions, the composition of extrudate gave the follow-
ing composition: cellulose, 54.9%, hemicellulose, 28.9% and lignin,
14.7% (dry weight basis). The hydrolysis yield for xylan resulted in
71% of theoretical and the amount of hemicellulose-derived sugars
reached 10.3 g/l. The absence of furfural and HMF in filtrate was
confirmed in this validation experiment.

4. Conclusions

The results obtained in this work prove the effectiveness of
the integrated one-step alkaline extrusion technique to enhance
enzymatic digestibility of barley straw biomass for sugar produc-
tion. Values of saccharification efficiency of glucan and xylan in
extruded BS can be increased in 5 and 9 times, respectively, in rela-
tion to untreated material in EH experiments on washed extrudate
at 5% (w/w) solids load. These results confirm the effectiveness of
the integrated pretreatment to cause destructuration of lignocel-
lulose structure, so promoting the accessibility of enzymes to the
carbohydrates during hydrolysis step.

The study of the influence of process variables, such as temper-
ature (T) and NaOH/barley straw DM ratio (w/w) (R) showed that
only R has a significant effect on enzymatic hydrolysis yield and
extrudate composition variation, in the interval studied of 2.5-7.5%
(w/w) and 50-100°C. The optimization of process variables for a
maximum glucan to glucose conversion by enzymatic hydrolysis
led to optimal conditions of R=6% and T= 68 °C. At these conditions,
glucan yield reached 89.9% of theoretical, while xylan conversion
was 71%. These results support the great potential of this one-step
combined pre-treatment technology for sugar production from lig-
nocellulosic substrates. The absence of sugar degradation products
isarelevant advantage over other traditional methods for a biomass
to ethanol production process since inhibitory effect of such prod-
ucts on sugar fermentation is prevented. Further efforts will be
devoted to continue studying the process conditions that result in
a more integrated and effective process and to test its feasibility at
a larger scale.
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Barley straw was pretreated with alkali (NaOH) at increasing NaOH/DM ratios (6-10%) and neutralized in
a twin-screw extruder, obtaining a substrate ready for the incubation with enzymes. Two process config-
urations were evaluated: with and without filtration inside the extruder. The enzymatic digestibility of
the pretreated substrates was evaluated and filtration was proved to be beneficial for the enzymatic
hydrolysis. A maximum enzymatic hydrolysis yield of 71% was attained for the barley straw pretreated
with 8 g NaOH/100 g dry barley straw and filtration inside the extruder. The ethanol production was

ﬁeyrrcvfézljlsl;lose evaluated on this substrate for increasing solid loadings, 2.5, 15 and 20% (w/v). A global process yield
Eftrusi on based on ethanol production, including hydrolysis and fermentation, was calculated over the pretreated

material in experiments at 20% (w/v) solids, reaching 53% of the maximum theoretical. The concentration
of ethanol reached up to 29 g/l in these conditions.

Alkaline treatment

Enzymatic hydrolysis
Ethanol production
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1. Introduction

Lignocellulosic biomass is increasingly being recognized as an
important feedstock for the production of biofuels and chemicals
by contributing to environmental sustainability and not competing
with food production [1]. Particularly, bioethanol produced from
lignocellulose by biochemical pathway (cellulosic ethanol) is
foreseen to become one of the most credible alternatives to meet
bioethanol supply targets in the next years in a sustainable way
[2]. A great effort has been devoted in the past decades to over-
come the technological and process-based barriers present in the
different stages of the cellulosic ethanol value chain, i.e., pretreat-
ment, hydrolysis, fermentation and distillation. However, the
highly-structured and recalcitrant nature of lignocellulose remains
as an important bottleneck in the conversion process and thus any
advances in the pretreatment step will undoubtedly contribute to
optimize hydrolysis and further processing downstream opera-

* Corresponding author. Tel.: +34 91 346 6054.
E-mail address: aleta.duque@ciemat.es (A. Duque).

http://dx.doi.org/10.1016/j.fuel.2014.05.084
0016-2361/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

tions [3]. Several pretreatment approaches based on elevated tem-
peratures and/or high concentration of chemicals such as solvents,
acids, etc. have been proven to effectively fractionate lignocellu-
losic biomass and extensive literature has been published on this
subject in past years [4-8]. Recently, thermo-mechanical extrusion
process has been claimed as an interesting and alternative method
for fractionation of lignocellulosic biomass based on it can be
applied at relatively mild process conditions and operates in con-
tinuous way [9]. It provides high shear, rapid heat transfer, effec-
tive and rapid mixing, and a continuous throughput and
adaptability for many different process configurations [10-12].
One consequence of its versatility is that extrusion can be used
alone or combined with other pretreatments or chemicals (reactive
extrusion) to enhance its performance.

Concerning reactive extrusion with alkali, two different forms
of combining alkaline pretreatment with extrusion have been
described in the literature on different biomasses. One is the
impregnation of the raw biomass in an alkali solution for a deter-
mined period of time, followed by the introduction of this wet bio-
mass into the extruder [10,13-16]. Another way is the addition of
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the alkaline solution directly into the extruder [17-20], which
allows one-step process operation. The second alternative is more
advantageous, considering the reduction in the process time and
the higher integration level of this strategy. Particularly for barley
straw biomass, the authors proved in a previous work [17] that
twin-screw extrusion in combination with alkali directly fed into
the extruder effectively fractionates barley straw (BS) biomass into
its constituents. Mild temperature and chemicals conditions were
used, preventing the formation of inhibitory byproducts coming
from the degradation of hemicellulose/lignin. However, it was also
shown that the so produced materials (hereinafter, extrudates)
need a washing or pH-adjusting step before they can be submitted
to enzymatic hydrolysis (EH). Therefore, downstream operations
become complicated, meaning a significant drawback from an
industrial point of view.

The process strategy followed in the present work is the alka-
line extrusion of barley straw by performing continuous alkaline-
extrusion at reasonably low NaOH/DM (w/w) ratios (R) ranging
from 6% to 10% (w/w), with neutralization inside the extruder.
These R values were selected considering the effective results
obtained in the former work of alkaline extrusion of BS [17].

The fact that neutralization is performed during extrusion run
increases the integration of the pretreatment and allows generat-
ing a substrate ready for the enzymatic hydrolysis [21]. However,
in this integrated concept the addition of both alkali and acid
inside the extruder implies the formation of inorganic salts that
remain in the substrate for its subsequent hydrolysis and/or fer-
mentation. Thus, in this work the inclusion of a filtration step
inside the extruder was studied aimed at evaluating if a partial
removal of such soluble solids affects the yield of carbohydrate
hydrolysis upon further incubation of the extrudate with cellulo-
lytic enzymes. The strategy including filtration is compared to
one without filtration. The effect of increasing NaOH/DM ratio in
the integrated alkaline pretreatment of BS and the inclusion of
the filtration step in the performance of enzymatic hydrolysis of
extrudate was evaluated in laboratory tests using commercial
enzymes.

Moreover, this paper deals with one of the less studied areas in
the assessment of the extrusion pretreatment: the evaluation of
the ethanol production potential from alkaline extrudates [9]. For
this purpose, simultaneous saccharification and fermentation
(SSF) experiments at increasing solids loading levels, including a
24 h liquefaction step, were carried out on extrudates generated
on the best process conditions. The production of ethanol was
measured and the yield of the fermentation process calculated.

2. Materials and methods
2.1. Raw material

Barley straw biomass (6% moisture content), was provided by
Centre for the Development of Renewable Energy Sources (CEDER),
(Soria, Spain). Biomass was coarsely-crushed to 5 mm particle size
using a laboratory hammer mill (Retsch), homogenized and stored
until used.

2.2. Alkaline extrusion pretreatment

Extrusion experiments were carried out in a twin-screw extru-
der (Clextral Processing Platform Evolum® 25 A110, Clextral,
France) described elsewhere [17]. The extruder was continuously
fed with 0.6 kg/h of BS. A solution of NaOH (10% w/v) was pumped
into the extruder at variable feeding flows, in order to achieve alka-
line ratios of 6, 8 and 10 g NaOH/100 g BS. After alkaline treatment
and in the same extrusion run, a solution of HsPO4 (0.1 M) was

introduced for neutralization purposes, in a proportion enough to
obtain a pH about 5 at the output, which is an adequate value
for the hydrolytic enzymes action in the subsequent step com-
prised in this work. Temperature was set at 68 °C along the extru-
der and the speed of the screw was 150 rpm, as in the previous
work [17], which means a residence time inside the extruder of
about 2 min.

Two process configurations were considered in order to carry
out the alkaline pretreatment and neutralization of the biomass:
the complete configuration (C) (Fig. 1), in which alkali and acid
are sequentially added to the extruder and then extrudate comes
out, and the filtered configuration (F) (Fig. 2), which includes a fil-
tration step previous to the output of the extrudate. The position of
the inputs and barrels, as well as the screw profile, were adapted
and optimized to each of the configurations. In C, alkali is intro-
duced in barrel 1 and acid in barrel 5, while in F alkali is also intro-
duced in barrel 1, but acid is added in barrel 4 and barrel #5 is
replaced by a filtering module. Transport screws, bi-lobal paddles
and reverse screws were used in order to provide transport, mixing
and shearing effects along the extrusion.

An important factor, influencing the effectiveness of the pre-
treatment is the liquid to solid ratio inside the extruder (L/S) [9].
This parameter is calculated as the sum of the liquid flows (NaOH
solution for the reaction zone, soda plus acid solution flow in the
neutralization zone) entering the extruder, plus the moisture of
the raw material, divided by the amount of dry weight barley straw
fed to the equipment. It is especially important in the reaction zone
(barrels 1-4 in C and 1-3 in F). The values for the L/S in the reaction
and in the neutralization zone for the three soda levels are shown
in Table 1.

To stabilize operation conditions, the extruder was operated for
30 min before any sampling was taken. After this time, the extru-
dates in configuration C and F and the filtrate from configuration
F, were collected for at least 30 min to avoid variation in output
flow rates. Extrudates were kept in sealed plastic bags and stored
at 4 °C until use. A portion of extrudates and filtrates were ana-
lyzed for main components and the content in monomeric and
oligomeric sugars and potential inhibitors (furfural, hydroxy-
methyl furfural - HMF, and phenols), respectively, as described
below.

2.3. Raw and pretreated material characterization

The composition in carbohydrates, acid-insoluble lignin and ash
content was determined in raw material and extrudates, according
to the laboratory analytical procedures (LAP) for biomass analysis
[22] of the National Renewable Energy Laboratory (NREL, CO).

2.4. Enzymatic hydrolysis tests

Extrudates from both configurations (C and F) were submitted
to enzymatic hydrolysis in 0.05 M sodium citrate buffer (pH 4.8)
at 50 °C and 2.5% (w/v) dry extrudate load. Experiments were per-
formed in 100 ml Erlenmeyer flasks on a rotary shaker (Certomat-R
B-Braun, Germany) at 150 rpm. Enzymatic cocktail consisting of
commercial cellulase boosted with commercial xylanase in a pro-
portion 9:1 (protein content basis) was added in a dosage of
20 mg protein (8 FPU of cellulase)/g dry extrudate. The enzymes
were kindly provided by Novozymes A/S (Denmark). Samples were
taken at O h and then at 24 h and 48 h, when the hydrolysis of the
extrudates is completed. After withdrawal, samples were boiled for
10 min to deactivate enzymes before chromatographic analysis.
The sample at 0 h is used to determine the amount of sugars com-
ing from the solubilization during extrusion and from the enzy-
matic preparation. These sugars do not result from the hydrolytic
action of enzymes during incubation and therefore, they are sub-
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Fig. 1. Complete configuration (C) for the extrusion of barley straw in the twin-screw extruder. Inputs, outputs, screw profile and reaction and neutralization zones are

shown. T: transport effect; M: mixing effect; and S: shearing effect.
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Fig. 2. Filtered configuration (F) for the extrusion of barley straw in the twin-screw extruder. Inputs, outputs, screw profile and reaction and neutralization zones are shown.

T: transport effect; M: mixing effect; and S: shearing effect.

Table 1
Liquid to solid ratios (L/S) in the reaction and neutralization zones for extrusion at 6%,
8% and 10% R (g NaOH/g dry barley straw).

R (%) L/S in reaction zone L/S in neutralization zone
6 0.8 4.2
8 1 7.7

10 2 14.3

tracted from the final amount of sugars when calculating the actual
yield of the hydrolysis in the course of incubation.

The parameter used to assess differences in the enzymatic
hydrolysis performance by incubation of the extrudates produced
in the two process configurations and increasing R values is the
enzymatic hydrolysis yield (EHY). This parameter is calculated as
the glucose/xylose released during EH divided by the potential glu-
cose/xylose (calculated based on glucan/xylan content of the solid
extrudate), and expressed as percentage of theoretical. As it was
previously explained, the sugars solubilized at t = 0 h are substract-
ed in this calculation. In addition, the overall production yield in
the extrudate was also calculated, taking into account sugars
produced during both the extrusion step and the additional incu-
bation. So the amount of sugars at the beginning of the hydrolysis
is summed up to that resulting from incubation to calculate this
yield, which is expressed as g of sugar (glucose and xylose) pro-
duced per g of dry extrudate. In all calculation, the amount of glu-
cose coming from the enzyme preparation was substracted.

2.5. Ethanol production from extrudates

Extrudates were submitted to simultaneous saccharification
and fermentation (SSF) tests with a previous 24 h step of liquefac-
tion (L) at 50 °C (hereinafter, LSSF). Experiments were carried out
at 2.5%, 5%, 10%, 15% and 20% (w/v) solids loading in Erlenmeyer
flasks incubated in rotary shakers at 150 rpm as explained in
Section 2.4.

To start the experiment, 20 mg protein/g of extrudate of the
above mentioned enzymatic cocktail (see Section 2.4) were
supplied to each flask and they were incubated for 24 h at 50 °C.

After that, hydrolyzates had liquefied and the flasks were inocu-
lated with 1 g/l of pre-grown Saccharomyces cerevisiae (see below)
and further incubated at 35 °C for another 72 h. Samples were
withdrawn every 24 h. Glucose and ethanol concentration were
measured as described below in Section 2.6.

S. cerevisiae (Ethanol Red from Fermentis, France) was prepared
for inoculation by growing 0.5 g of the dehydrated microorganism
on a rotary shaker at 150 rpm and 35 °C for 16 h, in growth med-
ium composed by: 30 g/l of glucose, 4 g/l of yeast extract, 2 g/l of
(NH4)SO4, 1 g/l of KH,PO,4 and 0.3 g/1 of MgSO,4-7H,0. The precul-
ture was centrifuged at 9000 rpm for 10 min at 4 °C and the super-
natant was discarded. The pellet was resuspended in citrate buffer
(0.05 mM) in a volume calculated to achieve inoculum load of 1 g/I.

To evaluate ethanol production on extrudates, LSSF yield was
calculated considering both steps, liquefaction and subsequent
SSF. Thus, the yield was calculated as the amount of ethanol pro-
duced during SSF, divided by the potential production of ethanol
in hydrolyzates and expressed in %. Potential ethanol was deter-
mined as the maximum ethanol that could be produced from the
glucose in extrudates, considering 100% hydrolysis yield and the
theoretical conversion factor 0.51 g ethanol/g glucose.

2.6. Analytical methods

Sugars content in the filtrate and in EH media after completion
of enzymatic hydrolysis tests was measured by high-performance
liquid chromatography (HPLC) in a Waters 2695 liquid chromatog-
raphy with refractive index detector, as described in Cara et al.
[23]. The oligosaccharides ratio in the filtrate was determined as
the difference in monomeric sugar concentration before and after
mild acid hydrolysis (3% v/v H;SO4, 121 °C and 30 min).

Furfural and HMF and phenolics (i.e., hydroxy-benzoic acid,
hydroxy-benzaldehide, vanillic acid, vanillinand cumaric and feru-
lic acids), were analyzed by HPLC (Hewlett Packard, Palo Alto, CA),
using an Aminex ion exclusion HPX-87H cation-exchange column
(Bio-Rad Labs, Hercules, CA) at 65°C. Mobile phase was 89%
5mM H,S0, and 11% acetonitrile at a flow rate of 0.7 mL min~".
Column eluent was detected with a 1040A Photodiode-Array
detector (Agilent, Waldbronn, Germany).
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Ethanol concentration was measured by gas chromatography
using an Agilent technology 7890A GC System equipped with an
Agilent 7683B Series injector, a flame ionization detector (both
maintained at 150 °C) and a column of Carbowax 20 M at 85 °C.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of raw material, extrudates and filtrates

Six pretreated extrudates were obtained from extrusion exper-
iments, corresponding to the three levels of alkali (6%, 8% and 10% g
NaOH/g BS) in both configurations, C and F. The composition of the
raw BS and extrudates is shown in Table 2.

It can be seen that complete extrudates (CE) have a similar, or
even a bit lower, content of hydrocarbons compared to the
untreated BS (36% vs. 39% of cellulose, 24% vs. close to 26% hemi-
cellulose). This is due to the fact that the extrudate is not filtered
and, therefore, all the components remain in the substrate for anal-
ysis. It must be noticed, however, that there is a small dilution fac-
tor resulting from the addition of chemicals (alkali and acid) during
the pretreatment, which sums up an additional weight in the com-
plete extrudate and could be accounted for the slight differences
found between CE and raw BS composition. The higher amount
of ash in the complete extrudates (from 12.8% ash at 6% R to 14%
ash at 10% R) in comparison to raw BS supports this fact.

On the other hand, filtered extrudates (FE) show a higher pro-
portion of cellulose and hemicellulose than in untreated BS, about
41-45% and up to 28.5%, vs. 39.1% and 25.7%, respectively. In this
configuration, part of the inorganic salts and other non-structural
compounds is removed by filtration, which results in concentration
of major components to a certain extent. The analysis of the filtrate
(Table 3) shows minor concentration of sugars (expressed as sim-
ple glucose and xylose after mild acid hydrolysis) coming from car-
bohydrate solubilization. The amount of solubilized glucose is
small, ranging from 1 to 2 g/l. Considering the volume of filtrate
recovered during filtration, which is different in each trial, these
concentration values are equivalent to 1.9-2.8% of the glucose in
the BS, with no significant variation among R values. These small
amounts of glucose solubilized could be attributed to the presence
of some starch in the raw material, coming from grain contamina-
tion. However, the solubilization of xylose is more significant, up to
5 g/l; and increases significantly with R between 6-8% R and 10% R.
These differences account for 6.5-17.3% of the xylose in the raw BS,
again depending on the volume of filtrate. It is important to note
that more than 96% of the solubilized xylose was originally found
in oligomeric form in the filtrate, whereas oligomers of glucose
were about 64%. The solubilization of combined C6 and C5 sugars
related to their content in raw BS varies between 4% and 8.5%. In
spite of solubilizing this small amount of sugars, filtration concen-
trates the carbohydrates in FE to some extent (as it was mentioned
above) due to extensive solubilization of minor components such
as extractives and ash.

Regarding inhibitory compounds (Table 3), neither furfural nor
HMF were found in the filtrates. This is an expected result found

Table 3
Concentration (g/1) of sugars (glucose and xylose), acetic acid and phenolics in the
filtrate (F) for the different additions of NaOH (g NaOH/100 g dry barley straw).

g/l F-6 F-8 F-10
Glucose 2.1 1.5 1.1
Xylose 39 34 49
Acetic acid 3.8 33 4.0
Phenols 0.08 0.17 0.19

in extrusion experiments at low temperatures and one of the main
advantages of this pretreatment over other thermo-chemical meth-
ods that are carried out at higher temperature conditions. Phenols
were found in negligible concentrations (<0.1 g/I, which means less
than 0.01% of dry BS), while acetic acid was the main compound
detected with a concentration about 4 g/l. This value, referred to
the volume of filtrate and to BS dry matter, means that 95% of the
acetyl groups in the raw BS (about 1.8% dwb, data not shown) have
been removed from the hemicellulose by alkaline extrusion. This
deacetylation effect is in agreement with the results described in
the literature and it is thought to occur by saponification of acetyl
ester bonds [24,25]. The amount of acetic acid that is removed with
the filtrate is, however, still present in CE, which could interfere
with the enzymatic activity. However, the extent of this effect is
highly related to the concentration value, as it was proved in a study
by Hodge et al. [26], who demonstrated inhibition effect but at
much higher acetic acid concentrations of 15 g/l.

3.2. Enzymatic hydrolysis efficiency

The values of EH yields at 24 and 48 h, depicted in Fig. 3A and B
(for cellulose and xylan, respectively), show that glucose and
xylose are mostly released within the first 24 h of hydrolysis,
which is consistent with low solids loading (2.5% w/v) and the
enzyme dose used in the experiments.

The results from the statistical analysis show that there are not
significant differences between the enzymatic hydrolysis yields of
glucan of complete extrudates produced at different R levels
(p=0.05), either in filtered ones. In spite of the NaOH level not
being significant, the FE at 8% was the substrate which gave a
slightly better glucan yield, i.e. 71% of theoretical. This means an
improvement 4 times over the EH yield of glucan of untreated bar-
ley straw (17% of theoretical, data not shown). The yields from the
hydrolysis of xylan were lower, varying in the range of 52-60% of
the theoretical, which is a xylan EH yield up to 5.8 times higher
compared to the untreated biomass (10% of theoretical, data not
shown). In the case of xylan, there are statistically significant dif-
ferences between CE and FE at 6% and 8% R, while this difference
is not found at 10% R. The fact that the extrudate contains virtually
all xylan from raw material and that it is hydrolyzed during incu-
bation with a reasonably good efficiency results in a significant
amount of xylose being released to the media. Xylose would be
available for conversion to valuable products in a further step,
increasing the amount of total sugars produced in a single step of
enzymatic hydrolysis.

Table 2

Raw barley straw and extrudates composition (% dry weight basis) according to the process configuration and addition of NaOH per dry matter.
% Dry weight basis BS CE-6 FE-6 CE-8 FE-8 CE-10 FE-10
Cellulose 39.1+£0.7 36.2+0.6 41.3+06 36.6 0.4 45.6£0.7 36.6+04 45.5+0.5
Glucose 43.0+0.7 39.8+0.6 456 £0.7 40.3+0.5 50.2+0.8 40.3+0.5 50.1+0.5
Hemicellulose 25.7+0.7 23.8+0.4 254+0.2 24.6+0.5 28.6+0.4 242 +0.1 29.4+0.9
Xylose 23.8+0.6 223+0.2 24.7+0.2 23.0+0.4 27.8+0.3 243+0.2 28.8+0.1
Lignin 152+038 13.9+0.5 15.7£0.1 14.6 £0.1 17.0+0.1 16.1£0.2 17.6 £0.1
Ash 6.8+04 12.8+0.5 43+03 13.2+0.1 45+0.1 14.3+0.1 4.5+0.6

BS - barley straw; CE - complete extrudate; FE - filtered extrudate; 6, 8 and 10 - g NaOH/100 g dry BS.
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Fig. 3. Enzymatic hydrolysis yieds in % of theoretical glucan (A) and xylan (B) at 24
and 48 h on BS extrudates produced in different configurations and R levels.
C = complete extrudates; F = filtered extrudates; 6, 8 and 10 - g NaOH/100 g dry BS.

The values obtained in the present study are somehow lower
than those attained in a previous work from the authors [17] on
alkaline-extrusion of barley straw. The extrudates produced were
washed and submitted to enzymatic hydrolysis, resulting in a
highest glucan yield close to 90% at 68 °C, 150 rpm and 6% R. The
decrease found in the present work can be attributed on the one
hand to changes in the configuration of extrusion profile, since
the introduction of neutralization inside the extruder implies a
shortening of alkaline treatment. On the other hand, it is significant
that the extrudates are not washed after extrusion.

Um et al. [18] proved the greater effectiveness of NaOH-extru-
sion vs. extrusion with hot water to pretreat rape straw, and
achieved a maximum enzymatic digestibility value of 60% in the
case of alkaline extrusion. This result was obtained at 1.5% R,
19 rpm and 170 °C, which means a lower catalyst consumption
compared to the present study, but also the use of much more
thermal energy due to the high temperatures used. Liu et al. [27]
also employed a twin-screw extruder and NaOH loadings between
4% and 10% to pretreat corn stover, followed by a thermal preser-
vation step. They found glucan and xylan conversions up to 83%
for glucan and 89% for xylan. The fact that they use a high extru-
sion temperature (100 °C), a harsher screw profile and that they
wash extrudates before EH, differentiates this study from the pres-
ent work. The results Liu et al. [27] obtained were more similar to
the ones in Duque et al. [21]. The fact of integrating a neutraliza-
tion step in the extruder seems to shield the effect of the alkali con-
centration in the extrudates. The yields obtained in the present
work are, nevertheless, quite acceptable and integrated neutraliza-
tion bring other advantages from the operational and industrial
point of view, which makes these configurations an interesting
subject of study.

Lamsal et al. [15] washed extensively alkali-extruded wheat
bran and soybean hulls previous to enzymatic saccharification,
obtaining remarkable improvements in sugar recovery. The
authors hypothesized that the washing step removed chemical
treatment residues, as well as enzyme inhibitors from the

extrudates. Moreover, Zhang et al. [16] compared the glucose
yields of washed and not washed extrudates pretreated with dif-
ferent alkali concentrations and came to a similar conclusion:
washing of extrudates is beneficial at high alkali concentrations,
although at lower concentrations the effect is the opposite.

The combination of alkaline treatment and extrusion inside the
extruder has also been addressed by Kang et al. [19] on Miscanthus
biomass and Han et al. [20] on barley straw. Both authors based the
analysis of the effectiveness of the pretreatment on the biomass to
ethanol ratio (BTER, a measure of the ethanol produced referred to
glucose in raw biomass) and their results will be discussed later on
in Section 3.3.

Regarding the two different configurations, there are significant
differences for a confidence level of 5%. In general, enzymatic
digestibility of FE is higher than that of CE, proving a positive effect
of soluble compounds removal on enzymatic hydrolysis perfor-
mance. Thus, the hydrolysis of complete substrates would be
somehow affected by some compounds present in CE, which are
removed by filtration. The analysis of filtrates (Table 3) can shed
light on the possible causes of the inhibition. Hodge et al. [26] sta-
ted that the inhibition of enzymatic hydrolysis at low solids con-
centrations is completely due to the soluble compounds. The
sugars and acetic acid removed with the filtrates are still present
at the beginning of EH in CE. As it was previously commented,
most of the sugars were found in oligomeric form, mainly xyloolig-
omers, and according Qing et al. [28] these oligomers have a
remarkable inhibitory effect on cellulases. It is possible also, that
a combined effect of soluble sugars and acetic acid is hindering
the hydrolysis efficiency [26].

Another parameter to evaluate the effectiveness of the pretreat-
ment is the sugar production, which will eventually determine the
potential for the production of bioethanol in relation to the weight
of extruded material. This parameter, expressed as g of sugar (glu-
cose or xylose) per g of dry extrudate, sums up the sugars produced
by alkaline extrusion (i.e. the sugars measured at the beginning of
the EH experiments) to the ones produced during the incubation
with enzymes and refers them to the weight of the extrudate. Glu-
cose and xylose production of CE was about 23 and 13 g/100 g dry
extrudate, respectively. The EH essays of FE resulted in higher
sugar productions, especially at 8% R, where the productions were
34 g of glucose and 16 g of xylose per 100 g of dry extrudate, equiv-
alent to 71% of the glucan yield and 58% of xylan yield.

To advance with the study of ethanol production, the best
extrudate was selected according to the results discussed above,
and this is FE at 8% R.

3.3. Ethanol production and LSSF yield

Ethanol production tests were carried out on extrudate at best
condition (FE, 8% R) at 2.5%, 5%, 10%, 15% and 20% w/v solid load-
ings. The assays were first incubated 24 h at 50 °C with the cellulo-
lytic cocktail and then inoculated and incubated for additional 72 h
at 35 °C (liquefaction plus SSF, LSSF).

The results shown in Fig. 4 indicate that LSSF yields increase
progressively with the incubation time, reaching values up to
73% of theoretical and 53% of theoretical at 72 h of incubation at
2.5% and 20% solids loading, respectively. The observed decrease
of the yield with the increasing solids content is influenced by
the progress of the EH at high solids loading, as it could be
observed that liquefaction was hindered in the flasks at 15% and,
mainly, 20% solids loading. This effect on the EH at high solids load-
ings is well documented in the literature [29,30]. It has been
reported that increasing the solids loading presents some difficul-
ties such as high viscosity, end product inhibition of enzymes by
glucose and cellobiose and mass transfer limitations, especially at
laboratory flask scale. However, due to the higher concentration
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Fig. 5. Ethanol production (in g/l) at 48, 72 and 96 h of incubation of filtered
extrudate at 8% R, submitted to LSSF at 2.5%, 15% and 20% (w/v) solids loading.

of potential cellulose at high loadings, the ethanol concentration in
the media increases from 5 g/l at low solids loading up to close to
30 g/l at 20% (Fig. 5).

To date, there are not many studies on the fermentability of
extrudates in the literature. One work that addresses this issue is
the paper from Yoo et al. [31]. They extruded soybean hulls at dif-
ferent in-barrel moisture contents and screw speeds and carried
out separated hydrolysis and fermentation tests, obtaining a max-
imum ethanol production of 15.4 g/l (at initial hydrolysis consis-
tency of 10% w/w). The temperature was kept under 100 °C and
no significant concentrations of furfural or HMF were detected,
similar to what happens in the present study. Our results compare
very favorably with this work, since about twofold ethanol concen-
tration (28.7 g/l) is obtained at double solid level (20%). The
authors also discuss on the effect of acetic acid released to the
hydrolyzate by extrusion and EH, which can inhibit ethanol

80 g NaOH

88 g H3PO,

Alkaline-extrusion +

Raw barley neutralization

production, depending on concentration and pH. One of the advan-
tages of the FC presented in the present paper is the possibility to
avoid this potential problem in the hydrolysis and fermentation
steps, by removing the acetic acid with the filtrate.

Kim et al. [32] studied the potential for ethanol production by
SSF of poplar sawdust extruded with sulphuric acid. Cellulase load
was 30 FPU/g cellulose. The authors report a decrease of the etha-
nol yield at solid loadings over 6% (w/v) and used a fed-batch strat-
egy to overcome this problem, reaching a final concentration of
11% solids and 40 g/1 ethanol without losing efficiency (77.3% yield
calculated over the raw material). In our case, we also observe a
decrease of the LSSF yield at 15% and 20% solids (w/v); therefore,
the fed-batch strategy could be a good solution to be explored in
future works.

Kang et al. [19] also dealt with fermentation of extrudates, in
this case, from alkali-extruded Miscanthus at 200 °C and 12.8% R.
They carried out SSF experiments at 25% substrate load, that
resulted in 67 g/l of ethanol (26.8 g/100 g extrudate) and ethanol
conversion, BTER, of 88%. These values are higher than the obtained
in the present work; however it must be noticed that Kang et al.
[19] performed a more severe pretreatment, washed the substrates
after alkaline-extrusion and added a higher enzyme dosage (30
FPU/g cellulose). They also proved that an increase of the enzyme
dose increases the amount of ethanol produced. This strategy could
be applied in future studies to achieve higher LSSF yields from
alkali-extruded BS.

Specifically working with alkali-extruded BS (16% R), Han et al.
[20] obtained 46 g/ of ethanol after SSF with 30 FPU/g cellulose of
enzyme at 20% substrate load, equivalent to 23 g/100 g extrudate.
The BTER at this consistency was 77%. Han el al. also observed that
higher enzyme load led to higher ethanol yields and that this eth-
anol yield decreased at solid loadings over 20% (w/v), which is con-
sistent with the conclusions of the previous works [19,32].

In comparison to the reported values, the ethanol concentration
and LSSF yield obtained in this work at 20% solids (28.7 g/l and
53.5% of theoretical, respectively) are good given the present oper-
ational conditions (mild temperature, no washing of extrudates, 20
FPU/g cellulose). Nevertheless, the authors consider the experi-
ments done are a preliminary assessment of the hydrolyzability
and fermentability of extrudates and these steps require further
optimization to achieve ethanol concentrations in the fermenta-
tion media enough to make the whole process profitable at indus-
trial level.

4. Conclusions

A neutralization step was successfully integrated with alkaline
extrusion of barley straw, producing a pretreated material suitable
for direct incubation with enzymes. Two extrusion configurations
were compared and the advantages of the inclusion of a filtration

Liquefaction + Simultaneous

straw

(89 NaOH/100g BS,
682C, 150 rpm)
1000 g BS \l,

730 g Extrudate

Saccharification & Fermentation ———>
(15% w/w solids)

110 g Ethanol

370 g Glucose

430 g Glucose 350 g Filtrate 210 g Xylose
240 g Xylose 120 g Lignin
150 g Lignin 30g Ash
70g Ash

Fig. 6. Mass balance of 1 kg of barley straw (BS) pretreated by alkaline extrusion plus neutralization and subsequent LSSF to ethanol.



454 A. Duque et al./Fuel 134 (2014) 448-454

step inside the extruder were demonstrated. However, the effect of
increasing R values in the alkaline treatment was not significant at
the levels tested. Extrudates gave good hydrolysis yields, being the
best around 70% of theoretical at low solid concentration. The
capacity for ethanol production from the best extrudates (FE, 8%
R) was tested through LSSF experiments and 19.7 g/100 g extru-
date ethanol were obtained after 72 h incubation at 2.5% solid con-
centration. Fig. 6 shows the material balance of barley straw to
ethanol at the optimal conditions of extrusion shown in this work,
calculated based on results obtained at 15% w/w solids, a more rel-
evant process condition. Under these conditions it is possible to
obtain 110 g ethanol from 1 kg barley straw.
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A pretreatment that combines a thermo-mechanical process (extrusion) with chemical and biological cat-
alysts to produce fermentable sugars from barley straw (BS) biomass was investigated. BS was firstly
extruded with alkali and then, the pretreated material (extrudate) was submitted to extrusion with
hydrolytic enzymes (bioextrusion). The bioextrudate was found to have 35% (w/w dwb) of total solids
in soluble form, partly coming from carbohydrate hydrolysis during bioextrusion. About 48% of soluble
solids dry weight is comprised by sugars, mostly glucose and xylose. Further enzymatic hydrolysis of bio-

ﬁeyrrcvfézljlsl;lose extrudate could be successfully carried out at high solid loading level of 30% (w/v), with sugar production
Biimass yield of 32 g glucose and 18 g xylose/100 g bioextrudate at 72 h incubation (equivalent to 96 and 52 g/l
Extrusion concentration, respectively). These results, together with the high level of integration of the process, indi-

cate a great potential of this pretreatment technology for sugar production from lignocellulosic

Enzymatic hydrolysis

Alkaline treatment substrates.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lignocellulosic biomass is the most promising feedstock to be
used in biorefineries, as source for the production of biofuels,
chemicals and other biomass-derived products (Uihlein and Sche-
bek, 2009). This type of biomass has a heterogeneous composition,
which includes cellulose, hemicellulose, starch, lignin, oils and pro-
teins. Specific technologies need to be developed to achieve a com-
plete fractionation of the material and the conversion of each
fraction to high-value products (Menon and Rao, 2012).

Lignocellulosic biomass pretreatment technologies have been
widely investigated over the last years as a first and crucial stage
to breakdown fibre structure and make carbohydrates accessible
to hydrolytic chemical or biological catalysts. Various biological,
chemical, and physical pretreatment approaches have been proven

* Corresponding author. Tel.: +34 00 34 91 346 6054.
E-mail address: aleta.duque@ciemat.es (A. Duque).

http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.02.041
0960-8524/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

to open the recalcitrant structure of lignocellulosic biomass and in-
crease the susceptibility of cellulose to enzymatic attack. (Mosier
et al., 2005; Tomas-Pejo et al., 2011). However, most of these pre-
treatments achieve these goals by solubilizing hemicelluloses and/
or lignin that in turn can be degraded to compounds that can exert
inhibitory effect on enzymes and microorganisms in the subse-
quent steps, due to the use of elevated temperatures and/or high
concentration of chemicals such as solvents, acids, etc. On the
contrary, twin-screw extrusion stands out as a technology that
can effectively open the recalcitrant structure of lignocellulosic
biomass into its constituents at mild temperature and chemicals
conditions, preventing the formation of such inhibitory by-prod-
ucts (Duque et al., 2013). Other advantages are that it can be oper-
ated in continuous way and that produces little effluent, disposal
and solid losses.

Extrusion process is based on the effect exerted by the tight
rotation of a single or a twin-screw inside a stationary barrel
equipped with temperature control. The most common equipment


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.biortech.2014.02.041&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.02.041
mailto:aleta.duque@ciemat.es
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.02.041
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524
http://www.elsevier.com/locate/biortech

A. Duque et al./Bioresource Technology 158 (2014) 262-268 263

for the extrusion of biomass is the fully intermeshing co-rotating
twin-screw extruder, whose configuration can be varied by the
combination of different types of screw elements, which produce
different effects, such as transport, mixing and shearing, along
the extrusion process (Senturk-Ozer et al., 2011).

The application of extrusion in biomass pretreatment has been
lately investigated as individual technique (Karunanithy and
Muthukumarappan, 2010a,b, 2011a,c; Karunanithy et al., 2012;
Yoo et al. 2011; Zhang et al., 2012), or in combination with chem-
icals, such as alkali, ammonia or ethylene glycol, in the so called
“reactive extrusion” (Dale et al., 1999; Karunanithy and Muthu-
kumarappan, 2011b,d, 2013; Lamsal et al.,, 2010; Eckard et al,,
2011; Lee et al., 2010). Although the process has been successfully
demonstrated without catalyst on a variety of substrates such as
switch grass, prairie cord grass and corn stover (Karunanithy and
Muthukumarappan, 2010a,b, 2011a), the integration of extrusion
and chemical agents may result in more efficient biomass compo-
nent fractionation. In the particular case of alkaline-extrusion, sev-
eral approaches have been carried out by soaking the biomass with
an alkaline solution prior to its introduction in the extruder. For in-
stance, Karunanithy and Muthukumarappan (2011d) optimized
the reactive extrusion conditions for switchgrass reaching a maxi-
mum sugar recovery after enzymatic hydrolysis of 86.8 for glucose
and 84.5% for xylose, after soaking biomass for 30 min in 2% (w/v)
alkali solution prior to extrusion. Zhang et al. (2012) also demon-
strated the effectiveness of this sequential alkali-soaking/extrusion
pretreatment in enhancing sugar release by subsequent enzymatic
hydrolysis in corn stover.

Significantly, a step towards the integration of the alkali and
extrusion pretreatment was taken in a previous work carried out
by the authors (Duque et al., 2013), by introducing the alkaline
solution directly into the extruder and running the whole process
in a continuous way. In that work, NaOH and water were fed into
the extruder and after extrusion, extrudate was collected, washed
and used as substrate in enzymatic hydrolysis tests. The yields of
enzymatic hydrolysis of the washed extruded material in the best
conditions (6% NaOH/DM ratio and 68 °C) were 88.9% for glucose
and 71.3% for xylose (values in % of the maximum theoretically
achievable if all glucan and xylan contained in extrudate were
transformed to sugars), in experiments at 5% solids and 27 FPU/g
glucan enzyme load. However, it was necessary to extensively
wash the extruded material before the subsequent step of enzy-
matic hydrolysis to remove catalyst and neutralize for enzymatic
hydrolysis that implied high water consumption. Recently, Um
et al. (2013) have also reported on the effect of chemicals, such
as alkali, in the extrusion of rapeseed straw in a continuous
twin-screw reactor, by feeding directly the catalyst into the extru-
der at a similar NaOH/DM ratio, but at higher temperature of
170 °C. The positive effect of alkali addition is shown by a 2.4-fold
increase in enzymatic digestibility in comparison to untreated
material, reaching a maximum of 60% in experiments at 2% solids
loading. The authors claim an important role of particle size reduc-
tion during extrusion in the effectiveness of the process, based on
significant improvement of enzymatic digestibility also in experi-
ments conducted by feeding hot water instead of alkali.

The first objective of the present work is to develop an advanced
integrated alkaline extrusion process that includes a neutralization
step into the extruder. This advanced process configuration allows
avoiding the washing step of extrudate and thus, the water con-
sumption at this stage. Moreover, this integrated process allows
generating a pretreated material at high solid loading level, which
can be used directly in a subsequent step for sugar production. The
alkaline-extrusion process of the present work aims at enhancing
the action of the alkaline agent, which promotes glucan conversion
by cleavage of H, bonds of cellulosic structure and as a conse-
quence, swelling of cellulose (Carrillo et al., 2005). Moreover, the

work addresses an additional goal by performing a second extru-
sion run on the alkaline extruded biomass with hydrolytic en-
zymes to provide a good interaction enzyme-substrate at the
high solids conditions in which process is carried out. Thus, a “bio-
extrudate” is produced, which can be directly incubated for sugar
release from carbohydrates by enzyme action, without any addi-
tional downstream operation. The composition and characteristics
of extruded materials and the sugar production of bioextrudate in
subsequent enzymatic hydrolysis incubation at high solid loading
is investigated.

2. Methods
2.1. Raw material

Barley straw (BS) (6% moisture content) was provided by Centre
for the Development of Renewable Energy Sources (CEDER), (Soria,
Spain). Biomass was coarsely crushed to about 5 mm particle size
using a laboratory hammer mill (Retsch), homogenised and stored
until used.

2.2. Twin-screw extrusion pretreatment

2.2.1. Twin-screw extruder

Extrusion experiments were carried out in a twin-screw extru-
der (Clextral Processing Platform Evolum® 25 A110, Clextral,
France), composed of 6 modular barrels of 100 mm length. In each
barrel, different screws of 25 mm diameter are fitted to provide
transport, mixing and shearing effects. A computer into the extru-
der controls the extruder barrel temperature and the screw speed.
A volumetric feeder KMV KT20 (Ktron) connected to the extruder is
used to provide continuous biomass feeding.

2.2.2. Alkaline pretreatment

The operational parameters for alkaline extrusion of BS were se-
lected based on results from a previous optimization study de-
scribed elsewhere (Duque et al., 2013). Accordingly, extrusion of
BS was carried out at an even temperature of 68 °C and at a ratio
of NaOH/BS dry weight (w/w) of 7.5%. The screw profile used in
this step is shown in Fig. 1A. Alkaline pretreatment was run by con-
tinuously feeding BS biomass through the feeder at a feeding rate
of 0.6 kg/h fresh weight and a NaOH solution (10% w/v) through
a metering pump connected to the extruder in module #2. The
present work integrates a neutralization step by feeding a solution
of diluted phosphoric acid (1% w/v) in module #4. The aim is to get
the extrudate at the output with a pH value from 5 to 5.5. Both
NaOH and phosphoric acid solution flows were adjusted to provide
a liquid flow to solid input ratio (L/S) inside the extruder of 12/1.
This value had been previously shown to provide a proper opera-
tion during this stage.

Regarding screw profile (Fig. 1A), in the first two barrels con-
veying elements were installed to transport the biomass forward,
while in the third barrel a mixing section was included to achieve
a good mixture between the biomass and the catalyst. Two reverse
screws, one in module #4 and the other immediately after module
#5, were set to increment the pressure and shearing effect in the
extruder. A filtration unit was set up in module #5 to separate a li-
quid fraction or filtrate before extruded material output. The resi-
dence time of the biomass in contact with the soda can be
estimated in less than 1 min, considering the total time of the
extrusion run (about 2 min) and the sequence of the different steps
(material feeding, alkaline treatment, neutralization and filtration)
during the run.

After extrusion, a portion of the extrudate was dried, milled and
analysed for major components as described below. Likewise, the
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Fig. 1. Screw profile used for (A) the alkaline pretreatment of barley straw with inlet and outlet positions; (B) the biological extrusion of alkali-extruded barley straw with

inlet and outlet positions. T, transport effect; M, mixing effect; S, shearing effect.

filtrate was collected and analysed for sugars and degradation
compounds, i.e. furfural and HMF, following the methodology
shown below.

2.2.3. Extrusion with enzymes (bioextrusion)

The extrudate produced in the alkaline extrusion was used as
feedstock in a second run for extrusion with hydrolytic enzymes
(bioextrusion). Extrudate, with moisture content around 63%,
was continuously fed into the extruder through the feeder at a flow
of 0.62 kg/h fresh weight. The screw configuration in this step is
shown in Fig. 1B, aimed at providing transport and mixing effects
with no shearing effect of reverse screws. Extrusion run was per-
formed at an even temperature of 50°C and no filtration was
applied in this step.

Some exploratory trials at different L/S ratios using water in-
stead of enzymatic solution carried out to optimize this value indi-
cated that L/S ratio close to 4/1 could provide a proper operation
within the extruder. The amount of enzyme added into the extru-
der was 25 mg protein/g dry extrudate, which can be considered in
the range of those used in other research works by the authors

about enzymatic hydrolysis of steam explosion-pretreated BS
(Garcia-Aparicio et al., 2011). The enzyme solution fed into the ex-
truder was prepared by mixing cellulase and hemicellulase prepa-
rations, in a ratio 9:1 in protein content, in citrate buffer 200 mM,
pH 4.8. Novozymes A/S (Denmark) kindly provided the enzymes.
The dilution of enzymatic preparation and its flow-feeding rate
into the extruder was calculated considering the ratio enzyme/
dry matter into the extruder of 25 mg protein/g dry extrudate
and the selected L/S ratio of 4/1.

After bioextrusion experiments, a portion of the bioextrudate
was dried at 40 °C, milled and analysed for major components as
described below for raw and extruded biomass characterization.
Moreover, a fraction was submitted to a characterization process
as follows.

2.2.4. Characterization of bioextrudate

To examine if hydrolysis of carbohydrates occurs during
bioextrusion due to enzyme action, a portion of bioextrudate was fil-
tered and divided into two fractions: insoluble (IF) and soluble (SF).
IF was washed and dried at 40 °C to determine main components
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content following the procedures shown below for raw and ex-
truded biomass. The liquid resulting from washing the bioextrudate
was analysed for simple sugars by HPLC and the amount of sugars
measured considered being a part of the SF.

The volume of SF was recorded and a portion centrifuged at
9000 rpm. An aliquot of the supernatant was analysed by HPLC
as described below for sugar content. In parallel, an aliquot was
submitted to mild acid hydrolysis (4% (v/v) H,SO4, 120°C and
30 min) and analysed again for total sugar content. By difference
between the former (monomeric sugars) and second (monomeric
plus oligomeric sugars) values, the amount of oligomeric sugars
was calculated. The rest of the supernatant was dried until con-
stant weight to determine total dissolved solids (TDS) content.

2.3. Sugar production of bioextrudate upon incubation at high solid
loading level

To evaluate the sugar production efficiency of extruded mate-
rial after bioextrusion, the bioextrudate was incubated in a Terraf-
ors-IS bioreactor 151 capacity (Infors HT, Switzerland) for 72 h.
Solid content of bioextrudate was 23% w/w, which is equivalent
to a 30% solids level (w/v) in the incubation media. To follow-up
sugar release during incubation, samples were withdrawn at 0, 3,
6, 8, 20, 24, 48 and 72 h, boiled to inactive enzymes and measured
for glucose and xylose concentration by HPLC as described below
in Analytical methods Section.

To determine if any sugar is found in the media sample in olig-
omeric form, in parallel an aliquot of the sample was submitted to
mild acid hydrolysis as described above (see point 2.2.4), and the
amount of glucose and xylose oligomers calculated.

The efficiency of whole sugar production by enzymatic hydroly-
sis taking into account the bioextrusion and further incubation of
the bioextrudate (hereinafter sugar production yield) was calcu-
lated. Glucose and xylose (as monomers and oligomers) were mea-
sured in the incubation media and divided by the potential
glucose/xylose that could be found based on glucan/xylan content
in the bioextrudate (dwb). Results are expressed in percentage. For
this calculation, the values of glucose and xylose found in the
media at O time were considered since these sugars were produced
during bioextrusion prior to incubation.

2.4. Raw and extruded biomass chemical composition analysis

National Renewable Energy Laboratory (NREL, CO) laboratory
analytical procedures (LAP) for biomass analysis (NREL, 2007) were
used to determine carbohydrates, acid-insoluble lignin and ash
content in raw and extruded materials (extrudate and
bioextrudate).

Granulometric analysis was carried out on untreated BS and ex-
truded biomass samples according to European Standard Method
[European Standard Norm, 2010]. The aim is to analyse differences
in particle size distribution before and after alkaline and enzymatic
extrusion.

2.5. Analytical methods

The filtrate recovered after alkaline extrusion and the soluble
fraction of the bioextrudate were analysed for their content in
monomeric and oligomeric sugars (glucose, xylose, arabinose and
galactose). The oligosaccharides ratio was determined as the differ-
ence in monomeric sugar concentration before and after mild acid
hydrolysis. Simple sugars were analysed by high-performance li-
quid chromatography (HPLC) in a Waters 2695 liquid chromato-
graph with refractive index detector, as described in Cara et al.
(2007). Likewise, sugars concentration after completion of
enzymatic hydrolysis tests were measured in EH media by HPLC

as described above. Furfural and HMF were analysed by HPLC
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA), using an Aminex ion exclusion
HPX-87H cation-exchange column (Bio-Rad Labs, Hercules, CA) at
65 °C. Mobile phase was 89% 5 mM H,SO4 and 11% acetonitrile at
a flow rate of 0.7 ml/min. Column eluent was detected with a
1040A Photodiode-Array detector (Agilent, Waldbronn, Germany).

3. Results and discussion
3.1. Raw material and extrudate characterization

The significance of dry matter composition in barley straw (Ta-
ble 1, first column) has already been discussed in a previous work
by the authors (Duque et al., 2013). Based on its high total carbo-
hydrate content of 65% (dwb) (39.1% cellulose and 25.7% hemicel-
lulose), this feedstock has been proposed as a very promising
substrate for sugar production and conversion to high added-value
products such as bioethanol.

Regarding extrudate composition (Table 1, second column), the
material is somehow enriched in cellulose, xylan, and acid-insolu-
ble lignin in relation to untreated BS due to the solubilisation into
the filtrate of easily removable biomass components such as
extractives, soluble ash (Duque et al., 2013) and a minor part of
glucose and hemicellulosic-derived sugars, mostly xylose (see be-
low, liquid fraction analysis). The amount of solids in the extrudate,
(37%) are 95% insoluble solids and 5% soluble since the material is
not washed after extrusion and a minor fraction of soluble solids
remain in the extrudate after the filtration step carried out into
the extruder. These soluble solids contain negligible amounts of
monomeric sugars as glucose and xylose.

Extrudate is made up of 73% of carbohydrates, 17% lignin and
4.5% ash. The fact that the extruded material contains virtually
all glucan and xylan from raw material, at the conditions tested
in this work, stands out for a clear difference with other pretreat-
ment techniques using water or chemicals that cause extensive
solubilisation of easily removable carbohydrates (Alvira et al.,
2010; Ballesteros et al., 2011; Mosier et al., 2005). It may represent
an advantage from the point of view of increased potential sugars
to be released by enzymatic hydrolysis, if the material becomes
accessible to enzymatic attack. To demonstrate this point is one
of the objectives of this work.

Extrusion has been reported to cause physical disruption of cell
wall assembly due to the combination of thermal and mechanical
energy (shearing forces), leading to a certain deconstruction of bio-
mass structure (Yoo et al., 2011). Moreover, the addition of alkali
during extrusion may cause hemicellulose and lignin extraction
as well as cellulose crystallinity decrease, depending on operating
conditions. As a result, non-structural components are easily re-
leased, the lignin-hemicellulose complex is somehow affected
and swelling of cellulose occurs (Eckard et al., 2011). This swelling
effect can be observed in the extrudate generated in this work in

Table 1
Moisture content and main components in raw barley straw and extrudate generated
in the alkaline extrusion run. Values in % dry weight basis.

Raw material Extrudate

Moisture content (%) 6 63
Composition (% dwb)
Cellulose 39.1+0.6 446+1.5
Hemicellulose 257+03 28.2+0.8

Xylan 21.1£0.2 23.6+£0.8

Arabinan 3.3+£0.05 3.5+0.08

Galactan 1.3+0.03 1.1+0.03
Lignin 16.4+0.07 172+13
Ash 6.8+0.2 45+0.2
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comparison to untreated BS. The extrudate appearance is remark-
ably different from untreated BS by presenting a more soft and por-
ous aspect. In addition, granulometric analysis shows changes in
particle size distribution between both materials (Fig. 2). About
63% of the particles in the raw barley straw are over 3.15 mm,
while this percentage decreases to 44% in the extrudate. Instead,
the fraction between 3.15 and 0.52 mm particle size increases in
the extrudate and sums up to 53.7%. These data are in agreement
with the observations of Um et al. (2013) about the reduction of
particle size due to the friction and shearing forces inside the
extruder.

3.2. Filtrate composition

The characterization of liquid fraction or filtrate from alkaline
extrusion is shown in Table 2. The pH value close to 5 indicates
successful neutralization in the extruder, which is important to
facilitate its use directly in the second extrusion run with enzymes.
Regarding sugars content, the values found are low, in all cases
<2 g/l. Data represent sugars in both monomeric and oligomeric
form; in the case of glucose, around 40% is found as monomer,
while for xylose this figure is only 3%. Concentration values are
highly dependant on the total liquid flow and so, values in relation
to the amount of BS loaded have been calculated. The value of glu-
cose concentration found in the filtrate is equivalent to 2.4% of the

100% e
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80%

. ;

70% % <0.063 mm

60% =>0.125mm

N>0.25 mm
50%

#>0.52 mm

Relative amount
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N >3.14 mm
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0%

Raw barley straw Extrudate Bioextrudate
Fig. 2. Particle size distribution (% relative amount) of raw barley straw, extrudate

and bioextrudate materials.

Table 2
Dissolved solids content, sugar concentration and recovery of
sugars in filtrate generated in alkaline extrusion of barley straw.

Liquid fraction

pH 4.8
Dissolved solids (% w/w) 2.6
Sugar concentration® (g/l)

Glucose 1.8
Xylose 1.2
Arabinose 0.6
Galactose 04
Sugar recovery® (g/100g DM BS)

Glucose 24
Xylose 1.5
Arabinose 0.8
Galactose 0.6

¢ In both monomeric and oligomeric form.

glucose contained in raw material, which is solubilized during
extrusion. The amount of xylose solubilized (1.5% of BS DM) repre-
sents close to 6% of the content in raw material.

Alkaline treatments have been shown to remove hemicellulose
and lignin from lignocellulosic biomass, but its effectiveness is clo-
sely related to the concentration and conditions of alkali treat-
ment. The relative mild alkaline conditions tested in the present
work do not result in significant hemicellulose removal, although
the enzymatic accessibility of the extruded material is significantly
increased in comparison to raw BS (Duque et al., 2013), due to a
swelling effect of alkali on the cellulosic fibres. On the contrary,
Jacquemin et al. (2012) have reported effective hemicellulose
extraction by a combined twin-screw alkali-extrusion in a mixture
of wheat bran and straw, but employing much higher values of
NaOH/DM |[close to 50% (w/w)].

It is important to highlight that neither furfural nor hydroxy-
methyl furfural (HMF) were detected in the filtrate, which is a clear
clue of no sugar degradation during this step of the pretreatment
process.

3.3. Bioextrudate characterization

The analysis of bioextrudate composition shown in Table 3 al-
lows estimating the mass balance of solids between the two frac-
tions: soluble and insoluble. Whole bioextrudate solid recovery
(108%) is over 100% due to enzymes and buffer that are added dur-
ing bioextrusion, representing a factor of 1.08 in relation to solids
extrudate dry weight. Therefore, carbohydrates and lignin content
of bioextrudate (in percentage dwb of bioextrudate) is slightly low-
er than in extrudate (Table 1), due the above “dilution” factor.

Total solids of the bioextrudate are composed of 35% soluble
and 65% insoluble solids. Almost a half of the soluble solids (48%)
are comprised by sugars, mostly glucose and xylose, but also minor
amounts of galactose and arabinose. A great part of the xylose
found in SF is in form of oligomers (60%), while glucose oligomers
only represent a 12% of the total glucose in soluble form. The frac-
tion of glucose in SF (8.7% of whole bioextrudate dwb) accounts for
18% of total glucose content of whole bioextrudate (47.4% dwb).
Likewise, xylose in SF (6.8% of whole bioextrudate dwb) represents
a value close to a 28% of total xylose (24.5% dwb). Thus, it is dem-
onstrated that by the addition of enzymes into the extruder in the
second run, the feedstock for this stage (extrudate) is transformed
into a bioextrudate that contains a part of the carbohydrates al-
ready in soluble form. This is the key difference with extrudate
and the evidence that enzymes are acting during bioextrusion.

It is relevant to highlight that while during bioextrusion some
carbohydrate breakdown occurs, no carbohydrate losses take place
and the rest of the carbohydrates are available for further hydroly-
sis upon further incubation of the material.

Regarding differences in appearance between bioextrudate and
extrudate, the former presents dark brownish colour, is sticky, and
tent to lump, which may be related to changes in lignin chemistry
and solubilisation of carbohydrates. Results of particle size distri-
bution by granulometric analysis in both materials (Fig. 2) show
that particle size is reduced in bioextrudate. There is a negligible
amount of particles over 3.14 mm, while the fraction of particles
between 3.14 and 0.52 mm reaches 60% of the total. Particles un-
der 0.52 mm account for 39%, compared to just 2.3% of the particles
under that size in extrudate. These results prove that bioextrusion
results in a material with distinctive physical characteristics in
relation to the extrudate.

3.4. Sugar production yield on bioextrudate

Bioextrudate was incubated in the 15 | bioreactor at 50 °C dur-
ing 72 h to determine sugar production yield. Values of production
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Table 3

Solids content and chemical composition of bioextrudate (values given in % of whole bioextrudate dwb).

Bioextrudate as a % Solid recovery (g/100g DM

Bioextrudate solid content (%

Composition

whole extrudate) dwb) (% dwb of whole bioextrudate)
Glucose  Xylose Galactose Arabinose Lignin Ash
108 23 474 + 245 + 1.3+0.03 3.1+0.1 17.6 £ 49 +
1.6 0.8 13 0.1
Insoluble fraction (IF)* (% dwb of bioextrudate DM) (% dwb of whole bioextrudate)
65 38.0 17.6 0.7 2.0 254
Soluble fraction (SF)* (% dwb of bioextrudate DM) (% dwb of whole bioextrudate)
35 8.7 6.8 0.5 1.0 -

2 IF and SF are produced by filtration to characterize the bioextrudate (see point 2.2.4.).

yield at 0, 3, 6, 8, 20, 24, 48 and 72 h, as well as concentration in g/l
(both monomers and oligomers) are shown in Fig. 3, for glucose
and xylose (panels A and B, respectively).

As commented in point 3.3., the enzymes action produce a cer-
tain carbohydrate hydrolysis during the second run in the extruder,
which confirms that saccharification is taking place to a certain ex-
tent during bioextrusion. As a result, there is an initial amount of
sugars in the media at O h, that accounts for 7.5% of the potential
glucose and 18% of the potential xylose. These values are a bit
lower than the amount of soluble sugars found when characteris-
ing the bioextrudate due to the different methodologies used for
their quantification (see Methods). During the first 20-24 h of
incubation, the hydrolysis of glucan and xylan is slow and the val-
ues are low, but then, within the next 48 h, it accelerates until
reaching production yields of 73% and 72% of theoretical for glu-
cose and xylose, respectively. Glucose (monomers and oligomers)
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Fig. 3. Sugar production yields (in % of theoretical) and concentrations (in g/l) of
glucose (A) and xylose (B) at 0, 3, 6, 8, 20, 24, 48 and 72 h of incubation at 50 °C of
barley straw bioextrudate.

concentration in EH media at this condition after 72 h incubation
reached 96 g/l.

The delay for the hydrolysis to take off can be due to the high
solids content at which the experiment is carried out, 30% w/v. It
is indeed well known that increasing the solids loading presents
some difficulties such as mass transfer limitations and end product
inhibition of enzymes by glucose and cellobiose, which may affect
the final efficiency of hydrolysis (Wang et al., 2011; Lu et al., 2010).
However, the fact that in the present work the enzymes are thor-
oughly mixed during the bioextrusion and that some sugars are re-
leased by the enzymatic action during this step, seems to provide
an advantage when the material is further incubated at extended
time, resulting in reasonably good yields at 30% w/v solids. More-
over, the use of advanced enzymatic cocktails consisting in cellu-
lase boosted with xylanase is with certainty influencing this
positive result. Supporting this idea, Manzanares et al. (2012) have
reported a positive effect of xylanase addition on SSF of steam-ex-
ploded forage sorghum that allows increasing solid concentration
up to 18% (w/w) with good SSF performance and high final ethanol
content in SSF broth.

The event of xylan hydrolysis during incubation with a reason-
ably good efficiency, results in a significant amount of xylose being
released to the media, which would be available for conversion to
valuable products in a further step. At 30% solid loading level, the
final concentration of xylose is 52 g/l (considering monomers and
oligomers). A certain amount of other free sugars, mostly arabinose
(up to 6 g/1) and galactose (3 g/1) are also found by HPLC (data not
shown), resulting in a total concentration of fermentable C5 and C6
sugars about 155 g/l, from which 71 g/l are monomeric glucose and
31 g/l correspond to monomeric xylose.

The values of sugar production referred to dry matter of extru-
date reach values about 32 g glucose/100 g dry extrudate and 18 g
xylose/100 g extrudate. Considering the production of glucose and
xylose in relation to both glucan and xylan in the extrudate, a com-
bined sugar production yield of 73% can be calculated. These results
are somewhat lower than those obtained in other lignocellulosic
biomasses submitted to alkaline extrusion, such as prairie cord
grass (Karunanithy and Muthukumarappan, 2011b) or switch grass
(Karunanithy and Muthukumarappan, 2011d). For the first one, the
optimal extrusion conditions of 114 °C, 122 rpm and soaking in
1.7% alkali, yielded a maximum combined sugar recovery of 82%.
In the work on switch grass biomass, maximum combined sugar
recovery of 88% was recorded after extrusion of the material at
180 °C and 118 rpm screw speed, previously soaked for 30 min in
an alkali solution of 2% (w/v) concentration. However, it is impor-
tant to highlight that these experiments were obtained in enzy-
matic hydrolysis experiments at low solid loading level at less
than 5% solids, so resulting in low sugar concentrations in the med-
ia. The fact that the combined extrusion process of the present
work results in reasonably high yields at high consistencies up to
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30% (w/v), stands up for a clear advantage in terms of sugar con-
centration in hydrolysis media. Moreover, the high level of integra-
tion of the steps in the whole process represents an important gain
over other technologies that require separate processing steps.

In brief, the process described in the present work denotes
several important benefits over other extrusion processes and
pretreatment techniques described in the literature for biomass
fractionation and enzyme accessibility improvement. On the one
hand, the steps of alkaline treatment and neutralization are inte-
grated in a single run, which provides the possibility to use directly
the material in the second run without downstream operations. On
the other hand, the solid loading level of the pretreated extrudate
can be adjusted, so that a high solids material can be produced,
which is a clear advantage against other pretreatment processes
that use steam or other catalysts. Finally, the introduction of the
enzymes in a second extrusion run provides an enhanced en-
zyme-substrate mixture, which results in a pretreated material
with a fraction of carbohydrates already solubilized due to enzyme
action, without carbohydrates losses. As a result, enzymatic hydro-
lysis at high solid loading level can be successfully performed,
resulting in EH media containing high total sugar concentration
up to 155 g/l available for fermentation to ethanol or other uses.

4. Conclusions

The results show the feasibility and effectiveness of the
integrated combined alkali and enzymatic extrusion process to
pretreat barley straw biomass for sugar production. After two
sequential runs of alkaline plus enzymatic extrusion (bioextru-
sion), saccharification has already started in the produced bioex-
trudate. The bioextrudate can be incubated at high solid loading
for sugar release, giving reasonably high sugar productions yields
and concentration in EH media. These results support the great
potential of this integrated process as pretreatment technology.
Further studies should be carried out to test new enzymatic
mixtures and evaluate its feasibility at a larger scale.
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ANEXO II






Protocolos de andlisis de materiales del NREL

(Laboratory Analysis Procedure, LAP)

1. PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS DE COMPOSICION (NREL/TP-510-42620)
Introduccion

e Este procedimiento describe un método reproducible de convertir una variedad de
muestras en un material uniforme adecuado para el andlisis de composiciéon. Todos los
procedimientos LAP del NREL asumen que las muestras se han preparado cumpliendo estas
especificaciones.

e Este procedimiento se aplicard siempre que el contenido en cenizas de la muestra a
analizar sea superior a 5%.

e  Este procedimiento describe métodos para el secado, reduccién de tamafiio, obtencion
de muestras con un tamafio de particula uniforme y muestreo representativo de muestras de
biomasa.

Ambito

e Este método es adecuado para la preparacién de la mayoria de los tipos de biomasa y
solidos derivados de biomasa para analisis de composicion.

e Este procedimiento no estd destinado a materiales que ya han pasado a través de un
tamiz de nimero de malla 20 (850 um).

e Este procedimiento no esta destinado a materiales que no se pueden secar por los
métodos descritos, hasta un contenido en sdlidos totales de mas de 85%.

Interferencias

e Este procedimiento produce muestras de biomasa con un intervalo de tamafio de
particula. Los procedimientos del NREL se ha optimizado para muestras con estos
tamanfios de particula. Una desviacién hacia un tamafio menor puede dar por resultado
una desviacion a la baja en el contenido en carbohidratos (y la consiguiente desviacién
al alta de la lignina) debido a una excesiva degradacion de carbohidratos. Por el
contrario, la utilizacion de un tamafo mayor puede dar también por resultado una
desviacidn a la baja del contenido en carbohidratos (y la consiguiente desviacién al alta
de la lignina) debido a una hidrdlisis incompleta de los polimeros.

e Este procedimiento produce muestras de biomasa con contenidos en humedad por
debajo del 10%. Los procedimientos del NREL se ha optimizado para muestras con
bajo contenido en humedad. Un elevado contenido en humedad de las muestras
alterard la concentracién efectiva de acido en la etapa de hidrélisis con 4acido
concentrado. Esto a su vez dard lugar a una desviacion a la baja del contenido en
carbohidratos (y la consiguiente desviacion al alta de la lignina) debido a una hidrélisis
incompleta de los polimeros. Esta hidrélisis incompleta deja muchos azlcares
oligoméricos que no son solubles en acido al 4% y que se contabilizan incorrectamente
como residuo insoluble en 4cido, desviando el contenido en lignina hacia valores altos.

e Este procedimiento asume que no ocurre fraccionamiento quimico durante las etapas
de cribado y que la composicion quimica de los finos separados de la muestra es
similar a la composicién de la muestra total.



Procedimiento

Preparar la muestra de biomasa utilizando uno de los siguientes métodos:

A) Método de preparacion de secado al aire: Este método es adecuado para la

preparacion de grandes cantidades (>20 g) de muestra recogida en campo en una forma
adecuada para el andlisis. Este método es adecuado para secar materiales donde la
humedad ambiental permite secar la muestra hasta un contenido en humedad por debajo
del 10%.

1.

o

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Las muestras de biomasa deben contener piezas de dimensiones menores de
5x5x0,6 cm. Los tallos y ramas pequefias no deben tener un didmetro superior a
0,6 cm. Los residuos como la paja y el papel para reciclado no deben sobrepasar
los 20 cm de longitud para facilitar la molienda.

El material se debe extender en una superficie adecuada y dejar secar al aire
antes del andlisis. No amontonar el material a mas profundidad de 15 cm. Voltear
el material al menos una vez al dia para asegurar un secado uniforme.

El material se considera que esta seco cuando el contenido en humedad es menor
de 10% y el cambio de peso es menor de 1% en 24 horas.

Moler la muestra secada al aire en un molino de cuchillas haciéndola pasar por
un tamiz de tamafio 2 mm (n2 de malla 10), procurando que no se calienten ni el
molino ni la muestra.

Apilar los tamices en el siguiente orden, empezando por el fondo: n2 de malla 80
(0,18-0,2 mm), n2 de malla 20 (0,85- 1mm).

Colocar la biomasa molida en el tamiz de n2 de malla 20. No colocar mas de 7 cm
de espesor. La muestra molida se puede procesar por tandas si fuera necesario.
Colocar la cubierta del tamiz superior y asegurar éste en el tamizador.

Tamizar en el tamizador durante 15 minutos.

La fraccién retenida en el tamiz de n? de malla 20 (fraccion + 20) debe ser
reprocesada hasta que no quede biomasa en el tamiz de n2 de malla 20.

La fraccion retenida en el tamiz de n? de malla 80 (fraccién —20/+80) se debe
conservar para analisis composicional.

El material del recipiente del fondo constituye la fraccidn de finos (-80). Conservar
este material para analisis de cenizas.

Combinar todas las fracciones de finos (-80) y homogeneizar. Este es el Pg,.
Combinar todas las fracciones —20/+80, homogeneizar y pesar. Este es el peso
P20/s0-

Determinar el contenido en sdlidos totales de las dos fracciones , -20/+80 y la
fraccion de finos. Anotar como TS;p/80 Y TSso-

Determinar el contenido en cenizas de cada fraccion y anotar como Cenizas,gso Y
Cenizasgy.

Utilizando las ecuaciones en el apartado de Cdlculos, calcular el porcentaje de
cada fraccidn en la muestra de biomasa original. El porcentaje de peso de cada
fraccion se utiliza para reconstruir la composicién de la muestra de biomasa
original. En la mayoria de los casos, la composicién de la parte de biomasa que no
son cenizas en la fraccion de los finos, se puede asumir que es la misma que la
composicion de la parte de biomasa que no son cenizas en la fraccién de -20/+80.
Si la muestra preparada no se analiza inmediatamente después de este
procedimiento, la muestra se debe conservar en un recipiente herméticamente
cerrado o en una bolsa de polietileno sellable y guardar a -202C hasta su
utilizacién.



B) Método de preparacion de secado en estufa: Una alternativa aceptable al método de

secado al aire es secar la biomasa en una estufa a temperaturas no superiores a 45°C.
Este método es adecuado para una muestra muy humeda que tiene riesgo de crecimiento
microbiano durante el secado, muestras pretratadas humedas, muestras que no serian
estables durante una exposicidon prolongada a condiciones ambientales o para el secado
de materiales cuando la humedad ambiental no permite alcanzar el contenido por debajo
del 10% de humedad. Este método es adecuado para la preparacién de pequefas
cantidades (<20 g) de muestra.

1.

Seleccionar un recipiente adecuado para secado en estufa y poner a secar en a
452C durante un minimo de tres horas.

Poner el recipiente en un desecador, dejar enfriar a temperatura ambiente y
pesar.

Poner la biomasa a secar en una capa no superior a 1 cm y pesar junto con el
recipiente.

Secar el material en la estufa durante 24 a 48 horas. Enfriar y pesar.

Volver a poner a secar durante una hora, enfriar y pesar y asi hasta que el peso
varie menos de un 1%.

Moler la muestra utilizando uno de los siguientes métodos:

e Para muestras pequenas (<20g), que no pasarian a través de un tamiz de
numero de malla de 20, reducir el tamafio de particula mediante una
molienda de cuchillo de toda la muestra con un tamiz de 1 mm. Si el
tamafio de la muestra es suficiente, proceder a moler y a tamizar segun el
método A).

e Para muestras grandes (>20 g), moler y tamizar segin el método A).

C) Método de preparacion de la muestra por liofilizacion (ver original)

Calculos

i. Para calcular el porcentaje de la fraccién -20/+80, utilizar la
siguiente ecuacion:

Fraccion 20/80 %= _on{go x 100

P2osz0+ Pso

ii. Para calcular el porcentaje de la fraccién -80, utilizar la siguiente

ecuacion:
Fraccion gg %= Pgo x 100
P2o/s0+ Pso
Donde:

P.o/s0 = peso de la fraccion de gruesos, —20/80 (g)

Pso = peso de la fraccion de finos, -80 (g)



iii. Calcular el porcentaje de sélidos de la muestra mediante secado a
459C, con la siguiente ecuacion:

% soélidos a 452C = Pfinal ara+muestra~ Ptara

Pm'C'aI tara+muestra ~ Ptara

iv. Para calcular la composicién de un constituyente X en la muestra
de biomasa original, utilizar la siguiente ecuacion:

% Xoriginal= % X'zo/go X % FraCCién-zglso'l' [% X'zolgo x (100-% Cenizas &% Cenizas -20[80) X
%Fraccidng]

100

2. METODO ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES EN LA BIOMASA

Las muestras de biomasa pueden contener grandes cantidades variables de humedad, que
pueden cambiar rdpidamente cuando se exponen al aire. Para que los resultados del andlisis
quimico de este tipo de muestras sean significativos, éstos normalmente se expresan sobre la
base de peso seco a 1052C. El contenido en sdélidos totales de la muestra se usa para convertir
los resultados analiticos obtenidos a otra base distinta que la del peso seco a 1052C.

El contenido en sélidos totales de una muestra de biomasa es la cantidad de sélidos que
permanecen después de eliminar toda la materia voldtil mediante el calentamiento de la
muestra a 1052C hasta peso constante. Inversamente, el contenido en humedad de la muestra
es la medida de la cantidad de agua (y otros componentes volatilizados a 1052C) presentes en
la misma. Igualmente, por peso seco en estufa (oven dry weight, ODW) se entiende el peso de
la biomasa corregido matemdaticamente para la cantidad de humedad presente en la muestra
en el momento de la pesada.

Interferencias

Este procedimiento no es adecuado para muestras de biomasa que cambian
guimicamente cuando se calientan, tales como muestras de biomasa acidas o alcalinas.

Equipos
Estufa de secado por conveccién, con control de temperatura de 105 +32C

Balanza de precision (0,1 mg)
Desecador con desecante

Platillo de aluminio



Analizador de humedad por infrarrojos (opcional, solo es necesario si se utiliza el
procedimiento alternativo 2 de determinacién de humedad con analizador de humedad por
infrarrojos).

Muestras de ensayo

e Las muestras de biomasa adecuadas para analisis por este procedimiento son
muestras sin preparamiento previo (segun se reciben en el laboratorio), secadas
al aire, molidas, muestras a las que se han extraido los extractivos, y la fraccidn
solida de muestras generadas durante el pretratamiento, fraccionamiento o
fermentacién de biomasa.

e La muestra de ensayo consistird aproximadamente en 0.5 a 2 g de muestra,
obtenida de manera tal que asegure que es representativa del lote completo de
material a analizar.

Procedimiento 1

e Presecar los platillos de aluminio a 1052C durante un minimo de cuatro horas.
Enfriar los platillos en un desecador. Utilizar guantes o pinzas para manejar los
platillos y pesarlos con precision de 0,1 mg. Apuntar el peso.

e Mezclar bien la muestra y pesar en el platillo entre 0,5 a 2 g (+0,1 mg) de muestra.
Apuntar el peso de la muestra mas el platillo. Se necesita como minimo un
duplicado.

e Poner un blanco. Un platillo sin muestra y seguir todos los pasos. La diferencia en
peso debe ser menor a un 0,5% de error.

e Opcional: Poner una muestra estdandar por duplicado. Utilizar tartrato sédico y
hacerlo por duplicado. La pérdida de peso del tartrato sddico debe ser 15,62%
(83,38% de sdlidos totales)

e Poner la muestra en el horno a 1052C +32C durante un minimo de cuatro horas.
Sacar la muestra de la estufa y enfriarla en un desecador a temperatura
ambiente. Pesar el platillo y la muestra y anotar el peso. Volver a introducir la
muestra y el platillo en la estufa hasta que se alcance el peso constante. Se define
peso constante como +0,1% de cambio en el porcentaje de sdlidos totales
después de una hora de recalentamiento. Normalmente se requiere una noche
para muestras humedas.

e Sacar la muestra de la estufa y enfriarla en un desecador a temperatura
ambiente.

e Pesar el platillo que contiene la muestra y anotar el peso.

Procedimiento 2

e Programar el analizador automatico de humedad para una temperatura
“standby” de 70°C, un analisis de temperatura de 1052C, y un punto final de
menos de 0,05% de cambio en sélidos en un minuto.

e Encender los elementos del calentamiento por infrarrojos y dejarlos calentar
durante aproximadamente 20 minutos. Operar el equipo una vez con una
muestra que no importe y que se pueda desechar, para que los elementos cojan
la temperatura.

e Presecar los platillos de aluminio a 1052C durante un minimo de cuatro horas o
desecarlos una vez sin muestra en el equipo de infrarrojos. Si los platillos se secan



en la estufa, enfriarlos en un desecador. Utilizar guantes o pinzas, colocar un
platillo de aluminio en el platillo de la balanza vy tarar la balanza.

e Rapidamente transferir de 1 a 2 gramos de la muestra al platillo de pesada.
Extender la muestra igualmente sobre la superficie del disco de pesada. Analizar
cada muestra por duplicado, como minimo.

e Tan pronto como la balanza se estabilice, cerrar la tapa del equipo y seguir
adelante con el analisis, siguiendo las instrucciones del manual del equipo.

e Una vez que la muestra se ha secado hasta peso constante, anotar el porcentaje
de solidos de la misma.

Calculos (solo para el procedimiento 1)

e % Sdlidos totales = [Peso de la muestra seca mas el plato - peso del plato/Peso de
muestra antes del secado] x 100

e Sise desea, se puede calcular también el % de humedad:

% Humedad = 100- % sdlidos totales

. Para calcular la diferencia de porcentaje relativa (RPD) entre dos muestras,
utilizar el siguiente calculo

Xmedia

Donde:
X1 Y X, son los valores medidos

x media es lamediade x,y x,

) Para calcular la desviacidon cuadratica media, error cuadratico medio
(desviacion RMS) o desviacidon estandar de las muestras, utilizar los siguientes
calculos:

Primero calcular la media cuadratica o valor cuadratico medio:

(3
>,

|

n
RMS = X, = media = |



A continuacion calcular la desviacidn cuadratica media, error cuadratico medio (desviacidn
RMS) o desviacion estandar, utilizando:

n

[ (x.—x ;
Desviacion RMS = = Wll “( i~ ¥n)
i

Donde :
Xm €s el valor cuadratico medio de todos los valores x del grupo de muestras
n es el nimero de muestras en el grupo

X; es un valor medido del grupo de muestras

3. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS ESTRUCTURALES Y LIGNINA EN BIOMASA
(NREL/TP-510-42618)

Introduccion

e Los carbohidratos y la lignina constituyen la mayor parte de las muestras de biomasa.
Los carbohidratos pueden ser estructurales o no estructurales; los estructurales estan
unidos en la matriz de la biomasa, mientras que los no estructurales se pueden separar
utilizando etapas de extraccidn o lavado. La lignina es un polimero fendlico complejo.

e Este procedimiento es adecuado para muestras que no contienen extractivos. Este
procedimiento utiliza una hidrdlisis acida en dos etapas para fraccionar la biomasa en
formas que son mas facilmente cuantificables. La lignina se fracciona en material
insoluble en acido y material soluble en acido. El material insoluble en acido puede
incluir también cenizas y proteinas, que deben ser tenidos en cuenta durante el andlisis
gravimétrico. La lignina soluble en acido se mide por espectroscopia UV-VIS. Durante la
hidrélisis, los carbohidratos poliméricos se hidrolizan en sus formas monomeéricas, que
son solubles en el liquido de hidrdlisis. A continuacién se miden por HPLC. Las proteinas
también pueden separar en la fraccion liquida. Es necesario realizar una medida del
contenido en grupos acetilo para las muestras de biomasa que contienen hemicelulosas
con un esqueleto de xilanos, pero no en las biomasas que contienen esqueletos de
mananos. El acético se mide por HPLC.



Ambito del procedimiento

e Este procedimiento es adecuado para muestras libres de extractivos, que incluyen
biomasas que se han extraido utilizando el procedimiento LAP correspondiente, asi
como sélidos del proceso que no contienen extractivos. Los resultados se dan sobre la
base del peso seco en estufa. Los resultados se pueden dar sobre la base de la muestra
segln se recibid en el laboratorio, o en una base libre de extractivos, dependiendo del
tipo de biomasa utilizada. Antes de utilizar este procedimiento, se debe preparar la
biomasa segln el método “Preparacidon de muestras para el analisis de composicion de
la biomasa”.

e Este procedimiento es adecuado para biomasas que contienen los componentes
enumerados durante todo el procedimiento. Cualquier biomasa que contenga otros
componentes no enumerados que puedan interferir, debe ser investigada
adicionalmente.

Terminologia

e Peso seco en estufa - El peso de la biomasa corregido matematicamente para la
cantidad de humedad en la muestra en el momento de la pesada.

e Biomasa preparada - Biomasa preparada segun el LAP “Preparation of Samples for
Biomass Compositional Analysis”.

e Biomasa libre de extractivos - Biomasa después de una extraccidon exhaustiva con agua
y etanol (ver el correspondiente LAP para extractivos)

e Lignina insoluble en dcido- El residuo que queda en un crisol de filtracién de porosidad
media después de dos etapas de hidrdlisis, con correccién para las cenizas insolubles
en acido y las proteinas insolubles en acido.

e Carbohidratos estructurales- Carbohidratos poliméricos, es decir, celulosa vy
hemicelulosa.

e Componentes no estructurales- Componentes de la biomasa que no estan unidos
guimicamente, que incluyen, pero no estan limitados a sacarosa, nitratos/nitritos,
proteinas, cenizas, clorofilas y ceras.

Interferencias

e Este procedimiento ha sido optimizado para el tamafio de particula especificado en el
LAP “Preparation of Samples for Biomass Compositional Analysis”. Una desviacion a
un tamano de particula menor puede dar como resultado una desviacién a la baja del
contenido en carbohidratos (y una consiguiente desviacion al alta del contenido en
lignina), debido a una excesiva degradacion de carbohidratos. Una desviaciéon a un
tamafio de particula mayor puede dar como resultado una desviacién a la baja del
contenido en carbohidratos (y una consiguiente desviacion al alta del contenido en
lignina), debido a una incompleta hidrélisis de los azlcares poliméricos a azlcares
monoméricos.

e Las muestras que contienen extractivos no son adecuadas para este procedimiento.
Los extractivos se separardn de forma irreproducible, dando como resultado una
desviacidn de lignina al alta.

e Este procedimiento no es adecuado para las muestras que contienen acido, base o
catalizador.

Las muestras que contienen un contenido en humedad de 10% o superior pueden no ser

adecuadas para este método, puesto que el exceso de humedad interferird con las



concentraciones adecuadas de acido. Las muestras se deben secar (al aire o en una estufa
a menos de 409C), antes de este procedimiento. Las muestras secadas a 45°C o
temperaturas superiores no son adecuadas para este procedimiento.

e Las muestras con un contenido en cenizas superior al 10% no son adecuadas para este
procedimiento, ya que la muestra puede contener restos de suelo u otros minerales
que interferirdn con las concentraciones de acido adecuadas y pueden catalizar
reacciones secundarias.

e Las muestras que contienen proteinas desviaran el contenido en lignina al alta, a
menos que se justifiquen en la determinacidn gravimétrica del material insoluble en
acido. Se requiere un analisis independiente de nitrégeno para estimar el contenido en
proteinas del residuo. A continuacién las proteinas estimadas se sustraen de la medida
del residuo insoluble en acido. La separacidn fisica de la proteina insoluble en acido de
la lignina insoluble en acido estd fuera del ambito del objetivo de este procedimiento.

Preparacion de la muestra
e Antes de este analisis se debe llevar a cabo el procedimiento “Preparacidon de
muestras de andlisis composicional de biomasa”. Las muestras deben tener un minimo

de 85% de contenido en sdlidos totales.

Procedimiento

A) Preparacion de la muestra para el andlisis e hidrdlisis

1. Pesar 0,3+0,01 g de la muestra libre de extractivos y poner en un “tubo de presion” (tubos
especiales de cristal y tapa de teflén, Ref. Z566268) Al mismo tiempo se debe llevar a cabo
la determinacion de sélidos totales, para medir con precision el porcentaje de sdlidos para
correccion. Hacerlo por duplicado como minimo.

2. Anadir 3,00+0,01 mL (4,92+0,01 g) de H,SO, al 72%, y agitarlo con una varilla de agitacion
de teflédn durante 1 min hasta que esté completamente impregnado.

3. Poner el “tubo depresion” en un bafio a 30+12C y mantenerlo 60 minutos + 5 minutos.

4. Agitar la muestra cada 5-10 min con la varilla de agitacion, sin sacar el “tubo de presion”
del bafio, para asegurar una mezcla completa.

5. Una vez transcurridas la hora de hidrdlisis, sacar los “tubos de presidon” del bafio. Diluir a
4% la concentracion de acido afiadiendo 84,00+0,04 mL de agua desionizada, utilizando
una bureta automadtica. También se puede realizar la dilucién afadiendo 84+0,04 g de
agua purificada, utilizando una balanza de precision de 0,01 g. El peso total afiadido al
“tubo de presion tarado” es 89,22 g (0,3 de muestra, 4,92 g de H,S0, al 72%, y 84,00 g de
agua desionizada). Puesto que la densidad de la solucion de 4% de &cido es 1,0250g/mlL, el
volumen total de la solucion (V;) es 87,0 mL.

6. Preparar una serie de estandares de recuperacion de azucares (SRS), que se manejaran
durante el resto de la hidrdlisis y se utilizaran para corregir las pérdidas debidas a la
destruccién de azucares durante la hidrélisis con acido diluido. SRS deben incluir glucosa,
xilosa, galactosa, arabinosa y manosa. Las concentraciones de azucares se deben elegir lo
mas parecidas posibles a la concentracidon de azlcares en la muestra. Pesar la cantidad
requerida de cada azlcar, con una precision de 0,1 mg y afiadir 10 mL de agua desionizada.
Afadir 348,5 ul de acido sulfurico al 72%. Transferir al tubo y cerrar fuertemente.

7. No se requiere un SRS recién preparado para cada analisis. Se puede producir una gran
cantidad de SRS, filtrar a través de filtros de 0,2 um, repartir en alicuotas de 10 mL en



10.

recipientes sellados y etiquetar. Se pueden conservar en un congelador y sacar cuando se
necesiten. Descongelar y agitar antes de utilizar. Si se utilizan SRS congelados, se debe
afadir la correspondiente cantidad de acido a la muestra descongelada y agitar antes de
afiadir al tubo

Cerrar cada una de los “tubos de presién” e introducirlas en el autoclave.

Meter en autoclave las muestras (cerrar los tubos de presién) durante 1 h. a 1219C+32C.
Después de que acaba el autoclave dejar enfriar los “tubos de presién” 20 min a
temperatura ambiente antes de abrirlas.

B) Analisis de la muestra para lignina acido insoluble

Preparar una serie de crisoles de fondo poroso (15 micras) y calentar a 5759C durante un
minimo de cuatro horas. Sacar los crisoles de la mufla a un desecador y dejar enfriar
durante un minimo de una hora. Pesar y anotar la pesada. Repetir el calentamiento hasta
conseguir un peso constante después de enfriar. Se define le peso constante como un
cambio de £0,3 mg en el peso después de una hora de recalentar el crisol.

Filtrar las muestras utilizando los crisoles de porcelana con fondo poroso de filtracion de
“porosidad media”. Recoger el filtrado en un matraz.

Transferir una alicuota de aproximadamente 50 mL a una botella para conservacion de la
muestra. Esta muestra se utilizara para determinar la lignina soluble en acido, asi como
los carbohidratos y el acido acético si es necesario. La lignina soluble en acido se debe
hacer en un periodo de seis horas desde la hidrdlisis. Si el liquido de hidrdlisis se debe
conservar, este se debe guardar en una nevera durante un maximo de dos semanas.
Utilizar agua desionizada para transferir todos los sélidos del “tubo de presiéon” al
dispositivo de filtracién. Lavar los sélidos en el filtro con un minimo de 50 mL de agua
desionizada, si se quiere caliente (para disminuir el tiempo de filtracion).

Introducir crisoles de porcelana de fondo poroso (crisol) previamente tarado. Secar el
crisol de filtracion y su contenido a 1059C + 32C durante 2 horas, o hasta peso constante.
Enfriar en desecador y anotar el peso, del crisol, lignina 4cido insoluble, y cenizas acido
insolubles, con una precision de 0,1 mg.

Poner el crisol y su contenido en una mufla y calentar a 575 + 252C durante un minimo de
3 horas, o hasta que se ha eliminado el carbono. Calentar lentamente (102C/min), para
evitar la aparicion de llamas.

Secar en desecador y anotar el peso del crisol y las cenizas 4cido insolubles, con precision
de 0,1 mg.

C) Analisis de la muestra para lignina acido soluble

En un espectrofotdmetro UV-VIS hacer un fondo con agua desionizada o acido
sulfurico al 4%.

Utilizando el liquido de hidrélisis obtenido en la etapa anterior medir la absorbancia de
la muestra a en el espectrofotometro a la longitud de onda adecuada (ver Tabla mas
abajo, en calculos) Diluir la muestra para llevar la absorbancia en el intervalo de 0,7-
1,0, anotando la dilucién. Se debe utilizar agua desionizada o 4acido sulfurico para
diluir la muestra, pero el blanco se debe diluir de la misma forma. Analizar cada
muestra por duplicado, como minimo (Este analisis se debe realizar en seis horas
desde la generacion del hidrolizado).

Calcular el porcentaje en lignina soluble en acido siguiendo los calculos descritos en el
punto 2 del Apartado Calculos.



D) Andlisis de la muestra para carbohidratos estructurales

1. Preparar una serie de estandares de calibracién para una curva de calibrado en el
HPLC siguiendo el punto 6 del apartado A). Se sugiere un intervalo de calibracién de
0.1-4 mg/mL.

2. Preparar un estandar de verificacion de calibracion (CVS) independiente para cada

grupo de estandares de calibracion. Utilizar reactivos de una fuente distinta de Ia
utilizada en la preparacion de los estdndares de calibracién. Preparar el CVS en una
concentracién que se encuentre en la mitad del intervalo validado de la curva de
calibracion (se sugiere 2,5 mg/mL). Los CVS se deben analizar en el HPLC después de
cada grupo de calibraciéon y a intervalos regulares a lo largo de la secuencia de
muestras. Los CVS se utilizan para verificar la calidad y estabilidad de las curvas de
calibracion a lo largo del ensayo.

3. No se necesita una tanda de estandares recién preparados para cada analisis. Se puede
preparar una gran serie de estandares, filtrar a través de filtros de 0,2 un en viales,
sellar y etiquetar. Los estdndares y el CVS se pueden guardar en un congelador y
utilizar segun se necesiten. Descongelar cada vez y agitar antes de su utilizacion.
Observar los estandares y CVS en cuanto a una concentracién inusual.

4, Transferir aproximadamente 20 mL de cada filtrado del apartado 2B) a un matraz de
50 mL.
5. Neutralizar con carbonato célcico hasta llegar a un pH de 5-6. No sobreneutralizar.

Afadir la base despacio y agitando frecuentemente para evitar problemas con la
formacion de espuma. Ir controlando el pH con papel pH para evitar la
sobreneutralizacién (>6). Después de alcanzar un pH de 5-6, detener la adicién de
carbonato, dejar que se estabilice la muestra y retirar el sobrenadante por
decantacion. El pH del liquido debe ser entonces de aproximadamente 7. (Nunca se
debe exceder un pH de 9).

6. Filtrar el hidrolizado neutralizado utilizando una jeringa con un filtro de 0,2 pm en un
vial. Cerrar y etiquetar. Prepara cada muestra por duplicado, reservando uno de los
duplicados para analizar mas tarde si es necesario. Si se necesita, las muestras
neutralizadas se deben guardar en la nevera durante tres o cuatro dias. Después de
conservar en frio, comprobar que no haya precipitados en la muestra. Si es asi, se
deben volver a filtrar, mientras estan frias, a través de filtros de 0,2 um.

7. Analizar en el HPLC los estandares de calibracion, las muestras y los CVS, utilizando una
columna CARBOSep CHO-682 LEAD (Transgenomic, Omaha, NE), operando a 80 2C, con
agua Milli-Q water (Millipore) como fase mavil (0,5 mL /min).

8. Comprobar los cromatogramas de la muestra para la presencia de celobiosa y
oligosacaridos. Los niveles de celobiosa mayores de 3 mg/mL indican una hidrdlisis
completa.

9. Comprobar los cromatogramas en cuanto a la presencia de picos que eluyen antes de

la celobiosa. Estos picos pueden indicar altos niveles de productos de degradacion, lo
cual es indicativo de autohidrdlisis.

E) Analisis de las muestras para contenido en acetilo, si es necesario

Ver mas adelante en punto 6.

Calculos

Calcular el peso de residuo insoluble en acido (RIA) y lignina insoluble en &acido (LIA) de la
siguiente manera:



% RIA = Peso del crisol + el residuo a 1052C — peso crisol x 100

Peso de la muestra referida a Ps a 1052C

% LAl = [(Peso del crisol + el residuo a 1052C)—peso crisol]-[(peso crisol+cenizas)-peso crisol]-peso proteinas x100
Peso de la muestra referida a Ps a 1052C

Donde:

e % LAl es el residuo acido insoluble, corregido con las cenizas [(peso crisol+cenizas)-
peso crisol] y el peso de las proteinas, donde:

e Peso proteinas es la cantidad de proteinas en el residuo insoluble en acido,
determinado segun el LAP: Determinacidon de proteinas en biomasa. Esta medida solo
es necesaria cuando las muestras tengan un elevado contenido en proteinas.

Calcular la cantidad de lignina soluble en acido (LAS) segun la férmula:

% LAS = A x Volumen del filtrado x Dilucidn x100
€ X Peso seco muestra referido a Ps a 1052C

Donde:
A= Absorbancia de la muestra a la correspondiente longitud de onda
Df = factor de dilucidn

€ = coeficiente de absortividad de la biomasa a longitud de onda especifica (ver Tabla a
continuacion)

Tipo de biomasa Longitud de onda | Coeficiente de absortividad
recomendada (hm) |a la longitud de onda
recomendada
Corn stover 320 30
Chopo 240 25
Bagazo 240 25
Pino 240 12

Calcular la cantidad total de lignina como la suma de la lignina acido insoluble y la acido
soluble.

Crear una curva de calibracion mediante anadlisis correlacion lineal para cada azlcar a
cuantificar. A partir de estas curvas, determinar la concentracién en mg/mL de los
azlcares presentes en cada solucidn analizada por HPLC.



Calcular la cantidad de azucar recuperado de cada estandar de recuperacién de azlcares (ver
punto A.6 del procedimiento) a lo largo de la etapa de hidrdlisis con acido diluido. Este
valor sera una estimacion de la cantidad de cada azlcar individual destruido durante el
procedimiento de hidrdlisis:

% R=_C, x100%
G

Donde:
% R =% de recuperacidon del estandar de recuperacion de azucares.

C, = concentracidn conocida del estandar de recuperacién de azlcares antes de la hidrdlisis, en
mg/mL.

C, = concentracién del estdndar de recuperacién de azlcares detectada por HPLC después de
la hidrdlisis, en mg/mL.

Corregir los valores de concentracidn de azicares (en mg/mL) obtenidos por HPLC para cada
azucar, determinados en la muestra hidrolizada:
Ceorr- = Chpic / %R

100
Donde:
Ceorr = cONcentracién de azucar corregida con los estandares de recuperacién de azucares en la
muestra hidrolizada.
Cipic = concentracién de azucar por HPLC
% R determinado en el punto 2.

7. Calcular la concentracién de azucares poliméricos a partir de la concentracién de
mondmeros corregida (punto 6 anterior), utilizando una correccién de 0,90 (162/180) por la
pérdida de una molécula de agua para azucares C-6 (glucosa, galactosa y manosa) y de 0,88
para C-5 (xilosa, arabinosa)

Cazicar polimero = Ceorr X factor correccién

8. Para una muestra liofilizada, secada al aire, en estufa, o muestras que no requieran
preparacion, calcular el % de cada azucar en base al peso seco de la muestra inicial de la
siguiente manera:

C azucar polimero X _lg_x VF
1000 g
% azlcar = x 100%
Peso seco muestra referido a Ps 1052C

Donde:
V; = Volumen de filtrado, 87,0 mL

Corregir el % de componente en base libre de extractivos, calculado antes, a una
base de peso seco inicial (sin extraccién) a 1052C:



% de azucar, lignina, acetilos...

en muestra inicial = % geterminado en libre de extractivos X 100 - % de extractivos
100%

Estadisticos del analisis

. Para calcular la diferencia de porcentaje relativa (RPD) entre dos muestras,
utilizar el siguiente calculo

RPD = x;-X, 100

Xmedia
Donde:
X1 Y X, son los valores medidos

x media es lamediade x,y x,

° Para calcular la desviacién cuadratica media, error cuadratico medio
(desviacion RMS) o desviacidon estandar de las muestras, utilizar los siguientes
calculos:

Primero calcular la media cuadratica o valor cuadratico medio:

RMS = x,, = media =

A continuacién calcular la desviacion cuadratica media, error cuadratico medio (desviacion

RMS) o desviacion estandar, utilizando:
" 3
Desviacion RMS=c = |2 (x;—x,)

\||:7

Donde:
Xm €s el valor cuadratico medio de todos los valores x del grupo de muestras

n es el nimero de muestras en el grupo



x; es un valor medido del grupo de muestras

4. DETERMINACION DE CENIZAS EN BIOMASA (NREL/TP-510-42622)

> La cantidad de material inorganico en la biomasa, bien sea estructural o extraible, deberia

medirse como un aparte de la composiciéon total. Las cenizas estructurales es el material
inorganico que estd unido en la estructura fisica de la biomasa, mientras que las cenizas
extraibles son el material inorganico que se puede extraer lavando o extrayendo el
material.

Este método abarca la determinacién de cenizas, expresada como el porcentaje de residuo
qgue permanece después de una oxidacion seca (oxidacidon a 550-6002C), de maderas duras
y blandas, materiales herbaceos, etc. Todos los resultados se dan relativos al peso de la
muestra secada en estufa a 105°C.

Antes de este analisis se debe llevar a cabo el procedimiento “Preparacién de muestras de
analisis composicional de biomasa”.

Las muestras se deben haber secado a 1052C segun el LAP 001, antes del ensayo de
cenizas. También se puede utilizar material secado al aire, pero en este caso se debe
corregir su contenido en humedad antes de calcular el contenido en cenizas.

Procedimiento

1. Utilizar crisoles de porcelana., marcados con algun tipo de identificador.
Determinar la tara del crisol, introduciendo el crisol vacio en la mufla a 575 +
259C hasta peso constante (minimo 4 horas). Enfriar el crisol a temperatura
ambiente en un desecador vy pesar con precisiéon de 0,1 mg. Si se utiliza un
crisol de porcelana es recomendable calentar el crisol durante al menos cuatro
horas, enfriar, pesar y volver a calentar durante otra hora mas, o hasta que el
peso de la tara varie menos de 0,3 mg.

2. Pesar de 0,5 a 2,0 g y anotar el peso descontando la tara del crisol (P,).
Introducir el crisol en la mufla a 575 = 252C durante 6 horas. Calentar
lentamente y evitar sobrepasar la temperatura. Si la muestra tiende a
encenderse, cubrir parcialmente el crisol. Este procedimiento se ha
comprobado que da resultados similares a la utilizacion de una mufla con
rampa de calentamiento

3. Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un desecador y pesar con precision
de 0,1 mg. Descontar el peso del crisol y apuntar como P,.

Calculos

1. Para muestra secadas a 1059C:
% cenizas = (P,/P;) x 100
2. Para muestras secadas al aire:

% de cenizas = [P,/(P; x T/100)]x100

Donde: T = % de sélidos de la muestra, en base al peso seco a 1052C (LAP-001).



5. DETERMINACION DE EXTRACTIVOS EN BIOMASA (NREL/TP-510-42619)

Introduccion

Es necesario separar el material no estructural de la biomasa antes del analisis para
prevenir interferencias con las posteriores etapas del andlisis. Este procedimiento utiliza
una extraccién en dos etapas para extraer el material soluble en agua y etanol. El
material soluble en agua puede incluir material inorganico, azldcares no estructurales y
material nitrogenado, entre otros. El material inorgdnico en el material soluble en agua
puede venir tanto de la biomasa como de cualquier material soluble asociado con la
biomasa, tal como suelo o fertilizante. El material soluble en etanol incluye clorofila, ceras,
u otros componentes minoritarios. Algunas biomasas pueden requerir ambas etapas de
extraccién, mientras que otras biomasas quizds solo requieran una extraccién exhaustiva
con etanol. La decisidn de utilizar una o dos etapas en la extraccién se debe hacer en base
al tipo de biomasa.

La extraccion en dos etapas se utiliza para cuantificar extractivos en muestras de
biomasa que contienen una cantidad significativa de material soluble en agua, o un
material que contiene componentes solubles en agua de interés. El residuo del procesado
del maiz es un ejemplo de biomasa que se debe someter a un proceso de extraccién en
dos etapas, ya que la parte soluble de la biomasa es significativa y el material soluble en
agua incluye carbohidratos cuantificables. En general, si se trata de biomasas herbaceas, se
realizaran las dos etapas de extractivos: agua y etanol; si son maderas, solo se realizara la
extraccién con etanol.

Las extracciones solo con etanol se deben utilizar para muestras que no tienen, o
tienen poco, material extraible en agua o cuando no se necesita cuantificar los
componentes solubles en agua. Ejemplos incluyen a las maderas duras y las maderas
blandas. Estas muestras se deben someter solo a una extraccién con etanol.

Este procedimiento no se debe aplicar a otros tipos de biomasa sin las oportunas
investigaciones respecto a la aplicabilidad del método, incluyendo muestras con grasas
parcialmente solubles en etanol.

Terminologia
Extractivos. — El material en una muestra de biomasa que es soluble o bien en agua o en
etanol durante una extraccidon exhaustiva. Los extractivos incluyen los componentes no
estructurales de una muestra de biomasa que pueden potencialmente interferir con el
posterior analisis.
Biomasa libre de extractivos. — Biomasa después de una extraccién exhaustiva en agua y
etanol.
Componentes no estructurales. — Componentes de la biomasa unidos no quimicamente
que incluyen, pero no estan limitados a sacarosa, nitratos/nitritos, proteinas, cenizas,
clorofilay ceras
Extraccion exhaustiva. — Para extraccion Soxhlet en agua, 6-24 horas; para extraccidon con
etanol, 24 h.

Interferencias
e Las muestras con moho o envejecidas pueden contener materiales estructurales que
han sido modificados y que ahora son solubles en agua o etanol
e Un fallo en la retirada de los materiales extraibles puede dar como resultado un error
en los valores de azlcares estructurales. Los extractivos hidréfobos inhiben la
penetracion del acido sulfurico en la muestra dando por resultado una hidrdlisis
incompleta.



Un fallo en la retirada del material extraible puede dar lugar a valores de lignina
falsamente elevados cuando los carbohidratos no hidrolizados se condensan con la

lignina insoluble en 4cido.

Procedimiento-Método Soxhlet
Muestra

La muestra debe ser de 2 a 10 gramos de muestra molida. La cantidad de muestra

necesaria dependera de la densidad de la biomasa.

1. Secar el dedal de extraccion del Soxhlet y el matraz de fondo redondo a 1052C hasta peso
constante. Secar a temperatura ambiente en un desecador y afiadir perlas de ebullicién al

matraz, etiquetar y pesar con precision de 0,1 mg.
2. Pesar el matraz o recipiente de recogida de muestra, con una precision de 0,1 mg.

3. Afadir cuidadosamente la muestra al dedal (2-10 g), procurando no llenar el dedal hasta el
borde (dejar aproximadamente 1 cm). La cantidad de muestra necesaria dependera de la
densidad de la biomasa. La altura de la biomasa en el dedal no debe exceder la altura del
tubo sifén del Soxhlet. Si la altura de la biomasa excede la altura del sifon, tendra lugar una
extraccién incompleta. Si se produce mucha espuma durante la extraccion, afiadir una

trampa “bump” de 250 mL entre el matraz y el tubo Soxhlet.

EXTRACTIVOS EN AGUA

4.

Montar el aparato Soxhlet utilizando 190 + 5 mL de agua grado HPLC. Insertar el dedal
y calentar a reflujo durante 6-24 horas. Periddicamente chequear la velocidad de
reflujo y ajustar la velocidad de calentamiento para se produzcan de 4 a 5 cambios de
disolvente por hora. En biomasas como el residuo del maiz el tiempo de reflujo es de
aproximadamente 8 horas, y cualquier material residual soluble en agua se extraera
durante la extraccidn con etanol.

Una vez completado el tiempo de extraccién, desconectar la manta calefactora y dejar
enfriar a temperatura ambiente.

Si se va a realizar una posterior extraccidon con etanol, dejar el dedal en el extractor
Soxhlet, extrayendo tanta agua residual como sea posible. Si no se necesita una
extraccién con etanol, retirar el dedal y transferir los sélidos extraidos, tan
cuantitativamente como sea posible, en un papel de filtro de celulosa. Lavar los sélidos
con aproximadamente 100 mL de agua HPLC. Dejar secar los sdlidos utilizando
filtracidn a vacio o secado al aire.

Transferir el agua a un matraz volumétrico de 200 mL. Enrasar y mezclar bien. Tomar
una alicuota de 10 mL y analizar para el contenido en sacarosa y azucares. Devolver los
190 mL de agua al matraz de fondo redondo.

EXTRACTIVOS EN ETANOL

10.

Afadir 190 + 5mL de alcohol en un matraz de fondo redondo previamente tarado vy
colocar en la manta calefactora, teniendo en cuenta que se deben producir 6-10
cambios de alcohol a la hora.

Someter a reflujo entre 16 y 24 horas. El tiempo del reflujo dependerd de la velocidad
de solubilizacién de los componentes de interés, la temperatura de los condensadores
y la velocidad de recambio del solvente.

Cuando se complete el tiempo de reflujo, desconectar la calefaccidon de la mantay
dejar enfriar a temperatura ambiente.



11.

Retirar el dedal y lavar con aproximadamente 100 mL de alcohol. Dejara secar los
solidos utilizando filtracién a vacio o al aire.

Procedimiento-Método extraccion automatica

Secar los tubos de recogida, pero no las tapas de plastico o septos, a 1052C durante un
minimo de 12 horas. Sacar y dejar enfriar a temperatura ambiente en un desecador.
Pesar los tubos.
Colocar dos filtros de vidrio de tamafio adecuado en el fondo de una célula de
extraccién. Por otra parte, se puede introducir en el fondo de la célula de extraccién un
filtro individual de polipropileno de tamafio adecuado. Se puede utilizar un filtro de
polipropileno para cortar los filtros (Sigma-Aldrich, catalogo #2557722, W102 cm factor
de actividad de permeabilidad 60 cfm. No se deben utilizar filtros de polipropileno para
disolventes incompatibles, tales como hexano.
Afadir 1-10 g de muestra a la célula de extraccidn tarada. Anotar el peso. La cantidad
de muestra dependerd de la densidad de la biomasa. No empaquetar la biomasa
fuertemente, ni emplear rellenos inertes para rellenar el volumen muerto si se
requiere un posterior analisis. Atornillar fuertemente los extremos de la célula. Colocar
la célula en el extractor automatico, asegurandose de que el extremo de los filtros estd
en el fondo.

Analizar la muestra para extractivos en agua y etanol, como sigue:

e Crear un método en el software del extractor automatico. Utilizando el sistema

ASE del Dionex, programar los siguientes parametros:

Presion: 1500 Psi

Temperatura: 1002C

Tiempo de precalentamiento: 0

Tiempo de calentamiento: 5 minutos

Tiempo estdtico: 7 minutos

Volumen “flush”: 150%

Ciclos estaticos: 3 (Nota: si se utilizan células de 33 mL, un volumen “flush” de
150% vy tres ciclos estdticos pueden desbordar el vial de recogida. Programar
un ciclo estatico por vial de recogida, si fuese necesario.

Archivar un programa para 100% agua, si se quiere, y otro para etanol.

e Analizar cada muestra con el método deseado. Para evitar rellenarlos viales de
recogida para purga cuando se estd haciendo extracciones secuenciales en agua y
etanol en un gran nimero de muestras, extraer todas las muestras con agua y a
continuacién extraer todas las muestras con alcohol.

e Dejar que la célula de extraccion se enfrie a temperatura ambiente. Retirar la
muestra de la célula y dejar secar los sélidos al aire.

e Una vez que el tubo se ha enfriado, transferir el agua a un matraz de 50 mL.
Enrasar y mezclar bien. Tomar una alicuota de 5 mL y analizar en HPLC. Devolver
los restantes 45 mL en el tubo de extraccion. Este volumen retirado se debe
compensar durante los calculos.

Evaporacion del disolvente de los extractivos (aplicable a los dos métodos)

1.

Combinar los disolventes de las extracciones Soxhlet en el matraz de fondo redondo.
En la extraccidn automadtica, sacar los viales del equipo.

El disolvente se puede separar del extracto utilizando cualquier dispositivo adecuado
para evaporar agua y etanol, como por ejemplo, un rotavapor equipado con un bafio a
40°C y una fuente de vacio. Una vez evaporado todo el disolvente, poner el matraz en



una estufa a 402C durante 24 horas. Enfriar a temperatura ambiente en un desecador

y pesar.
Calculos
1. Calcular el peso seco de la muestra, utilizando el dato del contenido en sélidos:

Peso seco (PS)= (Peso dedal y muestra- peso dedal) x % de sélidos totales
100

% de extractivos = Peso matraz de recogida mas residuo- peso del matraz x 100
PS

Si se ha tomado muestra para medir el contenido en sacarosa, utilizar esta férmula que
incluye una correccién para el volumen de muestra retirado:

% de extractivos = Peso matraz de recogida mas residuo- peso del matraz x 200 mL x100
PS 190mL

Estadisticos del analisis

. Para calcular la diferencia de porcentaje relativa (RPD) entre dos muestras,
utilizar el calculo descrito en los métodos anteriores.

° Para calcular la desviacidon cuadratica media, error cuadratico medio
(desviacién RMS) o desviacidon estandar de las muestras, utilizar los calculos
descritos en los métodos anteriores.



6. DETERMINACION DE GRUPOS O-ACILO EN BIOMASA MEDIANTE HPLC
Introduccidn

Los grupos alifaticos presentes en maderas y materiales herbaceos son grupos acetilo y
formilo que se pueden combinar como grupos O-acilo con la parte polisacaridica. Este
método emplea una hidrdlisis acida diluida para separar los grupos O-acilo de los
polisacaridos. A continuacion se cuantifican los acidos acético y férmico mediante HPLC.

El protocolo de este método utiliza el hidrolizado generado en el método LAP-002. Se debe
tener especial cuidado en las etapas posteriores al autoclave en el LAP-002, para asegurar que
no se pierden componentes volatiles. Todos los resultados se expresan relativos al peso seco a
1052C de la muestra; si son materiales donde se ha hecho una extraccion, los resultados se
pueden dar también en base al peso libre de extractivos.

Procedimiento

1. Una vez sacadas las muestras hidrolizadas del autoclave (como parte del
procedimiento de determinacidn de carbohidratos), dejar enfriar los contenidos de los
“tubos de presion” durante 20 minutos a temperatura ambiente. Agitar vigorosamente
el contenido de los “tubos de presién” y dejar enfriar mds, hasta que el contenido esté
a temperatura ambiente y los sélidos depositados en el fondo.

2. Abrir los “tubos de presidn” y con una jeringa desechable, tomar inmediatamente 1,5
mL de muestra, teniendo cuidado nuevamente de no remover los sélidos depositados
en el fondo. Filtrar esta muestra rapidamente a través de un filtro de 0,2 um en un vial
y cerrar inmediatamente.

3. Prepara una serie de estandares de calibracidon con agua desionizada para hacer una
curva de calibracién de cada compuesto de interés. Un esquema sugerido para una
columna HPX-87H es preparar una serie de estdndares multi-componentes que
contengan acido acético, acido féormico y acido levulinico, en el intervalo de 0,02 a 0,5
mg/mL.

4, Preparar un estandar de verificacion de la calibracion (CVS) independiente, utilizando
productos quimicos de diferente procedencia que los utilizados en los estandares de
calibracion. Este estandar debe contener cantidades precisas de cada componente
contenido en los estandares de calibracion, en una concentracion intermedia del
rango validado de la curva de calibracidon. Se debe medir después de cada curva de
calibracién y a intervalos regulares en la secuencia de HPLC. Este estandar se utiliza
para verificar la calidad de la curva de calibracién alo largo del experimento de HPLC.

5. Analizar las muestras utilizando una columna HPX-87H de BioRad y las siguientes
condiciones instrumentales:

Volumen de muestra:

Eluyente: acido sulfurico 0,01 N filtrado por un filtro de 0,2 um

Velocidad de flujo: 0,6 mL/min

T2 de la columna: 552C

Detector: indice de refraccidn

Tiempo de ensayo: 20 minutos.
Nota: Tener en cuenta que puede haber pequefias cantidades de furfural e
hidroximetil furfural y estos picos pueden interferir en los cromatogramas.

Calculos
1. Crear una curva de calibracion mediante andlisis de regresion lineal para cada
componente a cuantificar. A partir de estas curvas, determinar la



concentracién en mg/mL de los acidos organicos presentes en cada solucion
analizada por HPLC.
Para muestras liofilizadas, secadas al aire, o muestras secadas en estufa, o para
muestras que no requieren preparacion, calcular el porcentaje de cada acido
organico presente en la muestra en base al peso inicial a 1052C:
Cx_1g xVfxFc

1000g x 100
PiX2%T ginprep

% T orep

C = concentracién del componente en la muestra hidrolizada en
mg/mL. Si la muestra no necesita preparacion, % T prep= 100 Y % T final =
%T sin prep.
Vf = volumen final. 87 mL
Fc = 0,683, el factor de conversion de acido acético en acetato

% acetato







ANEXO III






Técnicas analiticas cromatograficas

- Determinacion de azucares simples

La determinacién se realizé mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) en un equipo cromatografico “Waters” 2695 con detector de
indice de refraccién. Se utilizd una columna de analisis de carbohidratos
“Transgenomic CarboSep” CHO-682 a una temperatura de 80 2C con agua
desionizada como fase mévil y un flujo de 0,5 mL/min.

- Determinacion de acido acético

El dcido acético se determiné mediante HPLC con un cromatdgrafo de liquidos
“Waters” equipado con un detector de indice de refraccion 2414. El compuesto
se cuantificd con una columna de exclusion idnica “Aminex” HPX-87H (BioRad
Labs, Hercules, EEUU) a una temperatura de 65 2C con acido sulfurico 0,05 M
como fase movil y un flujo de 0,6 mL/min.

- Determinacion de fenoles, furfural e hidroximetilfurfural

Para su determinacion se empled igualmente la técnica HPLC, con un equipo
“Hewlett Packard” (Palo Alto, CA), usando una columna “Aminex” de
intercambio de cationes y exclusion de iones HPX-87H (Bio-Rad Labs, Hercules,
CA) a 65 °C. La fase movil empleada fue 89% 5 mM H,SO4 y 11% acetonitrilo
con una velocidad de flujo de 0,7 mL mint. El detector empleado fue un
detector de fotodiodo de 1040A, “Photodiode-Array” (Agilent, Waldbronn,
Alemania).

- Determinacién de etanol

La determinacidn se etanol se llevd a cabo mediante cromatografia de gases
usando un equipo “Agilent technology 7890A GC System” (Agilent, Waldbronn,
Alemania), equipado con un inyector Agilent 7683B Series, un detector de
ionizacion de llama (ambos se mantienen a 1502C) y una columna “Carbowax”
20 M, cuya temperatura de operacion se fija a 859C.
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