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Resumen

Se ha estudiado la eficiencia de la etapa de detoxificacion de material
lignocelulésico mediante resinas de intercambio ionico. Los ensayos con
medios modelo han permitido seleccionar la resina y concentracion mas
adecuadas (Lewatit MP500, 2% p/p), consiguiendo la eliminacion completa de
vanilico, vainillina, siringico y cumarico, 69,62% de 4-hidroxibenzoico, 53,8%
de siringaldehido, 32,68% de ferulicoy 37,74% de fenoles. La implementacion
de la detoxificacion en el proceso de obtencion de butanol a partir de bagazo
de cerveza, realizando pretratamiento térmico, (pH 1, con H2S04, 121°C, 15%
solidos, 30 min), posterior hidrélisis enzimatica (0,27g/gMS de enzimas),
detoxificacion y fermentacion con Clostridium beijerinkii, han proporcionado un
rendimiento de 0,306g/g de butanol y 0,396g/g de ABE en la etapa de
fermentacion.

El coste estimado de la planta es 1389150€ y el coste de produccion anual
es de 1203942.9€. La inclusion de la etapa de detoxificacion en el proceso
implica un coste adicional de 0,15€/kg BSG.

Palabras clave: Detoxificacion, resinas, bagazo de cerveza, biobutanol,
fermentacion ABE.

Abstract

The efficiency of the detoxification stage of lignocellulosic material has been
studied using ion exchange resins. Tests with model media have allowed
selecting the most suitable resin and concentration (Lewatit MP500, 2% w / w),
achieving complete elimination of vanillic, vanillin, syringic and fumaric acids,
69,62% of 4-hydroxybenzoic, 53,8% of syringaldehyde, 32,68% of ferulic acid
and 37,74% of phenols. The implementation of detoxification in the butanol
obtaining process from brewers’ spent grains, carrying out thermal
pretreatment, (pH 1, with H2S04, 121°C, 15% solids, 30 min), subsequent
enzymatic hydrolysis (0.27g / gMS of enzymes), detoxification and fermentation
with Clostridium beijerinkii, have provided a yield of 0.306g / g of butanol and
0.396¢ / g of ABE in the fermentation stage.

The estimated capital cost of the plant is 1389150€ and the cost of annual
production is 1203945€. The inclusion of this detoxification phase in the
process implies an additional cost of 0,15€/kg BSG.

Keywords: Detoxification, resins, brewers’ spent grain, biobutanol, ABE
fermentation.
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1. Introduccion

El desarrollo de la sociedad y el aumento del crecimiento de la poblacion ha
generado una gran demanda de comida y energia. En los Ultimos tiempos, la
poblacion mundial ha dependido de los combustibles fosiles y de sus productos
derivados [1], ya que practicamente toda la energia usada en el mundo ya sea
para actividades industriales, transporte u hogares, esta basada en
combustibles fosiles [2, 3]. La utilizacion de este tipo de combustibles es el
principal contribuyente del incremento de CO2 en la atmoésfera [3], del
empeoramiento de la calidad del aire por la presencia de materia de particulas,
productos gaseosos de combustiones incompletas, CO y NOx [2], hecho que
contribuye al aumento de la temperatura global y causa multitud de problemas
en el medioambiente [3, 4].

Mientras que para procesos como la generacion de calor o de electricidad hay
varias alternativas renovables (Hidroeléctrica, edlica, solar, etc.), el sector
transportes depende mucho del petréleo [5, 6]. Aproximadamente 84 millones
de barriles de crudo son utilizados al dia, y se espera que en 2030 aumente
hasta los 116 millones. En Estados Unidos y Europa, el sector transporte
representa un 60% de esta demanda, y la produccion de plasticos y materiales
quimicos, un 4% [7]. Sin embargo, cada vez hay mas concienciacion en los
gobiernos del mundo y en la sociedad con las emisiones de gases de efecto
invernadero [2], poniendo de su parte para buscar soluciones.

La electricidad renovable es una interesante opcién para descarbonizar el
sector transporte, pero los vehiculos eléctricos no contribuyen adn de una
manera significativa al descenso de GEI. Otra opcion es el uso de
biocombustibles, que pueden sustituir, a corto plazo, los combustibles
derivados del petroleo usados en transporte, ya que pueden ser usados en
infraestructuras y motores ya existentes [5].

La emision de GEI depende de la fuente de biomasa y su uso de la tierra, por
lo tanto, la eleccion de la biomasa para biocombustibles es critica [8]. La rapida
expansion de los cultivos de 1G, basados en cultivos alimenticios, se convirtio
en un problema debidos a la deforestacion, pérdida de biodiversidad y los
monocultivos [5], por ello, el biocombustible debe derivarse de una materia
prima que no entre en competencia con alimentos o piensos, como desechos
forestales, municipales o cultivos ricos en celulosa [5, 8], haciendo que los
precios de cultivos no aumenten, que no haya cambios de uso de la tierra [9] y
gue los GEI sean menores en comparacion a los fosiles [8]. La biomasa es la
materia prima mas légica a base de carbono que se obtiene de plantas,
microorganismos y animales [10]. La naturaleza y componentes principales de
esta biomasa (celulosa, hemicelulosa y lignina), hacen necesaria una etapa
extra para llevar a cabo la fermentacion y conversion en biocombustible, a parte
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del pretratamiento e hidrolisis, que es la detoxificacion, para poder eliminar los
compuestos inhibidores liberados tras realizar las anteriores etapas [8].

Una sola accion no resuelve todos estos problemas, sino que se requieren mas,
como la modernizacion y expansion del transporte publico, avances en los
vehiculos o incluso economia circular en el uso de la biomasa, para hacer un
uso mas eficiente de la materia prima, pero tener objetivos como la directiva
de la UE (UE) 2015/1513, en el que se dice como objetivo que el 25% del
transporte para 2030 sea con biocombustibles 2G es un gran avance [7].

1.1 Biomasa lignocelulésica

Seglin la Agencia Internacional de Energia, la biomasa se define como
cualquier materia organica que proviene de fuentes biogénicas y esta
disponible de forma renovable [7].

Los problemas asociados con la rentabilidad y la falta de disponibilidad de
sustratos convencionales son uno de los desafios de la fermentacion ABE en la
era actual. La investigacion debe centrarse en buscar los materiales menos
costosos y mas abundantes, reducir el riesgo de escasez de alimentos y la
sequia y la infertilidad del suelo, y resolver los problemas de los compuestos
intermedios que inhiben el crecimiento de cepas y la produccion de ABE [11].

Los microorganismos utilizados en este tipo de fermentacion, del género
Clostridia, utilizan una gran variedad de sustratos, haciendo posible la
utilizacion como materia prima de la biomasa lignocelulésica [12]. Su
disponibilidad global en grandes cantidades y el hecho de que casi nada de la
biomasa potencialmente disponible se esta utilizando actualmente [13], son
razones por las cuales la biomasa lignocelulésica se considera uno de los
recursos mas prometedores para la futura generacion de bioenergia. Sin una
mayor reutilizacion de estos, estos desechos simplemente se venden a bajo
precio, se vierten, se dejan en el campo o se incineran, lo gue crea una mayor
contaminacién ambiental. Por lo tanto, la utilizacion de estos desechos para la
generacion de biocombustibles es una alternativa beneficiosa para el medio
ambiente [6].

Cada ano, se producen alrededor de 2 x 101 toneladas de biomasa
lignoceluldsica [12], siendo, por tanto, la fuente de azdcar renovable mas
abundante. En la actualidad, la biomasa representa el 9.8% del uso de energia
primaria del mundo anualmente, entre los cuales el 30% se usa en formas
modernas y el 70% se usa tradicionalmente (combustion para calefaccion
doméstica con una densidad de energia de 15-20 MJ / kg) [12].

La biomasa lignocelulésica se puede clasificar de varias formas, como por
ejemplo, en biomasa virgen, biomasa residual y cultivos energéticos. La
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biomasa virgen incluye todas las plantas terrestres naturales como los arboles,
arbustos y pastos. La biomasa residual se produce como un subproducto de
bajo valor de varios sectores industriales como el agricola (residuo de maiz,
bagazo de cana de azlcar, paja, etc.), forestal (desecho de aserraderos y
fabricas de papel). Los cultivos energéticos que tienen un alto contenido
lignocelulésico sirven como materia prima para la produccion de
biocombustibles de segunda generacion como la cana de azlcar [3].

También se puede clasificar en funcion de su origen, pero la clasificacion mas
aceptada es la que se puede observar en la Figura 1, dividiéndose en , plantas
enteras (cultivos energéticos dedicados, pastos perennes y plantas acuaticas),
residuos agricolas (pastas, hojas, raices, mazorcas, paja, cascaras, semillas y
vainas de semillas), desechos agricolas (estiércol sélido de ganado), biomasa
forestal de madera blanda y dura), desechos forestales (astillas, tajos, ramas
de arboles muertos, aserrin, residuos de poda), desechos industriales (pulpas
quimicas y soélidos de aguas residuales primarias) y desechos solidos
municipales (desechos de alimentos, periddicos, papel madera y desechos
clasificados) [6, 13, 14, 15]

Lignocellulosic Biomass

Municipal solid
wastes

Dedicated whole Agricultural Agro-wastes Forest Forest Industrial
Plants residues Biomass wastes wastes

Perennial grasses Field residues e.g., Solid Softwoods 0.g., Sawdust, e.g., Chemical e.g., Food waste,
e.g., Miscanthus spp, e.g., Leaves, cattle manure  e.g., Pine, wood chips, pulps, Primary  Newspaper,
Phalaris Stovers, Straws, Cedar, Spruce, pruning residues, waste water Kraft paper,
arundinacea, Seed pods Cypress slashes, solid Sorted refuse
Panicum virgatum Processing Hardwoods branches from
Aquatic plants residues e.g., Poplar, dead trees, forest
e.g., Eichhornia e.g., Bagasse, Willow, Oak, thinning
crassipes Husks, Cobs, Cottonwood,

Seeds, Roots Aspen

Figura 1. Distintos tipos de biomasa lignoceluldsica. [15]

Los componentes de los materiales lignoceluldsicos se pueden dividir en:

e Holocelulosa: Conjunto compuesto por la hemicelulosa, celulosa y
lignina. Son los componentes estructurales de la biomasa
lignoceluldsica. La holocelulosa suele constituir alrededor del 70% del
peso total de la biomasa [10], correspondiendo a los polisacaridos de
alto peso molecular (celulosa y hemicelulosa) entre un 60-80% del peso,
mientras que la lignina, es entre el 20-30% del peso [15].

e Componentes secundarios: Son componentes que estan en una menor
proporcion, estando divididos en dos: Porciones menores de extractos
como resinas, clorofila, acidos grasos, diferentes sustancias fendlicas,
etc. y cenizas, es decir, minerales extraibles ricos en Ca, K, Mg y Si [7,
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10, 12]. A diferencia del contenido lignoceluldsico, estos componentes
son responsables del olor y el color de la madera, actian como
depositos de energia y protegen a las plantas de los ataques
microbianos [10].

La composicion bioquimica y los diferentes componentes varian en la biomasa
lignocelulésica dependiendo del material. Caracteristicas como el aspecto
fisico, la eficiencia de produccion de los biocombustibles, la resistencia, y la
produccion de energia dependen de la concentracion de estos componentes
[7, 10].

En promedio, como se puede ver en la Figura 2, la lignocelulosa esta
compuesta por celulosa (35-50%), hemicelulosa (25-35%) y lignina (10-25%)
[12, 14, 15, 16]. Aunque la celulosa es un componente, en principio, constante
de la mayoria de los tipos de biomasa celulésica [16], las proporciones y la
composicion de las hemicelulosas y la lignina cambian entre las especies como
se ha senalado anteriormente. En la Tabla 1 se puede ver las distintas
composiciones de varios materiales lignoceluldsicos.

Figura 2. Composicion media de la lignocelulosa. [3]

El factor principal a considerar en la utilizacion de biomasa lignocelulésica para
la produccion de biocombustibles es el rendimiento de azlcar que podria
obtenerse del proceso de hidrdlisis. El rendimiento de azlcar depende del tipo
de sustrato, el tratamiento previo y el proceso de hidrolisis. La estructura que
presente la biomasa lignocelulésica (madera dura o blanda, tamano y
estructura fibrosa) y la composicion quimica (azlcar potencial) son criterios
importantes a considerar [14].

10
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Lignocellulosic Cellulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%)
malerial
Hardwond stems A4)-55 2440 18-25
Softwood stems 45-50 25-35 25-35
Mut shells 25-30 25-30 3040
Corn eobs 45 35 15
Grasses 2540 a5-50 10-30
Paper 85-99 0 0-15
Wheal straw 30 50 15
Sorted refuse (i 20 20
Leaves 15-20 B0-85 ]
Cotton seed hairs 80-95 5-20 0
Newspaper 4)-55 2540 18-30
Waste papers from G=70 10—20 510
chemical pulps
Primary wastewaler 8-15 NA 24-29
solids
Swine waste [ 28 NA
Solid cattle manure L6—4.7 1.4-33 29-5.7
Coastal Bermuda grass 25 35.7 6.4
Switchgrass 45 3.4 120

Tabla 1. Composicion de celulosa, hemicelulosa y lignina en % de varios materiales
lignoceluldsicos. [3]

La evolucién de la estructura que tiene la lignocelulosa ha hecho poder resistir
la degradacién y dar robustez estructural a las paredes celulares de las plantas.
(Figura 3) Proporciona rigidez y recalcitrancia natural hacia la hidrélisis
enzimatica, factor que dificulta la conversion de la biomasa en biocombustibles
[3, 10, 12, 14].

wo /

..,Y\:,.j 'Q e ‘}—n/
o > 4/—'
o &
v J n | Phenylcoumaran
Coniferyl alcohol -
" [ l o
b woo
H OH
OH
) Ho HO .
0 o) —o. o
Ho—T 4 <
H OH OH 0—
L JL L
Glucose Cellobiose \ S
Missoanar Iacchande /—(\
o
Cellulose y T? ( "
|
-~
» l" ‘[ »
P!
Lignin

n

Hemicellulose

Figura 3. Estructura del material lignocelulésico. [10]

Para obtener estos biocombustibles, se requiere un tratamiento previo para
eliminar las barreras fisicas y quimicas que hacen que la biomasa primitiva sea
recalcitrante, separando las celulosas y hemicelulosas de la lignina y haciendo

11
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gue la celulosa sea susceptible a la hidrélisis enzimatica [16]. Tras ello, tendria
lugar la conversion en monosacaridos simples mediante hidrélisis acida o
enzimatica, para ser utilizados posteriormente por los microorganismos en el
proceso de fermentacion [3, 10, 12, 13, 16, 17]. La relacion entre los factores
relacionados con la estructura y composicion muestra la complejidad de los
materiales lignoceluldsicos y explica la variabilidad en los resultados de los
mencionados procesos de los diferentes tipos de biomasa [10, 15].

1.1.1 Estructura lignocelulésica
1.1.1.1 Celulosa

La celulosa es un homopolimero lineal y cristalino de unidades repetitivas de
glucosa unidas por enlaces -1, 4 glucosidicos [1, 8, 18]. La larga cadena lineal
de polimeros de celulosa, que tiene alrededor de 10.000 unidades de glucosa,
estan unidas por enlaces de hidrogeno y fuerzas de van der Walls, por lo que
esta empaquetada en microfibrillas y las cadenas tienden a organizarse en
paralelo, formando una estructura cristalina organizada (1, 5). (Fig. 4).

OH1 HO HO
0 oH, 4 0
P ARAPA: e&\o
HO OH
HO
Figura 4. Estructura de la celulosa. [1]

La celulosa esta fisicamente asociada con la hemicelulosa, y fisica y
guimicamente asociada con la lignina [14, 19]. Las moléculas de celulosa
individuales estan unidas para formar unas moléculas llamadas fibrillas
elementales, que estan formadas por unas 40-100 cadenas de celulosa. Estos
después se unen mediante enlaces de hidrogeno intermoleculares en
subunidades mas grandes llamadas microfibrillas [12, 19], como se observa
en la Figura 5. Las fibrillas elementales presentan fases alternas de celulosa
altamente ordenada (cristalina) y de celulosa orientada al azar (amorfa)
insertada en una matriz de hemicelulosa [14, 18]. La primera proporciona
resistencia, mientras que la parte amorfa proporciona elasticidad [19].

Esta estructura presente en la celulosa junto con la presencia de lignina y
hemicelulosa hace que el acceso de las enzimas de celulasa a la celulosa se
vuelva dificil, reduciendo asi la eficiencia del proceso de hidrdlisis [14].
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Microfibrilla

Figura 5. Estructura de una microfibrilla. [19]

La cristalinidad de la celulosa influye en la capacidad de consumir las enzimas
de la biomasa lignoceluldsica porque las regiones altamente ordenadas son
muy compactas y, por lo tanto, las hace resistentes a las enzimas y a los acidos
[10]. La celulosa amorfa, por su parte, puede sufrir una hidrélisis mucho mas
rapida en comparacion. [5, 8, 10]. En segundo lugar, el grado de polimerizacion
de celulosa (DP) también es una indicacion de la naturaleza recalcitrante de la
biomasa. Cuanto mas corta es la cadena de celulosa, mas rapida es la hidrolisis
de la celulosa. La reduccion de DP puede mejorar el grado de hidrdlisis
enzimatica, pero hay que tenerse en cuenta que el cambio en DP siempre va
acompanado del cambio de otros factores como la cristalinidad [10].

1.1.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero corto, heterogéneo y altamente ramificado. Es
un heteropolimero de D-xilosa, D-arabinosa, D-glucosa, D-galactosa y D-manosa
y algunos acidos organicos como el acido acético y glucuronico [1, 5, 8, 18]. La
hemicelulosa tiene una estructura lineal y ramificada con columna vertebral de
unidades repetidas del mismo azicar (homopolimero) o mediante una mezcla
de diferentes azlcares (heteropolimero) (Fig. 6) [1, 10]. Esta presente en la
pared celular, siendo su principal funcion la unién entre la celulosa y la lignina.

0
o HO OH % o OH_n. /
HO O\m@ O\WO
o) 0
0 P d
OH /
HO 0

e 20e HOH ¢ 2 OH

Figura 6. Estructura de la hemicelulosa. [1]

Ademas de las diferencias en la composicion quimica, la hemicelulosa también
difiere de la estructura de la celulosa en otros aspectos, que incluyen: 1) el
tamano de la cadena, que es mucho mas pequena (contiene aproximadamente
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50-300 unidades de azlcar); 2) la presencia de ramificaciones en las
moléculas de la cadena principal, y 3) es amorfo y menos resistente a los
guimicos [1, 5]. Se dice que la hemicelulosa actia como barrera fisica que
limita el acceso a la enzima, pero el impacto no es tan importante como el
efecto de la cristalinidad de la celulosay la lignina, sin embargo, también se ha
sugerido que la eficiencia de la hidrélisis enzimatica aumenta al eliminar las
hemicelulosas de la biomasa [10].

1.1.1.3 Lignina

La estructura de la lignina no esta formada por unidades de azlcar, sino por
unidades de fenilpropano unidas por distintos tipos de enlaces, principalmente
de éter [18], en una forma tridimensional grande y muy compleja.
Generalmente se encuentran tres alcoholes fenilpropidonicos como monémeros
de lignina, que incluyen los alcoholes p-cumarilico, coniferilico y sinapilico (Fig.
4) [1, 7, 20]. La lignina esta estrechamente ligada a la celulosa y la
hemicelulosa y su funcion es proporcionar rigidez y cohesion a la pared celular
del material [1, 5], dar impermeabilidad al agua a los vasos de xilema y formar
una barrera fisicoquimica contra el ataque microbiano [10]. La lignina, por lo
tanto, es de naturaleza hidréfoba y mediante su union a los polimeros de
celulosa y hemicelulosa, forma la barrera fisicoquimica que protege del ataque
microbiano y adsorbe las enzimas [1, 10]. Este hecho hace necesario un
pretratamiento que solubilice o degrade este compuesto para que la estructura
hemiceluldsica sea accesible al ataque enzimatico y microbiano [1].

(A) (B) (©)

Figura 7. (A)p-cumarilico, (B) coniferilico (C) sinapilico, bloques constructivos principales
de la lignina tridimensional. [1]

La lignina es un producto de gran valor agregado, ya que tiene varias
aplicaciones en diferentes campos y aspectos. La estructura macromolecular
le proporciona una quimica altamente energética y puede utilizarse facilmente
para generar energia y como combustible en otras industrias, como la industria
de la pulpa y el papel [7, 20]. La lignina se puede usar como materia prima
para generar hidrégeno en un proceso de biorefineria, la fermentacion oscura
[21]. Los mondémeros de fenol aromatico de la lignina son una fuente adecuada
para generar compuestos quimicos de alto valor agregado que pueden usarse
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para la fabricacion de bioplasticos y bioadhesivos [7]. Se sabe que la lignina
tiene el potencial de mejorar la estabilidad mecanica del plastico
biodegradable producido a partir de recursos agricolas [21]. El uso de enzimas
ligninoliticas como lacasas en lugar de comunidades de microorganismos es
otra alternativa factible para la delignificacion de la lignocelulosa [20]. Por lo
tanto, eliminar la lignina de la biomasa puede llegar a tener una gran
importancia por el uso en diversas aplicaciones.

1.2 Bagazo de cerveza

La industria cervecera genera cantidades relativamente grandes de
subproductos y residuos, siendo los mas comunes el bagazo de cerveza, el
lpulo gastado y la levadura. Como la mayoria de estos residuos son de
componente agricola, su reutilizacion es mas sencilla y son reciclables. Por lo
tanto, en comparacién con otras industrias, la industria cervecera tiende a ser
mas respetuosa con el medio ambiente [22].

El bagazo de cerveza es el subproducto mas abundante de la industria
cervecera, siendo alrededor de un 85% del total de subproductos generados
[22]. Se estima que unos 20kg de bagazo de cerveza (80% de humedad en
peso) son producidos por cada 100 L de cerveza, ademas de corresponder a
un 31% del peso original de la malta [23, 24, 25]. En 2016, la produccion anual
de bagazo en el mundo fue de 39 millones de toneladas, de las cuales 3.4
millones fueron producidas en Europa [9] y 0.6 millones de éstas, producidas
en Espana (2017) [26].

Tras un periodo de latencia de 4 a 6 semanas, la cebada se maltea en un
proceso de germinacion controlado, que sirve para aumentar el contenido
enzimatico del grano. La malta se realiza en tres pasos: remojo, germinacion y
secado o coccion. En la industria cervecera, la cebada malteada se muele, se
mezcla con agua en el puré y se aumenta la temperatura lentamente de 37 a
78°C para realizar la hidrélisis enzimatica de los componentes de la malta,
principalmente almidon, pero también otros componentes como los
arabinoxilanos, (1/3, 1/4)-B-glucanos y proteinas, y para solubilizar sus
productos de descomposicion. Durante este proceso, el almidén es convertido
en azucares fermentables (como maltosa y maltotriosa) y azlicares no
fermentables (dextrinas), y las proteinas se degradan parcialmente a
polipéptidos y aminoacidos. Esta etapa de conversion enzimatica, llamada
macerado, produce un liquido dulce conocido como mosto. La fraccion
insoluble y no degradada del grano se deja sedimentar, filtrandose el mosto a
través de ella (lautar). La fraccion sélida residual resultante del filtrado se
conoce como “bagazo de cerveza” (BSG) [22]. Dependiendo del tipo de cerveza
que se produzca, el BSG puede consistir en los residuos de la cebada malteada,
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o los de la cebada malteada y sus complementos, como el trigo, el arroz o el
maiz agregados durante la fase de macerado [22, 24].

El mosto filtrado se usa como medio de fermentacion para producir cerveza.
Para llevar a cabo esta fermentacion, se suele utilizar la bacteria S.cerevisae,
y para completar la elaboracion de cerveza, habria un posterior envasado para

su distribucion [27].
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Figura 8. Representacion esquemadtica del proceso de obtencion del bagazo
de cerveza a partir de la cebada. [22]

1.2.1 Produccion de cerveza

Espana ha aumentado su consumo de cerveza durante los UGltimos 10 anos. En
2018 el consumo total de cerveza ha superado la barrera de los 40 millones
de hectolitros, un 1,5% mas que el ano pasado [27].

Espana ha experimentado un creciente interés por esta bebida en los Ultimos
anos, prueba de ello es la evolucion de cifras referentes a centros de
elaboracion: en 2018 habia 538 cerveceras registradas, 18 mas que en el aino
anterior. Cataluna encabeza el ranking, con 111 centros [27].
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EVOLUCION DE LA PRODUCCION EN ESPARA EN LOS ULTIMOS 10 ARIOS (millones de hectolitros)®
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Figura 9. Evolucion de la produccion de cerveza en Espaiia. [27]

Las cerveceras produjeron en Espana un 2,2% mas de cerveza, alcanzando los
38,4 millones de hectolitros, como se observa en la Figura 9.

Esta capacidad y potencia de las cerveceras en nuestro pais mantiene a
Espana como cuarto productor europeo, por detras de Alemania, Reino Unido

y Polonia, y undécimo mundial, tal y como se puede observar en las Figuras 10
y 11.
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Figura 10. Produccion de cerveza en Europa. [27]
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PRODUCCION DE CERVEZA EN EL MUNDO (miles de hi)™

500.000 - ;
400.000 -
300.000 -
275.000 -
225.000 -
200.000 -
175000 -
150.000 -
125.000 -
100.000 -

74.400

75.000 - b

7
20322

50.000 - -

2
24.27

25.000 -

o-

China

Brasil
Maxico
Alemania
Rusia

Japdn
Vietnam
Reino Unido
Folonia
Espaha
Sudafrica
Migeria
Palses Bajos
India
Tallandia
Canada
Colombla
Francia
Bélgica

Estados Unidos
Republica Checa
Corea del Sur

Figura 11. Produccion de cerveza en el mundo. [27]
1.2.2 Composicion del bagazo de cerveza

La cebada es la principal materia prima utilizada para la produccion de cerveza.
El grano de cebada es rico en almiddn y proteinas y consta de tres partes
principales: el germen (embridn), el endosperma (que comprende la aleurona 'y
el endosperma almidonado) y los recubrimientos cascaras de grano. La ultima
puede dividirse en tres partes, enumerandolas de adentro hacia afuera: la capa
de semillas, las capas mas internas que rodean la aleurona; sobre la capa de
semillas se encuentran las capas de pericarpio, que, a su vez, estan cubiertas
por la cascara (Fig. 12) [24, 25].

Husk (hall)

Pericarp

Testa (seed coat)
eyr: ! i

Endosperm

Scutellum

Germ
(embryo)

Figura 12. Seccidn transversal de un grano de cebada que muestra los
recubrimientos de granos (subrayados) que constituyen el bagazo de cerveza.
[24]
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El bagazo de cerveza (BSG) consiste basicamente en las capas de cascara-
pericarpio-capa de semilla que cubrieron el grano de cebada original [22, 24,
25]. Dependiendo de la uniformidad del malteado, también pueden
permanecer mas o menos endospermo amilaceo y paredes de células vacias
de aleurona. El contenido de almiddn sera insignificante (debido a la ausencia
de endosperma almidonado [25]), y algunos residuos de lUpulo introducidos
durante el macerado estaran presentes dependiendo del régimen de
preparacion utilizado. Por lo tanto, los componentes principales de BSG seran
las paredes de la cubierta de la cascara-pericarpio-semilla, que son ricas en
celulosa y polisacaridos no celulésicos y lignina, y pueden contener algunas
proteinas y lipidos. La cascara también contiene cantidades considerables de
silice y gran parte de los componentes polifendlicos del grano de cebada [22].

La composicion quimica de BSG varia de acuerdo con la variedad de cebada,
el tiempo de cosecha, las condiciones de malteado y maceracion, y la calidad y
el tipo de complementos agregados en el proceso de elaboracion [22]; pero en
general, este residuo, ademas de los componentes anteriormente dichos,
también contiene proteinas insolubles [25]. La composicion media del bagazo
de cerveza se puede observar en la Figura 13:

non-starch
polysaccharides
30-50%

Figura 13. Composicion media de bagazo de cerveza. [24]

Como se ha comentado anteriormente, BSG también es rico en compuestos
fendlicos, particularmente acidos ferulico y p-cumarico junto con oligosacaridos
y polisacaridos [25].

Vitaminas, aminoacidos y minerales también se encuentran en BSG. Los
elementos minerales incluyen calcio, cobre, cobalto, hierro, magnesio, potasio,
selenio, sodio, manganeso, fosforo, y azufre, todos en concentraciones
inferiores al 0,5% [22].

Otro asunto importante a tratar dentro de su composicion es la humedad que
contiene el bagazo de cerveza tras haber sido obtenido. Debido a su alta
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humedad y contenido de azlcar fermentable, el bagazo es un material muy
inestable y puede deteriorarse rapidamente debido a la actividad microbiana
[22]. Presenta un alto contenido de humedad (77-81%) y, si no se usa dentro
de los cinco dias posteriores a su produccion, el crecimiento microbiano causa
un rapido deterioro [23]. Su uso por los granjeros locales como alimento para
el ganado se debe principalmente a la propension al deterioro debido al alto
contenido de humedad [23]. Sin embargo, la oferta a menudo puede superar
la demanda, haciendo que el exceso de bagazo se extienda en campos
agricolas o se deposite en vertederos [9].

Ademas del problema del deterioro, la humedad presenta otro inconveniente
para su transporte y almacenamiento. También se ha comprobado que, aunque
al producirse el bagazo puede considerarse microbiolégicamente estable, la
proliferaciéon de bacterias indica que el material es propenso a un cambio
rapido después de su produccion. Por lo tanto, este material debe estabilizarse
y almacenarse en condiciones apropiadas después de la produccion si se va a
utilizar en una etapa posterior. Se recomienda que el contenido de humedad
se reduzca a ~ 10% para prolongar el tiempo de almacenamiento [24].

Se han propuesto varios métodos para prolongar el tiempo de almacenamiento
del bagazo. Mezclas de acido acético, formico, lactico o benzoico-agua-BSG
envasadas en recipientes de plastico han sido probadas preservando todas la
calidad y el valor nutricional del bagazo [22]. Se han examinado varios métodos
fisicos de conservacion, incluidos el secado en horno, la liofilizacion, la
congelacion y el uso de vapor sobrecalentado. El secado al horno se considera
el método mas adecuado para preservar el bagazo; sin embargo, debe
realizarse a temperaturas de menos de 60 ° C porque las temperaturas mas
altas pueden generar sabores desagradables. Un método de secado alternativo
es utilizar vapor sobrecalentado. Se demostré que este método era ventajoso
porque consumia menos energia que el secado en horno, mejoraba la
recuperacion de compuestos organicos valiosos y mejoraba la eficiencia del
secado [24].

1.2.3 Usos del bagazo

Este material presenta una gran cantidad de usos, desde los tradicionales
hasta otros de reciente descubrimiento:

e Tradicionalmente, la principal aplicacion del bagazo ha sido como
alimento para animales (principalmente para ganado), debido a su alto
contenido de proteinas y fibra, ademas, presenta un alto contenido en
carbohidratos, proteinas, celulosa, hemicelulosa y lignina, asi como
sustancias facilmente disponibles, como azlcares y aminoacidos. Todo
esto junto con su bajo costo, ha hecho que sea utilizado como alimento
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para animales siendo empleado principalmente por granjas locales
[23]. Su consumo ha sido investigado para animales como aves de
corral, cerdos, pescados y pollo [22] demostrando ser beneficioso, ya
que aumenta la produccion y la calidad de la leche de vaca por ejemplo,
pero su alto contenido de lignina la hace indigesta para muchas
especies animales [9]. El BSG es un excelente ingrediente alimenticio
para rumiantes, ya que se puede combinar con fuentes de nitrégeno de
bajo costo, como la urea, para proporcionar todos los aminoacidos
esenciales [23, 25]. Como alimento para animales, el BSG puede
usarse en su forma hlimeda, poco después de la separacion del mosto
en el lavado, o como material seco [23].

e Debido a su bajo coste y su alto valor nutritivo, el bagazo ha sido
evaluado para la introduccion en las dietas humanas, especialmente
cuando es necesario aumentar el contenido de fibra, disminuir el
contenido caldérico y aumentar el contenido de proteinas de los
productos alimenticios [25]. Principalmente ha sido probado en la
fabricacion de copos de cereales, galletas, aperitivos y pan de trigo
integral [23, 25]. Sin embargo, el bagazo es demasiado granular para
la adicion directa en los alimentos, por lo que se debe convertir primero
en harina. La harina preparada a partir del bagazo se puede incorporar
con éxito en una serie de productos de panaderia, incluidos panes,
muffins, brownies, etc. [25] Existen algunas limitaciones en el uso de
esta harina como aditivo proteico o como reemplazo de las harinas
actualmente utilizadas, debido a su color y sabor. Su color marrén sélo
le permite ser usado en productos de color blanquecino, mientras que,
por las alteraciones provocadas en el sabor y propiedades fisicas, como
la textura, solo se pueden incorporar cantidades de entre 5-10% [23].
También las paredes celulares de los residuos del grano de cebada en
BSG son ricas en celulosa y polisacaridos no celulésicos, los cuales se
pueden degradar en sus constituyentes, como glucosa, xilosa, manosa,
etc. Estos productos son de importancia industrial como precursores de
productos quimicos de grado alimenticio (fibra dietética [24]),
cosméticos, farmacéuticos o fuentes de energia en fermentaciones
microbianas [22,25]. La ingestion de BSG y sus derivados es
beneficioso para la salud, proporcionando por ejemplo un aumento del
peso fecal y mayor excrecion de colesterol y grasa [23,24].

e Otro uso propuesto para BSG es en la produccioén de energia, ya sea por
combustion directa o por fermentacion para producir biogas (una
mezcla de 60-70% de metano, didxido de carbono y pequenas
proporciones de nitrégeno, hidrogeno, y mondxido de carbono) [23]. El
proceso de combustion necesita un secado previo del bagazo hasta un

21



@ Jaime Aguado Garcia
Grado en Tecnologias Industriales

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

55% de humedad [23]. Las emisiones de NOx y particulas de polvo son
los inconvenientes mas relevantes para este proceso [23].

e El alto contenido de celulosa y hemicelulosa en BSG (aproximadamente
50% p / p de peso seco) también lo hace muy atractivo para la
produccion de biocombustibles como hidrégeno, etanol y butanol a
través de procesos de fermentacion [9, 22]. Los materiales
lignoceluldsicos, como el BSG, muestran algunos problemas cuando se
hidrolizan enzimaticamente, debido a la cristalinidad de la celulosa, el
grado de polimerizacion, la porosidad y el contenido de lignina del
material, de entre el 12 y el 18% (MS), haciendo necesario una etapa
de pretratamiento para modificar la estructura lignocelulésica [9].

e Para la produccion de briquetas de carboén, el bagazo, que contiene en
torno a un 70% de contenido en agua, se seca, prensa y carboniza en
una atmoésfera baja en oxigeno. Las briquetas producidas de esta
manera contienen varios minerales como calcio, magnesio y fosforo,
presentando un alto valor calorifico (27 MJ/Kg) [23]. Se compararon
estas briguetas con otras producidas de otras materias primas,
obteniendo buenos resultados de valor calorifico, pero siendo peores
gue otras en propiedades de combustion [23].

e El bajo contenido de cenizas en el bagazo y la gran cantidad de material
fibroso (celulosa, polisacaridos no celuldsicos y lignina) lo hacen
adecuado para su uso en materiales de construcciéon. Su uso aumenta
la porosidad del ladrillo mejorando su capacidad de secado, y como no
requiere alteraciones en su produccion, es un buen sustituto de los
materiales actuales [22,25].

e Dada la naturaleza fibrosa del bagazo de cerveza, este material ha sido
estudiado como materia prima para la produccion de papel. Se utiliza
para preparar toallas de papel, tarjetas de presentacion y posavasos,
obteniendo en estos productos una textura de alto grado [22, 25].

e Debido a su bajo costo y facil disponibilidad, BSG ha sido probado como
adsorbente para varios tipos de compuestos. El grano gastado
pirolizado se utilizd como adsorbente para eliminar compuestos
organicos volatiles de los gases residuales [25]. Las capacidades de
sorcion de BSG para cadmio, plomo y cromo son positivas en
comparacion con los valores dados para otros materiales biolégicos de
bajo costo, siendo similares a los obtenidos por el carbén de corteza de
coco [22].

e El polisacarido, la proteina, el alto contenido de humedad y propiedades
fisicas como el tamano de particula, porosidad y capacidad de retencion
del agua del BSG lo hacen viable para el cultivo y crecimiento de
microorganismos [22, 25]. Varios estudios han demostrado que el BSG
es un medio adecuado para el aislamiento y el mantenimiento de cepas
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desconocidas y muy adecuado para el cribadoy la produccion de nuevas
sustancias biolégicamente activas [25]. Es necesario un procesamiento
previo para liberar los nutrientes precisos para apoyar el crecimiento y
la fermentacién, mientras que la adicidon de nutrientes adicionales
mejora el crecimiento y el rendimiento de los productos de fermentacion
[24]. Se ha evaluado el uso de BSG como un sustrato alternativo para
la produccion de enzimas [22]. BSG también ha sido usado como un
medio para la produccion de acido lactico por LAB, como reemplazo para
los costosos materiales crudos (glucosa, sacarosa o almidon) [24].

1.3 Biocombustibles

Una materia organica que proviene de un organismo vivo es denominada
biomasa. En funcién del tipo de biomasa utilizado (Procesado o no procesado),
los biocombustibles pueden dividirse en biocombustibles primarios y
secundarios [3, 6, 10, 28]. En funcion de la materia prima, o de donde
provenga, los biocombustibles secundarios son clasificados por generaciones
[10, 28]: Primera, segunda, tercera y cuarta generacion [1, 3, 6, 10, 28, 29].

Biofuels
Primary Secondary
Biofuels Biofuels
( Q & ‘/A
Direct burning of
firewood, wood chips, Processing of biomass
pellets and dried to biofuels
animal waste

34 Generation 4™ Generation
3G) 4G)

2™ Generation
2G)

1** Generation

Agricultural  Energy
s Algal photo-bioreactors

residues  crop:
grasses

A X5

Corn, wheat, millet, barley Genetically modified

Microalgae and macroalga plants and microbes

Food crops Lignocellulosic biomass

Figura 14. Clasificacion de la biomasa en funcidn de la materia prima. [10]

Los biocombustibles primarios son la materia prima natural sin procesar
utilizada para generar electricidad y calefaccion a través de la combustion [3,
6]. Algunos ejemplos de primarios son lena, plantas, materiales forestales,
desechos animales, residuos de cultivos, carbon y pellets. Los combustibles
sélidos se incluyen en los biocombustibles primarios [3].

Por otro lado, los biocombustibles secundarios son los combustibles tanto
liguidos como gaseosos, destinados principalmente para el sector transporte y
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que derivan de la biomasa procesada [3, 6]. Como se ha indicado, esta
subdividido en generaciones, las cuales se detallan a continuacion:

1.3.1 Clasificacion atendiendo a la materia prima
1.3.1.1 Primera generacion

Estos biocombustibles estan hechos a partir de la parte comestible de los
cultivos alimenticios [10], como el almidén, maiz, cana de azlcar, colza,
remolacha, trigo, arroz, productos azucarados, aceites vegetales [1, 3, 6, 10,
28, 29].

Existe una tecnologia ya muy estudiada, y en general bastante sencilla, para
convertir estos cultivos en biocombustibles [1], en este caso con las partes
comestibles se obtienen bioetanol, biobutanol, biogas y syngas [10]. También
es posible la obtencién de biodiesel a partir de oil crops (Incluyen flor de girasol,
soja, coco, colza, etc.) mediante la transesterificacion [28].

El hecho de que para producir energia se utilicen cultivos que puedan utilizarse
como alimento, desarrolld6 un conflicto que se puede referir a €l como
“Combustible vs comida” [1, 3, 6, 28], lo que desemboc6 en una subida de los
precios tanto de los cultivos como de los alimentos [3]. Debido a la desnutricion
qgue hay en el mundo, este conflicto se convirtié en el principal inconveniente
para el desarrollo de esta generacion de combustibles.

Ademas de este inconveniente, surgen otros problemas, como la preocupacion
por la posibilidad de que, ante la intensificacion de este tipo de cultivos
dirigidos hacia la produccion de energia, tenga efectos negativos en el
ambiente, como la deforestacion, la pérdida de habitat y la disminucion de la
fertilidad del suelo [11]. También existen otros indicadores para conocer si este
tipo de proceso se puede considerar rentable, como la evaluacion del ciclo de
vida, LCA, que revel6 que, para la mayoria de los casos de primera generacion,
hay una ganancia de energia negativa [28].

Por todo esto, a pesar de que sea seguro a nivel econémico, ya ha habido
lugares como Europa que ha limitado el uso de este tipo de biocombustibles
debido a los posibles perjuicios y a que no producen una reduccion neta de
CO2 en la atmoésfera [11].

1.3.1.2 Segunda generacion

Ante los problemas surgidos con la primera generacion, habia una necesidad
de encontrar soluciones alternativas sostenibles, despertando el interés en
investigadores para desarrollar los biocombustibles de segunda generacion
[29].
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Los biocombustibles de segunda generacion son combustibles sostenibles que
son producidos a partir de cultivos no alimenticios, como la biomasa
lignoceluldsica y residuos agricolas, forestales, urbanos e industriales [1, 3, 6,
7, 10, 28, 29]. ElI hecho de querer utilizar recursos renovables ayuda a
minimizar el uso de combustibles fosiles y a reducir el contenido de CO2 en la
atmosfera [1], sin embargo, este uso ha producido una “competicion” entre la
utilizacion de estas tierras cultivables para cultivos alimenticios o no
alimenticios, limitando el desarrollo de los no alimenticios [10].

Estos combustibles estan hechos principalmente a partir de celulosa,
lignocelulosay lignina, elementos presentes en la biomasa lignoceluldsica, que
es una buena alternativa para la sustitucion de materias primas como el
bagazo y la cana de azlcar, ya que resuelve el problema de utilizar las partes
comestibles para uso energético. Los mas usados son mazorca de maiz,
cascara de arroz, paja de trigo y bagazo de cana de azucar [7].

La produccion de la segunda generacion de biocombustibles a partir de materia
prima lignoceluldsica se puede llevar a cabo por dos rutas distintas (Figura 15):
Ruta bioquimica y ruta termoquimica [5, 6, 7].

La ruta termoquimica es un proceso directo en el que se utiliza una
combinacion de calor y productos quimicos de gas sintesis, bio petréleo,
biocarbén [7]. Como se puede ver en la Figura 15, esta ruta contiene dos
diferentes procesos: Gasificacion para producir el gas sintesis (CO, CO2y Ha), y
pirdlisis para producir un bio petréleo del que se obtiene una gran variedad de
biocombustibles de larga cadena de carbono que pueden usarse como diésel
sintético o como combustible de aviacion [5, 7].

Lignocellulosic
biomass

Biological Thermochemical
| | ' |
Pretreatment Gasification Pyrolysis
l Purification J
Saccharification l Upgrading
l Fischer
Fermentation Troisch
Upgrading
Bioethanol DME Hydrocarbons Green .fuels
and biomethanol ~ Bio-drug Chemicals
higher alcohols Bio-H,

Figura 15. Rutas para la produccion de biocombustibles a partir de biomasa
lignocelulésica. [5]
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La gasificacion es un proceso en el cual un material, ya sea gaseoso, liquido o
sélido, que contenga carbono, reacciona con aire, oxigeno y/o vapor para
producir un gas llamado gas sintesis. Para poder hacer este proceso, la
biomasa debe ser antes deshidratada, molida o incluso pretratada para
asegurarse una buena conversion. Al igual que la biomasa, este gas también
necesita una “limpieza”, que depende de la composicion inicial que presenta,
el reactor donde se va a llevar a cabo el proceso, y de las condiciones en las
gue se va a realizar. El proceso de sintesis mas conocido es la sintesis de FT
(FischerTropsch), que consiste en la formacion de hidrocarburos de distintos
pesos moleculares a partir de CO y H», utilizando como catalizador varios
metales, como Fe, Co, Ni o Ru. El proceso FT se realiza tipicamente a 200-
350°C y 25-60 bar. EI metanol, el di-metil-éter (DME), el metano y el
biohidrogeno también se pueden obtener a partir del gas de sintesis [5].

l SYNGAS ‘

- Gas
Fischer Methanol DME Methanization Direct use
Tropsch shift

| ‘ | |
\
‘ Heat
BtL Fuels Bio methanol Bio DME BioH,; Bio SNG
‘ power

Figura 16. Procesos de conversion para producir biocombustibles a partir de gas de
sintesis. [5]

La pirdlisis es un método que es capaz de convertir grandes voliumenes de
biomasa sélida en liquidos. En la pirélisis, la biomasa se descompone al
calentarla bajo una atmoésfera inerte en varios productos: soélidos
(carbonizados), liquidos (biocombustibles) y gaseosos. La formacion de un
producto u otro depende principalmente de varias condiciones del proceso,
como el tiempo de residencia, la temperaturay la velocidad a la que se calienta.
Los aceites obtenidos de este proceso pueden ser utilizados como
combustibles en motores diésel, pero tienen una baja volatilidad y alta
viscosidad y corrosividad. Estos combustibles producidos por pirdlisis tienen
ciertas limitaciones, pero pueden mejorarse mediante tratamiento como la
hidrodesoxigenacion [5].

En resumen, la ruta bioguimica consiste en utilizar microorganismos y enzimas
para convertir los carbohidratos en azlcares, para su posterior conversion en
combustible mediante fermentacion [6, 7]. Este proceso tiene 4 pasos
principales: Pretratamiento de la materia prima, hidrdlisis enzimatica de la
celulosa a glucosa, fermentacion de las hexosas y pentosas al combustible y
recuperacion-destilacion para tener la calidad deseada [5].
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El pretratamiento es un paso principal para romper la fuerte estructura creada
entre las uniones de los polimeros, permitiendo el acceso de las enzimas a la
celulosa. Debido a la variedad de materias primas existentes es dificil encontrar
un pretratamiento perfecto. Tras ello, se pasa a la etapa de hidrélisis
enzimatica, en el que unas enzimas llamadas celulasas realizan el proceso de
conversion a azlcares, para, por Ultimo, mediante microorganismos
fermentadores, el azlcar sea transformado, por ejemplo, a etanol con S.
cerevisae [5].

También hay otra ruta para obtener estos biocombustibles, que es mediante la
utilizacion de ambas rutas conjuntamente. Se basa primero en la obtencion de
gas sintesis por gasificacion, para después transformarlo en acidos organicos
y alcoholes, como etanol y butanol, mediante microorganismos
carboxidotréficos. Las principales ventajas que presenta este proceso son la
baja temperatura y presion a las que se realiza los procesos microbiol6gicos, la
alta especificidad del sustrato o la mejor tolerancia en comparacion con los
catalizadores metalicos utilizados en pirdlisis, mientras que la principal
desventaja es el uso de reactores especificos ante la pérdida de masa en la
conversion de gas a liquido [5].

A pesar de que la ruta termoquimica es capaz de utilizar una gran variedad de
materiales como sustratos, si se observan las emisiones de efecto invernadero
y el consumo de combustible, es preferible la utilizacion de la ruta biolégica en
lugar de la termoquimica [6]. Tras todos estos datos, hay que decir que este
proceso utilizado para la produccion de estos biocombustibles no es
econdmicamente viable, debido al alto coste del proceso, con enzimas
especificas o la etapa del pretratamiento [3, 7].

La segunda generacion presenta varias ventajas, como que no esta basada en
productos alimenticios, comparativamente barata, que reutiliza residuos de la
biomasa [6] y que puede ser mezclado con gasolina, pudiendo ser utilizada y
transportada en motores e instalaciones ya existentes realizando pequenas
modificaciones [7]. Como se ha comentado antes, la segunda generacion tiene
una peor eficiencia por el bajo rendimiento en el proceso, pero al tener un
impacto ambiental también menor, ademas de presentar con el LCA una
ganancia de energia positiva [28], se prefiere antes que la primera generacion
[29].

1.3.1.3 Tercera generacion

En la blsqueda de nuevos organismos capaces de ser transformados en
combustibles sin entrar en competencia con los cultivos alimenticios, surgio la
idea del uso de las microalgas [30].
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Las microalgas son microorganismos fotosintéticos [4] que no tiene ni raices,
ni tallos ni hojas, que son capaces de convertir la energia solar en biomasa [5,
30], siendo el CO2 atmosférico fuente de carbono y la luz solar fuente de
energia [4]. Pueden ser autotroficos, heterotroficos o mixotroficos, que es una
combinacion de las dos anteriores [31]. Los principales componentes que
forman parte de las microalgas son los carbohidratos, lipidos y proteinas,
presentando todas importancia industrial [31]. Las cantidades presentes en
microalgas depende de la especie de alga que sea y de las condiciones de
cultivo bajo las que se haya desarrollado [31].

El cultivo de las microalgas es mas rapido y sencillo que el de las plantas
terrestres, ademas de que para ello no es necesario el uso de tierra agricola de
calidad [4]. Las microalgas pueden cultivarse en medios acuosos, como en
agua de mary aguas residuales [28, 29, 30, 31], hecho que minimiza el uso de
agua dulce y de tierra cultivable, resolviendo asi el conflicto de comida vs
combustible como ocurria con la 12y 22 generacion [10, 29, 31]. Los requisitos
para el crecimiento deben ser favorables, pero son sencillos, como luz,
temperatura, salinidad y pH adecuadas, CO2, nutrientes como N, Py Ky
azUcares [4, B].

Por lo tanto, el uso de las microalgas tiene varias ventajas respecto a las
plantas de cultivo convencionales, ya que presentan un mejor rendimiento
fotosintético [5, 31], tienen un ciclo de cosecha mucho menor [4, 5],
permitiendo cultivos multiples con mejores rendimientos [5], puede retener
CO2 de los gases de combustion [7, 28, 31, 32], puede crecer en condiciones
mas desfavorables y son econémicas [7, 10, 31].

También tiene inconvenientes, como por ejemplo su alto coste operacional
junto con el desarrollo que aln se debe realizar para una utilizacion eficiente
[10, 31], el alto contenido de agua en la biomasa de algas, que obliga a realizar
una centrifugacion o filtracion para poder extraer los lipidos [7] y por dltimo se
ve afectado por variaciones estacionales, haciendo que el suministro de
materia prima dificilmente sea constante [31].

Para el proceso de conversion de la biomasa derivada de las microalgas,
primero ésta debe ser fraccionada en sus principales componentes, como
proteinas, lipidos y carbohidratos [30] y después transformados en diversos
biocombustibles mediante diferentes métodos de conversidon quimica:
Fotobioldgica, fermentacion, digestion anaerobia, gasificacion, pirdlisis,
licuefaccion o transesterificacion (Fig.17) [5]. La produccion de
biocombustibles a base de algas es aproximadamente cien veces mayor que la
de las plantas superiores [4].

28



@ Jaime Aguado Garcia
Grado en Tecnologias Industriales

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

Ademas de biocombustibles, estos 3 principales componentes pueden
transformarse en diferentes bioproductos, dando alin mas valor a este proceso
de 3% generacion. Las proteinas y los carbohidratos se pueden convertir en
alimentos para animales, suplementos nutricionales y biofertilizantes, ademas
de otros productos comerciales como la vitamina B12, cosméticos o acidos
grasos [30].

Light, CO;, Water, Nutrients

Nutrient recycling

[ Biomass processing _ ]
(dewatering, thickening, filtering, drying)

—_

Lipid extraction

[Two step process]

Methanol
Recowvery

Biodiesel (Methyl Ester)

Figura 17. Produccion de biodiesel a partir de biomasa de algas. [4]

1.3.1.4 Cuarta generacion

El deseo de mejorar la utilizacion y caracteristicas de las microalgas, limitadas
por la baja eficiencia en la fotosintesis, y convertir el CO2 en combustible es la
base del desarrollo de la 42 generacion de biocombustibles [31].

La técnica llamada organismos modificados genéticamente (GMO) ha sido
aplicada a las microalgas para aumentar la productividad de lipidos mediante
especies de microorganismos mejorados genéticamente [30]. A estos
microorganismos y algas modificadas genéticamente se les denomina biomasa
de cuarta generacion [30]. De esta materia prima utilizada se puede decir que
es inagotable, barata y que es capaz de convertir energia solar en
biocombustibles [1, 7].

Los biocombustibles de cuarta generacion son principalmente combustibles
fotobiolégicos solares y electrocombustibles [1]. Estos biocombustibles se
pueden producir de 3 maneras:

e Mediante biologia sintética, que consiste en disenar microorganismos
para producir combustibles solares fotobiologicos [1, 7, 31].
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e Combinando la produccion de energia fotovoltaica y microbiana
(electrocombustibles) [7].

e Enfabricas donde se producen células u organulos sintéticos disenados
expresamente para producir los productos quimicos de alto valor
deseado y biocombustibles [7].

Esta cuarta generacion ha despertado un gran interés, pero alin esta en etapas
iniciales de desarrollo y falta mucho por investigar [7, 31].

1.3.2 Clasificacion atendiendo a la fase
1.3.2.1 Biocombustibles gaseosos
Hay dos tipos de biocombustibles gaseosos:

e Los derivados de la gasificacion de la biomasa por procesos piroliticos,
formados principalmente por CO2y H2. Son llamados syngas.

e Derivados de la fermentacion celular, que son los que vamos a tratar,
biohidrégeno y biogas.

El biohidrégeno es un gas que no es toxico, es incoloro, inoloro y que no tiene
sabor [1]. Cuando es usado como combustible, el Unico coproducto que es
generado es el agua, por lo tanto, es un producto libre de carbono y no
contaminante [1].

En comparacion con otros biocombustibles, presenta varias ventajas, como
qgque es el que tiene la capacidad de producir mayor energia, siendo
aproximadamente 122kJ/g, y presentando un valor calorifico de
143GJ/Tonelada [1, 6]. Puede ser utilizado directamente en los motores de
combustion y para la generacion de electricidad en celdas de combustible [4,
6]. Tiene una gran variedad de aplicaciones en la industria, como la sintesis de
alcoholes, aldehidos y amoniacos, hidrogenacion de por ejemplo petroleo y
aceite [6].

Ademas de su produccion por fermentacion [6], hay otros métodos como la
conversion autoétrofa, que es la conversion directa de la energia solar en
hidrégeno [6] y la gasificacion de la biomasa, estrategia mas econémica [1, 6,
28].

Por otra parte, el biogas es producido por la descomposicion biologica y
anaerobia de la materia organica [1, 6, 28], siendo la via de produccion de
biogas mas eficiente en generacion de energia, teniendo una relacion de
salida/entrada de energia de 28,8MJ/MJ [1].
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Los desechos producidos durante su produccion pueden ser utilizados como
acondicionador del suelo [28]. Uno de sus principales usos es generar calor en
calderas, pudiéndose llegar a usar directamente en ellas [28].

1.3.2.2 Biocombustibles sélidos

Los biocombustibles sélidos son obtenidos a partir de residuos forestales o
subproductos de fabricas de madera, con forma de viruta, que pueden ser
utilizados directamente en calderas quemandolos o compactandolo en pellets
para su uso doméstico en calderas [28].

El biocarbon es un biocombustible sélido, producto rico en carbono obtenido
de la descomposicion térmica de la biomasa, a entre 350° y 700°C. Presenta
unas caracteristicas que le hacen ser un factor importante para acondicionar
los suelos y como fertilizante, ya que proporciona mayores reservas de carbono
al suelo ademas de favorecer la retencion de éste. Se ha observado que su
implantacion promueve la germinacion de semillas y el crecimiento de las
plantas. Para su produccion se ha demostrado que la temperatura a la que se
realiza la pir6lisis influye en las propiedades fisicoquimicas del biocarbon,
obteniéndose un buen rendimiento, 50,6%, a 400°C [28].

1.3.2.3 Biocombustibles liquidos

Los combustibles liquidos se pueden dividir en funcion de su proceso de
obtencion:

e Derivados de la transesterificacion: Biodiesel
e Derivados de la fermentacion de biomasa: Biometanol, 2.5-
Dimethylfuran, biopetréleo, bioetanol, biobutanol.

Biometanol

Es considerado una fuente alternativa de energia debido a su alto octanaje,
baja inflamabilidad, alto rendimiento y las bajas emisiones que ocasiona [1,
28]. Otra de las ventajas que presenta es su mezcla con gasolina y etanol
utilizandose en los vehiculos actuales sin grandes modificaciones técnicas,
como M85, que es una mezcla de 85% de metanol y 15% de gasolina [1, 28].
Las industrias petroquimicas usan el metanol como materia prima para la
produccion de varios quimicos, como el acido acético y biodiesel mediante la
transesterificacion [1].

Existen dos métodos principales para su produccion, la gasificacion y la
pirdlisis. Diversos materiales han sido estudiados también como materia prima
para su produccién, como por ejemplo arboles o residuos de cultivos [1, 28].
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En comparacion con el etanol, tiene un precio mas bajo, mejor reactividad, un
proceso de recuperacion mas simple y es mas barato de purificar ya que no
forma azedtropos, por lo que, a pesar de ser mas toxico, es preferido al
biodiesel [1, 4].

Biodiesel

Puede ser producido a partir de materiales renovables y es capaz de sustituir a
combustibles derivados del petréleo [1, 4, 28]. Este biocombustible es
importante por varias razones: Puede servir como un combustible barato para
zonas rurales, su produccion es renovable, produciendo pocos residuos toxicos,
siendo las entradas y salidas del proceso biodegradables en su mayoria y por
Gltimo, puede ser utilizado para mejorar el rendimiento de los motores [4].

Las microalgas son la materia prima preferida de biodiesel por su gran
produccion y por poder convertir los coproductos generados en biogas o
bioetanol [1].

Biopetroleo

El biopetroleo es un biocombustible liquido de un color marrén oscuro con un
olor parecido al humo. Es una mezcla compleja de alcoholes, acidos, ésteres,
fenoles, cetonas, aldehidos y oligdmeros [28, 33]. Debido al alto contenido de
agua, oxigeno y cenizas, es inestable, lo que le hace ser viscoso, y debido a su
bajo pH es corrosivo, caracteristicas que le impiden ser usado directamente
como combustible [28, 33]. Puede ser utilizado para obtener calor o
electricidad mediante combustion directa y gran variedad de bioproductos [33].

Hay dos procesos que se usan principalmente para su produccion a partir de
biomasa, pirdlisis rapida y licuefaccion hidrotermal. El alto coste de los
procesos de produccion junto con la baja calidad del combustible son las
razones que impiden la comercializacion del biopetroleo [28].

Dymethilfuran

2.5-Dimethylfuran o DMF es un biocombustible liquido producido a partir de 5-
hydroxymethylfurfural (HMF), derivado de la biomasa. Presenta unas
propiedades de combustible muy buenas, como su alto octanaje (119), mayor
incluso que el de la gasolina y etanol, un alto punto de ebullicion, entre 92°y
94°C y una baja solubilidad en agua, del 0,26%. Puede ser mezclado con
gasolina, por ejemplo, al 5% [28].

Para su produccion, hay varios métodos, como el basado en dos etapas: La
primera etapa consiste en la conversion de fructosa en HMF mediante el uso
de ZrO2 como catalizador y de NH4Br como “promotor”. En la segunda etapa,
HMF es convertido en DMF usando un electrodo de grafito con ZrO2[28].
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Bioetanol

El bioetanol es el biocombustible mas comun producido industrialmente a
partir de biomasa lignocelulésica, como el maizy la cana de azlcar [1]. Es una
prometedora alternativa ante los combustibles utilizados para el transporte y
también buena alternativa como biocombustible neutral en carbono. Presenta
unas caracteristicas de combustible destacadas, que incluso pueden ser
comparadas con la gasolina: Tiene un numero de octano elevado, de 108, lo
que en comparacion respecto a la gasolina, le permite un encendido temprano
del motor; un punto de ebullicion bajo, mayor calor de vaporizacion, contenido
de energia similar y un alto contenido en oxigeno (34,7%) debido a la
combustion completa del combustible, lo que hace que haya una menor
emision de 6xido de nitrogeno y diversas particulas [2, 6].

El uso de bioetanol mas comun es la mezcla de éste con gasolina, provocando
una reduccion de hasta un 80% en la emision de CO2, reduccion de la emision
de gases de efecto invernadero en general, hidrocarburos no quemados,
dioxido de azufre y carcinégenos [1, 6, 28]. Si el contenido de etanol en la
gasolina no es mas de un 15% en volumen (E15), no es necesario realizar
ningun tipo de modificacion en el motor para su correcto funcionamiento [5,
28]. Se puede destacar el desarrollo de vehiculos “flex-fuel”, con motores
especiales que son capaces de funcionar desde 100% de gasolina hasta sélo
con etanol, cualquier mezcla es posible [5, 6].

Otra de las grandes ventajas que presenta el uso de bioetanol es que tiene un
ciclo cerrado de carbono, es decir, que parte del CO> generado a lo largo de su
produccion, es reabsorbido por las plantas [2], pero también hay ciertas
desventajas, como que tiene un menor contenido energético, es mas volatil y
corrosivo que la gasolina, ademas, sin previa modificacion, no puede usarse
directamente en motores [14].

Para su produccion se realiza una fermentacion alcohdlica, principalmente de
biomasa lignocelulésica [1, 2, 6, 28]. La produccion a partir de biomasa
lignocelulésica implica 3 operaciones principales: Pretratamiento,
sacarificacion enzimatica y fermentacion [6, 28]. La produccion global de
etanol en el ano 2017 fue de unos 107.000 millones de litros, cantidad que se
ha duplicado en los uUltimos 10 anos. Los mayores paises productores son
Estados Unidos, Brasil, Europa, China, Canada y Tailandia [6]. Muchos
materiales como los residuos agricolas tienen un buen potencial como
materias primas para este proceso: materia prima lenosa, rastrojo de maiz,
desechos de colza, bagazo de cana de azucar, etc. [1] En la Tabla 2 se puede
ver un resumen de distintas materias primas utilizadas:
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Substrates Pretreatment used Micro-organism used Ethanol yield Refs.
Rambutan fruit waste None Saccharomyces cerevisiae 3.17-4.16%
Rice straw Popping pretreatment 0.172g/g

Olive mill waste water and olive pomace

Jarusalem artichoke
Cassava and sweet potato peels

Cactus (CAC), green coconut shell (GCS), mature
coconut shell (MCS) and mature

fibre (MCF)
Gamba grass (Andropogon gayanus)

Waste papers, news-papers and office papers

Coconut husk and cactus

Barley straw
Fungal pretreated wheat straw

Rice straw
Microalgae (Desmodesmus sp.)

Ultrasonic, H2SO4, NaOH and CaCOs

H,0,-CH;COOH
Hydrolysis with Gloeop

mobilis and

sepiarium and Pleurotus ostreatus
alkaline hydrogen peroxide (Alk-

H,0,)-sodium hydroxide (NaOH)
process
5% and 10% sulphuric acid

Hydrolysis by Trichoderma reesei Rut-

€30 and aspergillus niger F38
Auto-hydrolysis (Steam explosion)

296 NaClO + H,0,

35.7% (w/w) NaOH pretreatment at
30°C for 30 min

Acid and enzyme pretreatment
None

Saccharomyces cerevisiae
Zymomonas mobilis, Pichia stipites
and Saccharomyces cerevisiae

Zymomonas mobilis and
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae CTM
30101

Zymomonas mobilis, Pichia stipites
and Saccharomyces cerevisiae

White-rot fungus Irpex lacteus

Ultrasonic and NaOH found best
Approximately 84%
9-26%

79.27-84.64% to 85.04-89.15% for
CAC, GCS, MCF and MCS respectively

26.5% and 44.9% for Zymomonas and
35.8 and 35.3 for Saccharomyces
0.38g/g

90.09%

207 mg/g
Sugar recovery increased 117% and
reduction of enzyme dose of 33%
1776 mg COD/L ethanol

0.24 g ethanol/g biomass

Tabla 2. Materia prima utilizada para la produccion de bioetanol junto con el
pretratamiento y microorganismos usados, y el rendimiento de etanol obtenido. [1]

Una de las mayores limitaciones que tiene este proceso es que el costo es alto,
haciendo que no sea econdmicamente viable en muchas ocasiones para su
produccion industrial [20, 28].

1.3.2.4 Biobutanol

El butanol es un alcohol primario versatil, con una estructura de 4 carbonos,
C4HoOH [3, 14, 28]. También es conocido como butil alcohol, n-butanol y como
butan-1-ol, un isémero de cadena lineal que acaba con un grupo funcional
alcohol -OH [14]. El butanol es un liquido incoloro, inflamable con un olor
distintivo que es completamente miscible con solventes organicos vy
parcialmente miscible con el agua. Ha sido producido en gran medida por la
industria petroquimica, siendo utilizado histéricamente, como mas adelante se
detallara, como quimico y disolvente en la industria [3, 14]. El butanol y sus
isdmeros presentan la estructura de 4 carbonos, pudiendo ser de cadena lineal
o ramificada. Las diferencias entre estas cadenas hacen que tengan distintas
propiedades y puedan clasificarse, siendo el n-butanol el que disponga de
mejores caracteristicas para ser usado como combustible liquido o aditivo [2].
Existen varios isomeros del butanol: El ya nombrado butanol normal o n-butanol
(CH3CH2CHOHCHS3), isobutanol ((CH3)2CH2CHOH) y t-butanol o terbutanol
((CH3)3COH). El isobutanol, isdbmero ramificado, es capaz de juntarse hasta en
un 15% en base volumétrica con gasolina, mientras que el etanol lo hace en un
10% [3]. En la Tabla 3 se puede ver un pequeno resumen de estos distintos
isdmeros con sus caracteristicas y usos:
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Butanol Maolecular structure Main Specific
isomer Applications characteristic
1-butanal Solvents (paint Gasoline additive
(n- /\\/\OH industry)
buta- Plasticizers Potential gasoline
nol) (plastics industry)  alternative
Hydraulic brake
fluid
Cosmetics
2 hutanol Solvent (several Perfumes and
OH industries) artificial flavors

A pesar de presentar problemas con el rendimiento en su

Domestic
cleaning agent
Industrial cleaner
and paint
remover

NN

iso- Solvent and

butanol additive (paint
OH
and octane

industry)
Industrial cleaner
and paint
OH
booster
Industrial cleaner 1 for
and paint ethanol
remover
Intermediate for

remaover

Ink ingredient
MTBE, ETBE,
TBHP

Gasoline additive

Solvent Gasoline additive

butanol

Tabla 3. Isémeros del butanol. Estructuras y aplicaciones. [2]

produccion, el

butanol presenta mejores caracteristicas como combustible que el etanol [1].
Por ejemplo, el punto de fusion lo alcanza a -89,5°C, punto de ebullicion
117,2°C, punto de inflamabilidad a 30°C, temperatura de autoignicion a 140°C,
densidad de 0,8098 g/mL a 20°C, presion critica de 48,8hPa y una
temperatura critica de 287°C [3, 14].

Presenta mas caracteristicas que pueden resolver ciertos problemas que
ocurren en otros alcoholes usados como combustible:

Mayor poder calorifico: Debido a que este valor aumenta con el
contenido en carbono y el n-butanol presenta 4, que es el doble de los
gue tiene el bioetanol, junto con que tiene un 50% mas de densidad de
energia en volumen [2]. Esto también se debe a que es menos corrosivo
y evaporativo, permitiéndole liberar mas energia por unidad de masa
[11]. El valor energético de la gasolina es de en torno a 32MJ/L,
mientras que el del butanol es de 29,2MJ/L Yy el del etanol de 19,6MJ/L
[2, 3, 6, 34]. Desde este punto de vista, el biobutanol es bastante similar
a la gasolina, hecho que le permite reemplazar a ésta en los motores en
términos de energia, pudiendo mantener las otras caracteristicas del
motor constantes. Comparandolo con el etanol, al tener un 25% mas de
energia, haria que el consumo mejorara y tuviera un mejor kilometraje,
sin embargo, la eficiencia en el motor seria peor ya que el etanol tiene
un octanaje superior [2].
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Menor volatilidad [2, 3, 6, 23, 28, 34]: Esta caracteristica en los
alcoholes es inversamente proporcional a la cantidad de carbono, por lo
qgue el butanol tiene menos tendencia a la vaporizacion. Sumando que
el punto de inflamabilidad es mayor que el del etanol, esto hace que el
n-butanol sea potencialmente mas seguro en transporte y a
temperaturas altas [2].

Menor entalpia de vaporizacion [2, 3]: Debido a que este valor en n-
butanol es la mitad del que presenta el bioetanol, es esperable que el
motor presente menos problemas de ignicion, de arranque de motor en
frio [2].

Intersolubilidad [2, 28]: Los alcoholes con mayor nimero de carbono
son mas faciles de mezclar con gasolina y el n-butanol con cuatro
carbonos tiene una buena intersolubilidad con la gasolina. Asi pues, son
mas faciles de mezclar con hidrocarburos no polares y tienen menor
afinidad por el agua [2].

Mayor lubricacion y viscosidad [2, 3, 28]: La viscosidad aumenta con el
namero de carbonos que tenga la molécula, por lo que esto podria
prevenir a partes del motor, como los inyectores, de problemas de
desgaste [2].

El biobutanol puede ser quemado directamente en motores ya creados
de gasolina. También puede ser usado en su forma pura o en mezclas
en cualquier porcentaje sin realizar ningln tipo de modificacion al motor
[1, 28], mientras que el etanol solo puede ser mezclado hasta el 85%
[3]. Esto es debido al bajo contenido en oxigeno del butanol (22% frente
a 35% del etanol) [3, 34], ademas de que el uso de este liquido
disminuye las emisiones y la concentracion de particulas. El butanol
puede ser mezclado sin separacion de fases, hecho que le permite ser
transportado y distribuido utilizando las infraestructuras ya creadas [9,
11], con el consiguiente ahorro en coste.

A pesar de tener unas caracteristicas tan ventajosas, el biobutanol también
presenta algunos aspectos negativos:

Como el biobutanol tiene un poder calorifico mas bajo que la gasolina,
el rendimiento alcanzado por motores alimentado por este
biocombustible es menor que el de aquellos que estén alimentado por
gasolina [2].

Debido a la misma razdn que el anterior punto, el motor va a demandar
una mayor cantidad de combustible, por lo tanto, va a haber un mayor
consumo si se quiere tener el mismo rendimiento que con gasolina [2].
Al tener el butanol un octanaje mas bajo que el bioetanol [2, 28, 34], es
aconsejable usarlo en motores con relaciones de compresion mas
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bajas. Esta caracteristica también reduce la autoignicion y perjudica el
control de la combustion [2].

e Baja eficiencia en su produccion. El ratio de produccion de bioetanol es
entre 10 y 30 veces superior al ratio de produccion de biobutanol
mediante la fermentacion ABE, lo que conlleva un coste muy alto,
haciendo practicamente inviable econdémicamente su produccion a nivel
industrial [2, 11].

En la Tabla 4 se puede ver una comparacion resumen de las caracteristicas de
la gasolina con varios biocombustibles liquidos.

Como también se ha comentado, n-butanol tiene mas aplicaciones fuera del
terreno de los biocombustibles, dentro de la industria quimica. Su uso en esta
industria fue en un principio como disolvente, precursor de polimeros vy
plasticos [35].

Gasoline Diesel Methanol  Ethanol  n-Butanol

Molecular formula Cy— Cya Cya — Cas  CHyOH CoHgOH  CyHOH

Molecular weight 111.19 198.4 3204 46.06 7411

Cetane number 0-10 455 3 8 25

Octane number &0-99 20-30 111 los 96

RON B8-08 4] 109 109 98

MON 80-88 0 89 a0 85

Occygen content (% - - 500 348 21.6
weight)

Density (g/mL) at 0.72-0.78 0.82-0.86 0.79% 0.79 0.808
20 ¢

Autoignition 300 210 470 434 385
temperature (°C)

Hash point ("C) at ~45 to 6588 12 B 35
closed cup -38

Lower heating value 42,7 42.5 19.9 268 33.1
(MJ/kg)

Boiling point (*C) 25-215 180-370 645 784 1177

Stoichiometric ratio 14,7 14.3 649 9.02 1121

Latent heating (kJ/  380-500 270 1109 904 582
kg) at 25 °C

Flammability limits ~ 0.6—8 1.5-7.6 G.0-365 4319 1.4-11.2
(%vol.)

Saturation pressure 3101 1.86 3169 138 227
(kPa) at 38 °C

Viscosity (mm?/s) 0408 1.9—4.1 0.5% 1.08 263
at 40 °C (20 °C)

Energy density 32 35.86 16 196 292

(MJ/L)

Tabla 4. Propiedades de algunos alcoholes y de combustibles fésiles convencionales. [2]

En la actualidad el biobutanol puede ser utilizado en otras muchas funciones,
como agente de acabado para la pintura de vehiculos, fluidos hidraulicos,
disolvente para la produccion de caucho y tintes, formulaciones de
detergentes, medicamentos, antibioticos, hormonas y vitaminas. También
actda como un agente de hinchamiento para recubrir tejidos en la industria
textil y como componente para la fabricacion de maquillaje para ojos, lapiz
labial y bases en la industria cosmética [14]. Las rutas petroquimicas basadas
en los procesos oxo o aldol son las utilizadas aqui [1, 17].
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Para su produccion existen dos lineas principales: A partir de biomasa,
obteniéndose biobutanol y a partir de combustibles fosiles, obteniéndose
petrobutanol. Aunque tengan distintos nombres y provengan de distintos
procesos, tienen las mismas propiedades quimicas [2]. El petrobutanol se
obtiene por hidroformilacién de propileno, o0 mas conocida como ruta oxo.
Aunque es el camino mas comun, puede que no sea el mejor, ya que los costos
estan vinculados al precio del crudo y puede ser mas barato, pero la sociedad
demanda soluciones que sean independientes del petrdleo, por lo que este
camino no es lo mas ecoldgico posible [2].

La ruta biolégica para la produccion de butanol a partir de biomasa es la
fermentacion acetona-butanol-etanol (ABE) [1, 2, 3, 6, 9, 17, 23, 28].
Aproximadamente 5 millones de toneladas de biobutanol son obtenidos cada
ano [23, 34]. La produccion crece a un ritmo de un 3% anual, esperando que
se alcance en los proximos anos un 20% de la demanda total de gasolina y
diesel [34].

Sobre los anos 60s, la produccion de biobutanol dejo de ser competitiva debido
al aumento de materia prima y a que los componentes petroquimicos eran
mucho mas baratos, pero ahora ha vuelto con fuerza debido a la concienciacion
social de buscar sustitutos a combustibles provenientes de fuentes no
renovables [14].

La ruta bioldgica tiene varias ventajas respecto a la ruta quimica, como el uso
de recursos renovables, que los productos sean mas faciles de separar y que
sean en menor nimero. Como ha ocurrido en otros biocombustibles ya
descritos, al ser la materia prima lighocelulosa, el proceso consta de varias
etapas: Pretratamiento, hidrolisis, detoxificacion, fermentacion y recuperacion
[2, 23]. Este proceso se puede ver resumido en la Figura 18. El pretratamiento,
como en el etanol, es la etapa necesaria para romper la estructura compleja
qgue forman la celulosa, hemicelulosa y lignina [1, 2, 20, 23]. El tipo se elegira
en funcion del material utilizado [1]. La detoxificacion es necesaria para
remover los inhibidores, de nuevo, el elegido depende del material y
pretratamiento seleccionado [2]. La fermentacion es el proceso de conversion
de los azlcares en solventes mediante microorganismos, como Clostridia. Tras
la fermentacion, el producto es recuperado, separando acetona, butanol y
etanol gracias a los distintos puntos de ebullicion de cada uno [2]. El ratio
obtenido para esta familia de microorganismos es de 3:6:1 [9, 20, 23].

38



@ Jaime Aguado Garcia
Grado en Tecnologias Industriales

ESCUELA DE INGENIERIAS

Universidad deValladolid INDUSTRIALES
co,
H,0
— Fermentation
Lignocellulosic feedstock Batch
Bagasse Continuous Recovery =) Acetone
Straw =) =) ificati = Fed-batch mmj | Distiliation Ethanol
Corn stover Pervaporation =
G ﬁ I t Adsorption,... | =8 [ BUOH+H.0 | mmd [ Butanol |
H,S0, solution Active charcoal EI’

Peroxide Overliming
Steam explosion Electrodialysis

y
Organicacid

Figura 18. Esquema del proceso de produccion del biobutanol por via bioldgica. [2]

La produccion por esta via, aunque sea prometedora, tiene varios problemas
que afrontar, como el alto coste de la materia prima, el bajo rendimiento, baja
productividad, el alto gasto de energia para el proceso de recuperacion o la
toxicidad de los solventes con los microorganismos de la fermentacion [28, 34].
Debido a esta toxicidad, la concentracion de butanol no suele ser mayor que
1,5% del volumen total, con un rendimiento por debajo de 0.25gBuOH/g
glucosa y una productividad de 4,5 g/(L-h) [28, 34].

Ante estos problemas, la industria ha ido avanzando en diversos campos para
poder buscar las mejores soluciones: Para rebajar el alto coste de la materia
prima se ha trabajado en el uso de residuo lignocelulésico barato, abundante,
renovable y que no sea comida [23], como los residuos agricolas [6] o las algas
[3]. El mayor consumo de energia en el proceso se da en la separacion, por lo
gue se buscan métodos mas baratos y sencillos como gas stripping [3].

La familia clostridia es la bacteria mas comun en esta fermentacion [2, 3, 6, 9,
14, 17, 20, 23, 28]. Se han desarrollado distintas soluciones para el problema
de los microorganismos, como tener enzimas capaces de desarrollar al mismo
tiempo la celulosa y la hemicelulosa [20], o el desarrollo de cepas modificadas
genéticamente, para de esta manera poder mejorar la produccion de solventes,
incrementar la tolerancia al butanol, su capacidad de crecimiento en sustratos
complejos o para aumentar su tolerancia a los inhibidores [20].

Por lo tanto, desde el punto de vista de la industria de combustibles, la
produccion de biobutanol no es econdmicamente viable, pero el desarrollo de
soluciones como las mencionadas, estan abriendo el camino para su
produccion y uso generalizado en un futuro debido a sus mejores
caracteristicas [2].

1.4 Fermentacion ABE

1.4.1 Produccion de biobutanol a partir de materia lignocelulésica
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Una fermentacion tipica de ABE esta dividida en las siguientes unidades
principales: Aguas arriba, aguas medias y aguas abajo, como se puede ver en
la Figura 19 [11].

ABE fermentation engineering

; ' }
Upstream Mid s:'ea m Downstream
— Pretreatment  — Batch mode Pervaporation
- Hydrolysis bow Fed-batch maode »  Liquid-liquid extration
— Detoxification . Continuous mode Gas stripping

Figura 19. Diferentes procesos de la fermentacion ABE. [11]

La eleccion de la materia prima es un paso importante, ya que determina el
tipo y la cantidad de pasos que se van a realizar en aguas abajo. Si el material
seleccionado es un sustrato no celulésico se necesitaran al menos las etapas
de hidrdlisis y detoxificacion, pero si el material es celulésico, entonces se
necesitara una etapa extra de pretratamiento ante la naturaleza recalcitrante
del material. El total de etapas que se tiene que realizar son: Pretratamiento,
hidrélisis, detoxificacion, fermentacion ABE y recuperacion del producto [14].

A pesar de que la biomasa lignocelul6sica tiene un buen potencial, al tener que
realizarse algunos pasos hace que haya un costo adicional de mano de obra,
energia, equipo, tiempo y productividad para la conversion total de la biomasa
lignocelulésica en biobutanol [14].

1.4.1.1 Pretratamiento

El pretratamiento es una de las técnicas esenciales para procesar biomasa
lignoceluldsica en la produccion de biocombustibles [6], ademas es uno de los
factores mas importantes a la hora de controlar el coste total para establecer
una biorefineria basada en biomasa lignocelulésica [10].

La biomasa lignocelulésica consiste principalmente en 3 componentes
estructurales, la celulosa, hemicelulosa y lignina. Entre ellos, conforman una
matriz compacta, que dificulta la accesibilidad de los microbios y enzimas para
su posterior degradacion e hidrélisis. Sabiendo esto, el proceso de
pretratamiento lo que hace es ayudar a eliminar la lignina de la biomasa
(delignificar), descomponer la hemicelulosa e incrementar la porosidad de la
biomasa, haciendo que se aumente el area y disminuya la cristalinidad del
conjunto [6], provocando de esta manera que la celulosa sea mas accesible a
las enzimas y pueda convertir los carbohidratos en azlcares fermentables [36].
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Figura 20. Representacion y objetivos del pretratamiento de biomasa lignoceluldsica.
[36]

Las plantas también tienen unas barreras naturales, que se pueden dividir en
2: Barrera fisica y quimica. La barrera fisica ocurre en materiales basados en
gueratina y biomasa lignocelulésica, y esta basado en la estructura compleja
comentada anteriormente, mientras tanto, la barrera quimica surge en
materiales faciles de digerir, pero que presentan componentes que actdan
como inhibidores naturales [20, 36]. Para materiales que contengan barrera
guimica, el objetivo del pretratamiento es eliminar a los inhibidores [36].

Hay que tener en cuenta varios factores que un pretratamiento debe cumplir
para que sea eficiente y atractivo econdmicamente: Evitar la destruccion de
hemicelulosas y celulosa [1, 3, 14, 36], produccion de fibra celuldsica reactiva
para ataque enzimatico [14], evitar la formacion de inhibidores [1, 3, 14, 36],
menor consumo de energia [14, 36], menor coste de material para la
construccion de reactores de pretratamiento [14], menor generacion de
residuos [36], poca utilizacion o nula de productos quimicos, siendo al menos
respetuosos con el medio ambiente [36], ser capaz de recuperar los
catalizadores [36], alta recuperacion de los carbohidratos y mejora de la
digestibilidad para la siguiente etapa [14, 36] y el hidrolizado pretratado no
debe ser toxico para el cultivo [14].

La seleccion de un pretratamiento u otro depende de la naturaleza
fisicoquimica de la biomasa [8, 10]. Los pretratamientos se dividen
principalmente en 4 grupos:

e Pretratamiento fisico: Este pretratamiento, también conocido como
mecanico, utiliza maquinaria capaz de trocear o de moler para reducir
el tamano de la biomasa y asi reducir la cristalinidad de la celulosa,
mejorando su accesibilidad. En funcion de los requisitos, el tamano de
la biomasa puede variar de 10-30mm hasta 0,2mm. A menor tamano,
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mas facil para el microorganismo o enzima de digerir y también mayor
facilidad para alterar la estructura cristalina de la celulosa, pero también
un mayor precio. Ejemplos de este pretratamiento son: Fresado (fresado
de bolas, fresado de energia vibratoria), irradiacion (rayos gamma, haz
de electrones, microondas), otros (hidrotermal, vapor a alta presion,
extrusion, pirdlisis) [21].

e Pretratamiento quimico: Los productos quimicos mas utilizados para el
pretratamiento son los acidos y los alcalis. El pretratamiento acido con
HCl o H2SO4, por ejemplo, es eficaz para hidrolizar hemicelulosa y
celulosa [6]. Dentro del pretratamiento acido, hay dos tipos: Diluido y
concentrado [9, 12]. El diluido (0,5%-1,0% de acido sulfurico), se realiza
a temperatura moderadas (140°C-190°C) y es capaz de eliminar y
recuperar de una manera efectiva la mayor parte de la hemicelulosa,
disolviendo también parcialmente la lignina, lo que hace que aumente
la susceptibilidad de la celulosa a las enzimas [3, 12]. Esto provoca que
para la mayoria de las materias primas de biomasa utilizadas presente
un alto rendimiento de azlcar, pero también desventajas como
corrosividad, la necesidad de neutralizacion acida o formacion de
inhibidores [3]. El pretratamiento concentrado, tiene alrededor de un
70% de acido y se realiza a temperaturas bajas, unos 38°C. Presenta
una tasa de conversion de celulosas a glucosa en todo el proceso mucho
mas alta que la diluida, en torno a un 90% [3]. Este pretratamiento es
considerado demasiado corrosivo y peligroso para llevarlo a cabo,
ademas, una gran cantidad de base es necesaria para su neutralizacion,
lo que provoca una alta concentracion de sal en el hidrolizado,
fuertemente inhibitorio para la fermentacion [10,12]. Por estas razones,
el diluido suele ser mas usado que el concentrado [9, 12, 36]. Por otro
lado, el pretratamiento alcalino es capaz de romper los enlaces entre
los principales componentes de la lignocelulosa, cambiando la
estructura del material. Gracias a ello, aumenta la digestibilidad de la
celulosa y la fermentabilidad para la posterior hidrélisis y fermentacion.
NaOH y cal son dos ejemplos que se utilizan en alcalino [3]. A pesar de
que son pretratamientos de una eficacia probada, actualmente se
utilizan mucho menos debido a sus efectos en el medio ambiente [6].
Se han desarrollado otras técnicas como organosolv y ozondlisis, que se
basan en la eliminacion de lignina de la matriz de la biomasa [6, 36].

e Pretratamiento fisicoquimico: A parte de quimicos y fisicos, los
pretratamientos fisicoquimicos también son efectivos para el
tratamiento de la lignocelulosa. Explosion de vapor, tratamientos con
gas como dioxido de nitrégeno, adicion de agentes oxidantes, como
perdxido de hidrégeno, son varios ejemplos de este pretratamiento. La
explosion de vapor consiste en tratar la biomasa con vapor y
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temperaturas elevadas, separando las fibras. Puede utilizarse junto a
solucion acida/alcalina para mejorar la eficiencia.

e Pretratamiento biolégico: Consiste en la delignificacion vy
descomposicion realizada por microbios de la hemicelulosa, lo que a
posteriori, mejora el rendimiento de la hidrélisis [6]. Las principales
ventajas de este pretratamiento son la no generacion de inhibidores y
menor requerimiento de energia, mientras que su principal desventaja
es el tiempo requerido y el azicar consumido por los microbios [8].
Ejemplos de organismos utilizados son los hongos, enzimas
lignoliliticas, consorcio microbiano y actinomicetos [21, 36].

1.4.1.2 Hidrélisis

El paso de la hidrdlisis consiste en la conversion de la celulosa y hemicelulosa
contenidas en la biomasa lignoceluldsica previamente pretratada, en azlcares
monomeéricos [20, 37].

La hidrolisis puede ser llevada a cabo de dos maneras: Utilizando acidos o
enzimas.

La hidrolisis acida tiene dos maneras de poder hacerse: Acido diluido o &cido
concentrado. El diluido se realiza con una baja concentracion de H2SO4 (0,5%-
1,5%) y con una temperatura de entre 120°C-160°C, centrandose en la
degradacion de la hemicelulosa y también puede servir como pretratamiento
de la celulosa [37]. Tras anos de estudio, se ha desarrollado el proceso de
degradacion de celulosa hacia una hidrélisis de dos etapas, para asi maximizar
los rendimientos de azucar [37, 38]. La primera etapa se realiza a unos 180°C
para la degradacion de la hemicelulosa y la segunda etapa a una mayor
temperatura, 240°C, para la conversion de celulosa en glucosa [37]. La
hidrdlisis acida puede penetrar en la lignina sin haber hecho pretratamiento,
haciendo de este un proceso mas rapido [11]. La hidrdlisis concentrada se
aplica tanto para la degradacion de la celulosa como la hemicelulosa. Es
realizada con un tiempo de duracion mayor, utilizando HCI al 41% o 70-90%
H.SO04 por ejemplo, obteniendo una conversion cercana al 100% de los
compuestos a azlcares. Sus mayores limitaciones es el mayor coste de
operacion, corrosion del equipamiento, puede ser peligroso para el ambiente y
la formacion de subproductos (p. €j. acidos acético y formico) que complican la
etapa de recuperacion [11, 37].

La hidrélisis enzimatica se lleva a cabo usando enzimas celulasas bajo
condiciones de operacion medias, como 40-50°C de temperatura y pH en un
rango de entre 4,5y 5,0 para poder evitar los problemas de corrosion que se
generaban con el acido [20]. La enzimatica supera las limitaciones que tiene la
acida, siendo no toxico, selectivo, teniendo mayor rendimiento [20], formando
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menos compuestos inhibitorios, teniendo menos problemas de corrosion y
siendo bioldgico y respetuoso con el medio ambiente [14, 37]. Debido a la
complejidad de la biomasa lignocelulésica, una sola enzima no puede realizar
una hidrolisis completa, por ello, se requiere una mezcla o céctel de varias
enzimas, [14, 20, 37] para que haya una acciéon secuencial de ellas [8].

Hay 3 grupos principales de enzimas utilizadas para la hidrdlisis de biomasa
lignoceluldsica: Celulasas, hemicelulasas y lignanasas.

Las celulasas son enzimas que hidrolizan la celulosa para convertirlo en
monoémeros de azlcar solubles [20]. La degradacion completa de celulosa a
glucosa tiene lugar por la accién sinérgica de las 3 enzimas principales que
forman parte de las celulasas: Endoglucanasas, celobiohidrolasas y (-
glucosidasas [8, 37]. Las endoglucanasas (EG) actlan principalmente sobre
lugares amorfos de la cadena de la celulosa. Rompe al azar enlaces B-1-4
glucosidico en la cadena de polimero de glucosa, produciendo pequenas
cadenas de extremos reductores y no reductores [8, 37]. Las celobiohidrolasas,
o también conocidas como exoglucanasas, actian sobre los oligosacaridos de
extremos reductores y no reductores producidos anteriormente para producir
celobiosa [37]. Glucosidasas hidrolizan los enlaces glucosidicos, actian sobre
la celobiosa para liberar glucosa [8, 20, 37]. En resumen, la hidrélisis ocurre
en dos etapas, hidrélisis primaria y secundaria. Las endoglucanasas vy
exoglucanasas actian en la primaria sobre el sustrato sélido liberando
azUcares, para que en la secundaria la glucosidasa convierta a la celobiosa en
glucosa [8]. Varias especies de bacterias, como Bacillus o Clostridium, y
principalmente de hongos, Penicillium o Fusarium, son las principales fuentes
de obtencion de las celulasas [8, 37].

Las hemicelulasas son un conjunto de enzimas complejas, que son clasificados
en funcién de su accidn sobre diferentes sustratos, actuando en hemicelulosa
heterogénea para producir azicares pentosa (xilosa y arabinosa), azUcares
hexosa (glucosa, manosa y galactosa) y acido urénico [37]. Las hemicelulasas
mas comunes son endoxilanasa o endo-1,4-B-xilanasa, la cual hidroliza las
principales cadenas de xilano y B-xilano, xilano 1,4-B-xilano esterasas, que
atacan los xilo-oligosacaridos para convertirlos en xilosa, esterasas de ferulico
y p-cumarico, o« arabinofuranosidasas y o-glucuronidasa, o-1-
arabinofuranosidasa, esterasa acetilxilano, que actian en diferentes
heteropolimeros, mientras que durante la degradacion de glucomanana, la B-
mananasa y la B-manosidasa cortan la columna vertebral del polimero [20, 37].

Al igual que las enzimas que degradan celulosa y hemicelulosa, las enzimas
capaces de degradar lignina son importantes para lograr el acceso de las
enzimas hidroliticas. Algin ejemplo de lignanasas son: Lignina peroxidasa,
manganeso peroxidasa y lacasas [37]. Las lacasas por ejemplo, son enzimas
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oxidantes que contienen cobre y se pueden encontrar en plantas, insectos,
bacterias y hongos. Ademas de poder degradar la lignina, también aumentan
la degradacion de la lignocelulosa [20].

Debido a la naturaleza heterogénea de la biomasa lignocelulésica, junto a otras
razones relacionadas con las enzimas, hacen que la eficiencia de la hidrélisis
varie [8]. Los factores que afectan se dividen en 2 grupos: Relacionados con
las enzimas y relacionados con el sustrato [8, 37]. Dentro de los relacionados
con las enzimas, hay factores como la concentracion, tipo y fuente de enzimas
[37], adsorcion enzimatica sobre lignina, sinergia, inhibicion del producto final
(por ello el pretratamiento se debe hacer buscando minimizar la formacion de
inhibidores), temperatura (critica en la adsorcién de las celulasas) y los
tensioactivos (pueden reducir el tiempo de hidrdlisis y la cantidad de enzima)
[8]. Los factores relacionados con el sustrato son principalmente sobre la
estructura, siendo algunos de estos la propia estructura de la materia prima, el
grado de cristalinidad que tenga la celulosa, superficie disponible, union de
componentes como lignina y hemicelulosa, porosidad y tamano de particulas
(8, 37].

1.4.1.3 Detoxificacion

Durante el pretratamiento utilizado para liberar los monosacaridos de la
compleja estructura que presenta la materia lignocelulésica, y debido a las
condiciones severas en las que éste se realiza, pueden generar otros
compuestos secundarios [6, 16, 34, 38, 39, 40]. Algunos de estos
subproductos son conocidos por su capacidad de inhibir parcial o totalmente
el proceso de fermentacion, siendo conocidos como compuestos inhibidores.
Estos compuestos son toxicos tanto de manera individual como sinérgicamente
[12, 23], aumentando la fase de latencia [12], impidiendo el crecimiento
microbiano, lo que resulta en una disminucion de la formacion de producto,
tanto en forma de concentracion, productividad como rendimiento [6, 11, 12,
16, 41, 42], debido a la tasa alterada de absorcién del azucar, la cual es
utilizada en una menor cantidad [41]. Estas caracteristicas de los compuestos
inhibitorios hacen que sea esencial eliminarlos de las soluciones de azucar
derivadas de la lignocelulosa [14, 41, 42], en especial en la obtencion de
bioetanol y biobutanol [6], para poder alcanzar rendimientos satisfactorios
durante la etapa de fermentacion. De esta manera, se concluye que es
necesario anadir una etapa extra para su eliminacion, la llamada detoxificacion
[11, 14].
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Inhibidores

La generacion y la naturaleza de los inhibidores provenientes del
pretratamiento dependen de varios factores, como el tipo material
lignoceluldsico utilizado, de la composicion de la pared celular y del método de
pretratamiento utilizado, teniendo en cuenta también las condiciones bajo las
gue se ha realizado, como la temperatura, pH, concentracion de quimicos, etc.
(13, 37,41, 42]

Los inhibidores son clasificados principalmente en 3 grupos: Acidos débiles,
derivados del furano y compuestos fenélicos [14].

HEMICELLULOSE

Furfurals,

S-hydroxy methyl furfural (HMF),
weak acids (acetic acid,

leviunic acid, formic acid etc),
resins,

terpenes,

Figura 21. Inhibidores toxicos generados tras el pretratamiento de lignocelulosa. [41]
Derivados del furano

Los principales aldehidos son furaldehido 2-furaldehido (furfural) and 5-
hidroximetil-2-furaldehido (HMF), provenientes de la degradacion de azlcares,
hexosas y pentosas principalmente. La hexosa se convierte en HMF y la
pentosa en furfural [3, 6, 12, 20, 38]. Ademas, glucosa, manosa y galactosa
pueden ser convertidas también a HMF, mientras que xilosa y arabinosa
pueden sufrir varias reacciones y formar furfural [20]. También se puede
senalar que furfural y HMF pueden romperse para formar acidos formicos y
levulinico [39].

La formacion de estos componentes depende del pretratamiento usado para
descomponer la lignocelulosa. Suelen ser generados en pretratamiento con
condiciones acidas, con bajo pH y altas temperaturas [20, 40, 42].
Tratamientos a altos pH, como la hidrolisis alcalina se obtienen cantidades muy
bajas de furanos [20].

Los furanos (junto en ocasiones con acido acético) son los inhibidores que mas
facil se pueden detectar, usandose como medida de efecto inhibidor, sin
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embargo, hay que destacar que esto no implica que sean los compuestos mas
toxicos [13].

Lo que inhibe cada uno de los componentes, depende de la estructura que
presente [13], pero en general se ha encontrado que los furfurales y HMF son
inhibidores fuertes del crecimiento de células de la levadura, desactivando la
replicacion celular [13, 20, 37, 40]. Este hecho implica que afecte a la posterior
etapa de fermentacion, haciendo que el rendimiento y la productividad del
solvente se vea reducido [37, 39, 40]. Los furaldehidos también afectan a la
formacion de la pared celular, rompe ADN e inhiben la sintesis de proteinas y
plasmidos [13, 20], causando una acumulacién de especies reactivas de
oxigeno que danan el citoesqueleto, la cromatina nuclear y las mitocondrias
[20].

Por separado, furfural inhibe las enzimas glicoliticas y la actividad
dehidrogenacion de aldehido, resultando en una acumulacion de acetaldehido
gue puede ser responsable de la fase de latencia o retraso en la obtencion de
solvente, pero no reduce el rendimiento final [13, 39]. Por dltimo, se ha
encontrado que los furfurales son toxicos para el crecimiento de microbios.
(penultimo). 5- HMF puede aumentar la fase de retraso del crecimiento
microbiano, agotando el crecimiento celular [20], y también toxico para la
fermentacion de microorganismos, causando una menor permeabilidad de la
membrana [40].

La presencia de pequenas cantidades de furanos en el medio, hace que haya
mayores rendimientos de etanol [37] y mejor productividad de butanol y ABE
[9]. Pueden actuar de forma sinérgica, pero a mismas concentraciones, furfural
afecta mas a la actividad de los microbios [20].

Fenoles

Los compuestos fendlicos o fenoles son los metabolitos secundarios mas
abundantes en las plantas. Varian desde moléculas simples hasta compuestos
polimerizados, siendo su estructura un anillo aromatico y varios grupos
funcionales como aldehido, cetona, acido y grupos metoxi e hidroxilo [20].

Los compuestos fendlicos se formar a partir de la lignina durante la hidrolisis
catalizada por acido o el pretratamiento de la lignocelulosa [3, 6, 13],
independientemente de que se agregue o no un catalizador acido a la reaccion.
La formacion de estos componentes a partir de azlcares es otra posibilidad
[37]. Los fenoles pueden existir en tres formas diferentes: Acido, cetona y
aldehido [20], siendo ejemplos de éstos el siringaldehido, vainillina, acido
siringico, acido p-cumarico y acido vanilico [3, 6, 12, 13, 40].
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Los compuestos fendlicos son fuertes inhibidores de las enzimas celuloliticas y
de las células de levadura, afectando de manera negativa a la hidrélisis y
fermentacion [14, 20]. El efecto téxico de los componentes en especifico varia
mucho y puede estar relacionado con grupos funcionales especificos [20, 37,
38], pero en general son mas toxicos que los furanos y acidos débiles, aunque
estén en menor concentracion [20]. Los fendlicos con menor peso molecular
son mas letales para los microorganismos de fermentacion que los compuestos
de mayor peso molecular [12, 40]. Pequenas concentraciones, de incluso solo
0,1g/L es altamente letal para los microbios [40,41], mientras que con 0,5g/L
se ha observado que inhibe la produccion de ABE un 30% [9]. La alta toxicidad
esta relacionada con su bajo peso molecular, que les permite atravesar las
membranas celulares [20, 37, 40, 41], danando su capacidad de servir como
barreras selectivas y matrices enzimaticas que afectan el crecimiento celular y
la asimilacion del azlicar. También pueden provocar la descomposicion de ADN
y la inhibicion de la sintesis de proteinas y ARN [20].

Acidos débiles

Ademas del grupo de inhibidores que son producidos durante el
pretratamiento, hay otro grupo, que son los inherentes, es decir, aquellos que
estan en la biomasa lignocelul6sica. Dentro de este Gltimo se puede clasificar
a los acidos débiles o alifaticos [20]. Ejemplos de estos acidos son el acido
acético, formico, levulinico y butirico. El acido acético se forma principalmente
a partir de la hidrdlisis de grupos acetilo de hemicelulosa [12, 38], mientras
que el acido formico es un producto de degradacion de furfural y HMF, y el acido
levulinico se forma por degradacion de HMF [6, 20, 37]. El contenido presente
de estos acidos varia en funcion de la materia prima de la que provienen y del
pretratamiento [37].

El efecto que causan los acidos débiles depende del pH que haya [39], pero en
general, se sabe que son menos graves en comparacion que los furanos y
fenolicos [12, 40]. La forma no disociada de los acidos débiles entra en la
célula a través de la membrana celular y se disocia en el citosol por su pH
neutro. Concentraciones muy altas de acido lleva a una disminucion en el pH
intracelular, lo que provoca la acidificacion del citoplasma y la muerte celular
[37, 39, 40]. El aumento de la acidez puede provocar danos en el ADN y el ARN
y reducir la actividad biologica y enzimatica, como ocurre con las enzimas de la
glucolisis [6, 20]. En cuanto al acido butirico y el acético, la cantidad excedente
de ambos provoca el fallo en el paso de la fase acidogénica a solventogénica
[14, 34]. El crecimiento de las células en un medio sin control de pH causa la
inhibicion de solventes, el llamado “acid crash”. Si hay mas butirico, sera toxico
y hara que la fermentacion acabe de forma prematura [14].
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Es destacable decir que del mismo modo que con otros inhibidores, se ha
demostrado que los acidos débiles a bajas concentraciones, con un valor de
pH alrededor de 5,5, pueden aumentar la produccion de solvente (etanol con
S. cerevisae) y previene la degeneracion del cultivo [12, 20, 37, 40].

A parte de los 3 grupos principales de inhibidores que se han comentado, hay
otros componentes que causan efectos similares, por ejemplo componentes
inorganicos como los iones, originados en el pretratamiento, de los productos
quimicos anadidos [37] o como los iones de metal pesado (hierro, cromo,
niquel y cobre), que previenen de la corrosion del equipamiento de hidrdlisis,
pudiendo inhibir el crecimiento de los microorganismos [14]. En pequenas
cantidades puede mejorar la produccion de solvente [37]. Otro ejemplo es el
propio solvente, como etanol [20] o butanol, haciendo que el total de solventes
no pueda superar cierta cantidad (20g/L en el butanol [14]) porque mostraria
un fuerte efecto inhibidor en la viabilidad, crecimiento, rendimiento y transporte
de azucares [14, 20, 34].

Como se ha dicho anteriormente, es esencial eliminar estos inhibidores del
hidrolizado lignocelulésico para poder obtener buenos rendimientos de
solvente durante la etapa de fermentacion [41]. El enfoque mas importante
gue se ha desarrollado para tratar de realizar esta funcion es hacer una etapa
de detoxificacion antes de la fermentacion [11,38]. Los diferentes tipos de
detoxificacion se agrupan en 3 categorias [6, 11, 14, 20, 38, 40, 41]: Métodos
fisicos (Evaporacion, desorcion de vapor, extraccion con solventes), métodos
guimicos (Neutralizacion, calcium hydroxide overliming, carbon activo, resinas
de intercambio idnico) y métodos bioldgicos (Enzimas-lacasas, microbios). Hay
otros estudios que anaden otra categoria mas, los métodos integrados
(detoxificacion in situ por microbios, fermentacion incorporada).

Una de las ventajas que presenta la detoxificacion es que es un método
selectivo y se dirige principalmente a eliminar inhibidores en lugar de azucares
[20], pero antes de llevarlo a cabo, se tiene que tener en cuenta la composicion
del hidrolizado y la materia prima utilizada [39], ya que cada método tiene su
propia especifidad para eliminar los compuestos inhibidores derivados de la
pared celular [41]. Ademas la detoxificacion es un proceso caro, por lo que es
necesario saber esas caracteristicas para poder seleccionar uno eficiente y
barato [39]. En la Tabla 5 se puede ver un resumen de varios métodos con sus
ventajas y desventajas:

Métodos fisicos

Normalmente este tipo de detoxificacion consiste en el uso de la técnica de
evaporacion al vacio para asi eliminar las sustancias toxicas volatiles, como el
acido acético y el furfural [12]. El furfural suele ser eliminado en casi su
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totalidad mediante este método, pero los compuestos no volatiles se
acumularian y permanecen en el hidrolizado [12,41].

Otros métodos que se incluyen en los fisicos son stream stripping o destilacion
al vapor, que consiste en pasar vapor seco a través de los hidrolizados de
lignocelulosa, haciendo que se inhiban compuestos como el furfural y los
acidos débiles [41]. La extraccion de solvente se realiza para eliminar
compuestos de hidrolizados en algln solvente liquido inmiscible, pero debido
a la pérdida considerable de azlcares fermentables, se realizé una separacion
de fases modificado, con dos fases, usando polimeros con sal para su
eliminacion [41]. Otro ejemplo es la separacion asistida por membrana,
dejando a un lado los inhibidores al tener las membranas poros muy pequenos
de tamano uniforme. [41]

Métodos quimicos

En general, la detoxificacion quimica utiliza un ajuste del pH para hacer que
precipiten los inhibidores y se separen posteriormente por métodos como
filtracion o adsorcion [12]. En funcion de los materiales utilizados para la
separacion, existen distintos métodos que usan varios quimicos alcalinos, los
cuales presentan una afinidad especifica hacia ciertos inhibidores, u otros
materiales como carboén activo o resinas intercambiadoras de iones [12,41].

Neutralizacion: Como el hidrolizado de lignocelulosa es altamente acido, se
utilizan quimicos alcalinos como el hidréxido de sodio para alcanzar pH de 5,5-
6,0, para asi precipitar los inhibidores y puedan ser separados por filtracion.
[41]

Método de
detoxificacion y Ventajas Desventajas Referencias
condiciones
Elimina t6xicos volatiles, como el
Lo acido acético, furfural y vainillina. Se acumulan las
Evaporacion . . . ... 12,41
aporacio Puede incrementar la cantidad de sustancias no volatiles [ ]
azlcar
Eliminacion de los compuestos
organicos de aguas residuales.
Stream Stripping Elimina furfural, acidos débiles y [41]
alin mas efectivo en fenoles
volatiles
Separacion de Reduccion del arrastre de la fase
inhibidores basada | orgéanica en la acuosa. Concentra Alto coste y consumo de
en tamices compuestos no volatiles y elimina | energia. Requiere de una [41, 43]
moleculares y de toxicos volatiles. Elimina entre etapa de filtracion.
membrana 92-100% inhibidores
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Efecto en la composicion
Extraccion liquido- Proceso efectivo para la quimica del hidrolizado,
liquido o extraccion extraccion de componentes centrifugacion necesaria [17, 41, 43]
de solvente inhibidores para separacion de fase.
Baja selectividad
Efectivo, simple de operar, alto -
. P P Alto coste, pérdidas de
rendimiento de solvente y alta aziicares fermentables
Resinas de productividad. Aumento (~26%). Necesidad de [11, 12, 13,
intercambio i6nico | fermentabilidad del sustrato. Alta o . 38, 39, 41]
L compuestos basicos para
eliminacion de los grupos trabaiar a bH 10
principales de inhibidores. J P ’
Gran capacidad de sorcion, facil
de usar y rentable Pérdida del 10% en
. . econdmicamente. Pocas pérdidas | granulos por cada ciclo. [13, 39, 41,
Carbdn activo P P e
de azucar. No varia con el pH del Solo elimina inhibidores 43]
hidrolizado. Mejora de la en especifico
fermentabilidad.
Opcién mas econémica, mejora
. capacidad de fermentacion, Pérdidas de azlcar,
Overliming capack - o [39, 41, 43]
eliminacion compuestos volatiles, viabilidad a gran escala
filtracion de precipitados
Simplicidad, condiciones méas
suaves, evita el uso de productos L
P . Etapa inicial de lag,
quimicos, alta efectividad, . L
- incubacion larga, alto
altamente especifico en el coste de enzimas. tiemoo
Método bioldgico, | sustrato, respetuoso con el medio o P [13, 14, 20,
. . . de reaccion lento,
enzimas ambiente, menos residuos, . 39, 40, 41]
L L especificidad, lo que lo
detoxificacion mas rapida, .
S . hacen poco atractivo
eliminacion de derivados de . L
- L para biorefinerias
lignina con poca pérdida de
azlcar
Reduce la contaminacion
ambiental, requiere menos Detoxificacion mas lenta
. P energia, condiciones medias de ue las enzimas, periodo
Método biologico, g . g ] L ‘p
. . temperatura y presiony el de incubacion mas largo [13, 40]
microbios . . o J
proceso de bioconversion es y pérdida de azucares
altamente especifico en el fermentables
sustrato
P! Gran consumo de
Detoxificacion -
microbiana in situ Eficiente azucares fermentables [40]
(hasta 36%)
Solvente organico,
Particionamiento Efectivo para separar elementos e g
ez s L factibilidad a escala [43]
bifasico inhibidores )
piloto

Tabla 5. Ventajas y desventajas de diferentes métodos de detoxificacion

Overliming con hidroxido de calcio: Es uno de los métodos mas comunes para
la detoxificacion. Se agrega hidroxido de calcio al hidrolizado a temperatura
ambiente para alcanzar valores de 11 de pH. Mas tarde, tras 30 minutos, se
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filtra y se ajusta a un pH de 6,0 mediante acido sulflrico, filtrandose de nuevo.
Como resultado, compuestos como furfural, HMF y fendlicos son eliminados
parcialmente, junto con la pérdida de un 10% del azlcar por adsorcion [39,
41].

Carbon activo: Es un método viable econémicamente, en el que el carbon activo
se utiliza para adsorber, teniendo una capacidad especifica para eliminar
fenoles, furfural y 5-HMF [41]. Presenta unas minimas pérdidas de azlcar,
ademas se sabe que un ajuste de pH antes de empezar y trabajar a una
temperatura alta mejora mucho su eficiencia en eliminar los inhibidores [12].

Resinas de intercambio ionico: Estas resinas son mas eficientes para eliminar
los 4 grupos principales de inhibidores sin grandes pérdidas de azlcar que con
el carbon activo [41]. Este método elimina en concreto de una manera eficiente
los fenoles y el acido acético mediante adsorcion de estos cambiando el
equilibrio idnico con la introduccion de estas resinas, que pueden ser anionicas,
catidonicas o hidrofébicas [12]. Las resinas de intercambio aniénico funcionan
mejor cuando el hidrolizado es ajustado a un pH de 10, lo que necesita gran
cantidad de productos quimicos basicos [13]. Hay veces que varios métodos
de detoxificacion se combinan para obtener una mejor ratio de eliminacion,
como una primera modificacion con overliming para después utilizar una
resina, resultando una gran mejora en la produccion ABE [12].

Métodos biolégicos

Los métodos biolégicos consisten en el uso de microorganismos y enzimas que
actlan en componentes especificos toxicos que estan en el hidrolizado,
cambiando su estructura o su composicion, convirtiéndolos en componentes
menos toxicos [13]. Ademas, es una alternativa respetuosa con el medio
ambiente, reduciendo la contaminacion que otros métodos pueden generar
[13,41].

Enzimas: Este tipo de detoxificacion es considerado como una via prometedora
dentro de la biotecnologia, verde y sostenible, para la detoxificacion de
lignocelulosa [13,41]. Consiste en la utilizacion de enzimas que implica la
polimerizacion oxidativa de compuestos fendlicos de bajo peso molecular
[13,41]. Las lacasas y peroxidasas muestran caracteristicas positivas para la
polimerizacion de los fenoles derivados de la lignina y por tanto eliminar estos
sin afectar a los niveles de azlcar. Los hongos de la pudricion blanca como
Cythus bulleri, Trametes versicolor son productores de lacasas [40,41]. La
detoxificacion puede ser realizada mas rapido que mediante microbios, por
ejemplo, y puede ser realizada a condiciones medias de temperaturay pH [13].

Ademas de estas 3 grandes estrategias para hacer frente a los inhibidores, hay
otros métodos distintos:
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Seleccion de materias primas que tengan una naturaleza menos recalcitrante,
ya que de esta manera permite hacer pretratamientos a condiciones medias,
reduciendo las concentraciones de furaldehidos y fenoles. También se puede
aplicar ingenieria genética para obtener materias primas con esas
caracteristicas [6,20,39].

La modificacién de microorganismos para tener una alta resistencia frente a
inhibidores es muy recurrente y utilizada [20, 39, 40, 41], pero hay que tener
en cuenta también la alta especificidad de estos microorganismos [20]. Hay
cepas que pueden ser modificadas genéticamente mediante ingenieria,
sobreexpresando genes que codifican y contribuyen al suministro de enzimas y
ganar resistencia frente a inhibidores [13, 20, 40], produciendo de esta
manera microorganismos que requieren poca o ninguna detoxificacion [13]. Un
ejemplo es S.cerevisae, modificada para producir lacasas, permitiendo de esta
manera hacer en una etapa de manera simultanea la detoxificacion y la
fermentacion de etanol, eliminando la etapa extra. (SSF o fed-batch) [13].
También es posible realizar pretratamientos con estos microorganismos,
siendo ésta una estrategia indirecta de detoxificacion mediante la eliminacion
de la lignina, mejorando tanto la fermentacion como la hidrdlisis enzimatica
[20, 40]. Es una estrategia que se tiene menos en cuenta, pero la mejora de
las enzimas para la etapa de hidrdlisis y producir menos inhibidores, es otra
opcion interesante [39].

Por dltimo, también se pueden hacer cambios en las estrategias de
fermentacion para minimizar los efectos de los inhibidores en los
microorganismos fermentadores, como por ejemplo en el etanol, que, usando
una alta densidad celular, podra soportar mejor el estrés de los inhibidores,
obteniendo una mayor productividad [40].

Existen varios estudios en los que se comparan los rendimientos y resultados
obtenidos por varios métodos de detoxificacion, en cuanto a eliminacién de
inhibidores, consumo de azucares o rendimientos de solvente [38, 39, 42]. En
ellos se puede comprobar que el método de resinas de intercambio idnico, en
especial el anidonico con un pH de 10, muestra unos buenos resultados, siendo
en Sarvari Horvath et al. (2004) [38] el mejor de entre las 6 resinas
comparadas, en Guo et al. (2013) [42], es el que mejores resultados tiene en
eliminacion de inhibidores tras el método de carbdén activo, mientras que por
altimo, en Larsson et al. (1999) [39], en comparacion con otros 11 métodos, el
anionico con pH 10 obtiene el mejor rendimiento y productividad de etanol, el
mayor rendimiento de biomasa, mejor media de eliminacién de inhibidores,
incluyendo eliminacion de inhibidores como el acido levulinico que solo lo
eliminaba él, mientras que también era el que mas azlcar consumia, como se
puede comprobar en la Tabla 6.
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No Detoxification method Y EtOH (g/g) Q6h(g/L/h) Yx(g/g)
1 Reference fermentation 0.45 + 0.004 1.46 + 0.021 0.090 + 0.001
2 None' 0.32 + 0.004 0.04 £ 0.015 0.010 £ 0.001
3  pH 10 (sodium hydroxide) 0.42 +0.005 0.46 = 0.019 0.015 + 0.001
4 pH 10 (calcium hydroxide) 0.44 +0.007 1.21 + 0.065
5 pHS5.5,0.1% sulfite 0.34 + 0.006 0.09 £ 0.035 0.020 + 0.001
6  pH 10, 0.1% sulfite 042+0.004 045%0.015  0.030 £ 0.001
7  pH5.5, 1% sulfite 0.42 + 0.005 0.45 +0.017 0.020 £ 0.001
8 pH 10, 1% sulfite 0.43 = 0.004 0.47 £ 0.016 0.040 + 0.002
9  Evaporation of 10% 0.34£0.006  0.06£0.017  0.015%0.001
10 Evaporation of 90% 0.42 +0.010 0.33 £ 0.026 0.030 £ 0.002
11 pH 5.5, anion exchange 0.45 + 0.008 0.66 £ 0.052  0.060 £ 0.010
12 pH 10, anion exchange 0.49 + 0.010 1.42 + 0.040 0.080 + 0.005
13 Laccase 0.47 £ 0.004 0.68 + 0.007 0.055 + 0.003
14 Laccase control 0.32 + 0.006 0.05£0.032  0.012 £0.001
15 T. reesei 0.43 + 0.005 0.55 £ 0.070 0.055 + 0.005
16 I reesei control 0.42 + 0.006 0.17 £ 0.035 0.030 £ 0.003

Tabla 6. Rendimiento, productividad de etanol y rendimiento de biomasa para diferentes
métodos de detoxificacion. [39]

Sabiendo mediante estos estudios la gran efectividad que muestra en
solventes como el etanol, éste es el método elegido para realizar la
detoxificacion en nuestro trabajo.

1.4.1.4 Fermentacion

Los azlcares obtenidos durante el proceso de hidrélisis pueden ser convertidos
en diferentes productos de valor anadido mediante fermentacion usando
microorganismos [6]. El medio de la fermentacidon que contiene los sustratos y
nutrientes se preparan bajo condiciones estériles [34]. Este medio, para la
fermentacion ABE, es inoculado con una cepa adecuada productora de butanol,
(normalmente cepas clostridia) seguido de una incubaciéon a 35°C, durando la
fermentacion entre 36 y 72 horas [34]. Sus principales componentes
producidos son los solventes (acetona, etanol y butanol) [2], junto con otros
subproductos como acidos organicos (acido butirico y acético) y gases (H2 y
CO2) [2, 14]. Los solventes suelen obtenerse en un ratio de 3:6:1
respectivamente, siendo la concentracion del butanol en torno a un 3% [3].

La fermentacion ABE es uno de los bioprocesos mas conocidos y cuenta con
mas de un siglo de historia. Se usé industrialmente para la produccion de
butanol ampliamente y se convirtid en el segundo proceso de fermentacion
industrial mas grande después del etanol al usar levadura como organismo de
fermentacion [3].

Louis Pasteur, en 1861, fue el primero en obtener butanol a partir de este
proceso biolégico [14,44]. Descubrié y aisld6 por primera vez una cepa
productora de acido butirico, observando mas tarde que junto a éste, se
produjo butanol [14]. Se realizaron mas descubrimientos en el siglo XX, como
la produccion de acetona, de butanol en 1911 por Fernbach, hasta que
Weizman, entre 1912 y 1914 descubrié los primeros Clostridium
acetobutilycum, que permitid la industrializacion de este proceso durante la
década de los 40 y 50 [14,44].
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Microorganismos

La seleccion de la cepa o microorganismo es crucial para la produccion de ABE,
ya que determina el rendimiento de la fermentacion e influye en los métodos
para el pretratamiento / hidrdlisis de la materia prima y la recuperacion del
disolvente. Muchas cepas capaces de llevar a cabo la fermentacion ABE se
reconocen actualmente y se pueden clasificar principalmente como cepas de
género Clostridium (por ejemplo, Clostridium Acetobutylicum (C.
Acetobutylicum), C. beijerinckii) y cepas no Clostridium (por ejemplo,
Escherichia coli, Lactobacillus brevis, Pseudomonas putida, Lactobacillus
buchneri, Saccharomyces cerevisiae) [11].

Son bacterias anaerobias obligatorias, formadoras de esporas, grampositivas y
con forma de varilla, presentando un ciclo de vida complejo [12,17]. Debido a
algunos genes especiales y varias enzimas producidas en Clostridia, se usan
principalmente como bacterias productoras de solventes en la fermentacion
ABE [12], ademas estas bacterias son capaces de producir acidos grasos
volatiles como el acido acético y el acido butirico en condiciones apropiadas de
operacion como productos secundarios de la mencionada fermentacion ABE
[3,17]. La produccion de acido ocurre durante la fase vegetativa de las células
y la asimilacion de acidos a los solventes ocurre durante el inicio de la
esporulacién, siendo explicado detalladamente mas adelante [17]. Ademas de
las caracteristicas comunes que clasifican a estas especies como
pertenecientes al género Clostridium, comparten la capacidad de crecer a
temperaturas refrigeradas (<4°C) y se consideran psicroéfilos psicrotolerantes
[45].

Probablemente debido a la diversidad de los ambientes que habitan (por
ejemplo, suelo, sedimentos acuosos, rumen e intestinos), estos
microorganismos han evolucionado y desarrollado [46] junto con las vias
catabodlicas y anabdlicas especificas que presentan, una diversidad de sustrato
excepcional y son capaces de usar una gran variedad de materiales, incluidos
carbohidratos simples y complejos, como glucosa, sacarosa y celulosa,
azUcares de pentosas y hexosas, lignocelulosas y gases de sintesis como
fuente de carbono (CO, CO2/H2) [3, 11, 12, 46, 47]. Ultimamente se han
probado nuevos materiales como materia prima, como las algas, patatas [31].
La mayoria de las especies producen butanol como producto principal, pero
puede producir una gran variedad de productos en cantidades significativas,
como 1,3-propanodiol e isopropanol [12, 47]. Una diversidad de sustrato y
producto tan excepcional hace que los clostridios solventogénicos sean
atractivos para aplicaciones de biorrefineria [47].

El rendimiento de la fermentacion ABE utilizando cepas de Clostridium de tipo
salvaje esta altamente limitado por la tolerancia débil a los solventes, el
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crecimiento lento y la baja densidad celular durante la fase solventogénica del
crecimiento de Clostridium [11].

En comparacion con las cepas de género Clostridium, las cepas que no son de
Clostridium pueden reducir o eliminar los principales subproductos de la
acetona y el etanol de la biologia sintética [11]. Aunque el progreso en la ruta
del butanol en cepas que no son de Clostridium es interesante, las
concentraciones de butanol para las cepas que no son de Clostridium son
mucho mas bajas que las de las cepas de género Clostridium, razdn por la cual,
no suelen ser seleccionadas para los procesos [11], tal y como ocurre en este
trabajo.

Tipos de Clostridia:

Entre la gran variedad de cepas de género Clostridium, C. acetobutylicum, C.
beijerinckii, C. saccharoperbutylacetonicum y C. saccharobutylicum pueden
producir solventes con rendimientos relativamente altos durante la
fermentacion en condiciones apropiadas, siendo éstas las cepas mas utilizadas
para la produccion de butanol [3, 11, 17, 31, 47]. Algunas otras especies de
Clostridium, por ejemplo, C. pasteurianum, C. tyrobutyricum, C. cellulolyticum,
C. thermocellum, C. aurantibutyricum, C. pasteurianum, C. sporogenes, C.
cadaveris y C. tetanomorphu, también han despertado interés por sus
especificidades de sustrato o producto, mostrando también una produccién
significativa de butanol [3, 47].

La seleccion de las cepas bacterianas para la produccion de butanol depende
de los siguientes factores, (1) tipo de sustrato seleccionado, (2) requerimiento
de nutrientes, (3) tolerancia al butanol, (4) rendimiento y concentracion
dirigidos, (5) resistencia al bacteriéfago y antibiético [3].

Tradicionalmente, la cepa C. Acetobutylicum es la que se ha utilizado para la
fermentacion ABE por ser la mas investigada durante el siglo XX, comenzando
su andadura en 1914, cuando Wiezmann aisldo la cepa Clostridium
acetobutylicum para producir la acetona-butanol-etanol [3]. Se trata de una
bacteria estrictamente anaerobia, del grupo de las gram-positivas, con un
tamano entre 1 y 1,5 um, flageladas y que forman esporas [48]. C.
acetobutylicum tiene una alta actividad de amilasa y, por lo tanto, utiliza
materiales con almidon, como el maiz y la yuca. Sin embargo, debido al fuerte
efecto CCR (represion del catabolito de carbono), C. acetobutylicum es menos
eficiente en el uso de fuentes de carbono complejas, por ejemplo, hidrolizados
lignoceluldsicos [47]. Las cepas de C. acetobutylicum de tipo natural no son
Optimas para la produccion de butanol debido al ciclo de vida indeseable de
formacion de esporas y la tolerancia limitada a la toxicidad del solvente, lo que
lleva a una baja concentracion de butanol (<12 g / L), productividad (<0.3 g /
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L h), y rendimiento (<0.25 g / g). En consecuencia, la produccion de butanol
por fermentacion ABE convencional tiene un alto coste de produccion [48].

v g ls |

Figura 22. Microfotografia electrénica de C. acetobutylicum

C. acetobutylicum fue la principal especie empleada en la fermentacion
industrial de ABE hasta que se desarroll6 una taxonomia mas detallada y
algunas cepas de C. acetobutylicum se reclasificaron como C. beijerinckii segin
el tipo de producto [12].

C. beijerincki tiene la mejor tolerancia para la presencia de compuestos
inhibidores en el medio de fermentacion (furfural y furfural 5-hidroximetilico
principalmente) y para cambios de pH, mientras que su productividad de
butanol puede no ser la mas alta entre las cuatro cepas principales
mencionadas anteriormente [31]. Tanto C. beijerinckii como C. acetobutylicum
poseen genes que codifican proteinas que facilitan el transporte y el
metabolismo de la xilosa. La distribucion de estos genes de utilizacion de xilosa
varia segun la especie. El sistema de utilizacion de xilosa esta presente como
un gran grupo de genes en C. beijerinckii, mientras que se distribuyen en varias
ubicaciones del genoma en C. acetobutylicum [31]. Las cepas de C. beijerinckii
pueden producir butanol a partir de glucosa, xilosa o hidrolizados
lignoceluldsicos con altos rendimientos: 0,39 g/ g, 029¢g /g, y0.278/ 8,
respectivamente [49], mostrando por tanto que la preferencia de azicar de
esta cepa es glucosa, seguida de xilosa y arabinosa [9]. C. beijerinckii no
muestra un gran efecto CCR al fermentar azldcares mixtos. Esto junto con sus
tolerancias a inhibidores y cambios de pH, hacen que C. beijerinckii parezca
estar mas indicado que C. acetobutylicum para utilizar diversos hidrolizados
celulésicos [47].

C. saccharoperbutylacetonicum, siendo otra de las cepas mas utilizadas,
destaca por ser versatil con respecto a su preferencia de sustrato, y puede usar
sustratos a base de almidén y azucar, con una produccion moderada pero
constante de butanol [31].
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Ademas de estas cepas principales, hay una gran variedad de bacterias de
género Clostridium que se pueden clasificar en funcion de distintos aspectos,
como el sustrato, solventes o condiciones bajo las que se desarrolla
Optimamente. Hay microorganismos terméfilos, como  Clostridium
thermocellum o Clostridium cellulolyticum, mejor conocidos como productores
de etanol [35], microrganismos capaces de usar gases C1, como CO y COo,
como C. ljungdahlii, C. autoethanogenum y C. carboxidivorans [47], incluso un
tipo de clostridia que produce de manera principal acido butirico, como
Clostridium butyricum y Clostridium tyrobutyricum [49].

En la Tabla 7 se puede ver un resumen de los sustratos utilizados por varias
especies de Clostridia junto con sus productos de fermentacion.

Tabla 7. Resumen de clostridias solventogénicas con sus sustratos, productos, pH de

Species / strain Substrates Products pH Temp. (°C)
C. acetobutylicum Glucose, xylose, arabinose,
P262 cellobiose, mannose,
galactose Acetone, butanol,
Starch ethanol, acetate, butyrate, 5.5-6.5 35+1
ATCC 824 Lactose H,, CO,
Sucrose, fructose, lactose,
maltose, cellobiose
C. carboxidivorans Syngas (Hz, CO, COs) Acetate, ethanol, 5 06-16,0 N
H,. CO butyrate, butanol 5 7_“5 8
C. Glucose, starch, maltose Acetone, butanol, 6.2
saccharoperbutylacetonicum  Molasses, starch ethanol, acetate, butyrate, 6-59 30
N1-4 Hs, CO, e
C. saccharoburylicum Glucose, xylose, arabinose, Acetone, butanol,
2 cellobiose, mannose, ethanol, acetate, butyrate, 5.5-6.5 35
galactose H,, CO,
C. butylicum Glucose, xylose, arabinose,  Acetone, butanol,
NRRL 592 cellobiose, mannose, ethanol, acetate, butyrate, 5.5 -6.5 35
galactose H,, CO,
C. beijerinckii Glucose, xylose, arabinose,
BA101 cellobiose, mannose, 55-65 35
S Acctone, butanol, gy
Sucrose, fructose 'l': “‘3‘())‘ acetats, butyrate, 6.8 35
NCIMB 8052 Maltodextrin i 6.5 33-35
Glucitol (sorbitol), N/A 17
mannitol
C. aurantibutyricum Glucose, , xylan, starch, ot Tt
ATCC 17777 pectin, arabinose, xylose, ﬁ:;'r':;’:nm"i':l::m 55-68 37
galactose, mannose butyrate
NCIB 10659 Glucose N 6.8 35
C. pasteurianum Butanol, ethanol, 50-7.0 37
DSM 525 Glycerol 1,3-propanediol, acetate, 4.5-735 35
butyrate, lactate 7.0 35

fermentacion y temperatura [12].

Fases de la fermentacion con clostridia

El proceso de fermentacion tipico de los clostridios solventogénicos se pueden
dividir en dos etapas: Acidogénesis y solventogénesis.

- Acidogénesis: Durante la primera fase, se metabolizan los azlicares y se
genera masa celular. Los principales productos que se originan de la
fermentacion de carbohidratos, como la xilosa, son los acidos (acetato
y butirato), y el diéxido de carbono y el hidrogeno como gases [49].
También es destacable la formacion de ATP (Adenosine triphosphate),

58



@ Jaime Aguado Garcia
Grado en Tecnologias Industriales

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

gue es esencial para el crecimiento celular como suministro de energia
[47]. Duracion de la etapa entre 12 y 18 horas.

- Solventogénesis: Durante esta etapa, los azlicares cambian de sentido
por asi decirlo, asimilandose los acidos anteriormente producidos, y
corrigiendo esa bajada de pH provocada en la anterior etapa. La
transduccion de senales juega un papel clave en el inicio de la
solventogénesis. El acetato, el butirato y el pH bajo son las senales
extracelulares y los acil fosfatos son las senales intracelulares para el
cambio hacia la formacion de solventes [17]. Una vez realizados estos
pasos, en esta fase se produce la formacion de los solventes (acetona,
butanol y etanol) [17, 47]. Sin embargo, algunas cepas pueden perder
la capacidad de reabsorber estos &acidos; es decir, migrar de la
acidogénesis a la solventogénesis, lo que resulta en la obtencion de un
titulo de solvente muy bajo, por lo que los acidos organicos se acumulan
[49]. La influencia de varios factores, como las condiciones del cultivo,
afectan a la concentracion, rendimiento, selectividad y productividad del
butanol [50]:

o pH medio del cultivo.

Concentracion de acidos en el cultivo.

Composicion general y métodos de cultivo.

Temperatura del medio.

Nivel de nutrientes.

o O O O

2NADH, 2ATP

Glucose %> 2 Pyruvate
Oxidized ferredoxin < Hydrogenase |
2CoA P = >
% > 2NADH H2
Sl 11 2naD
2CO, « > Reduced ferredoxin ——
| Acetate kinase (ack)
2p _2CoA =
2 Acetaldehyde . 2 Acetyl-CoA === 2 Acetyl-P — 2 Acetate
2NAD(P)H . ] 2ATP
» Phosphotrans-acetylase (pta)
” 2CoA  2NAD(PH e ————
2 Ethanol e \ —
Thiciase (th/) CoA | CoA-ransferase (ctiAB)
! " _CO,
Acetoacetyl-CoA » Acetoacetate » Acetone
| 3-OH-butyryi-CoA dehydrogenase (hbd) o NADH Acetoacetate
¢ o decarboxylase (adc)
B-hydroxybutyryl-CoA CoAl™ Condtransierase (ctiAB) |
Crotonase (crt) > H,0
Crotonyl-CoA
Butanol dehydro- | - NADH
genase (bdhAB) Butyryl-CoA dehydrogenase (bed) | | & ATP
! J y P CoA A
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Butanol 4 Con
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dehydrogenase (adhE)

Figura 23. Ruta metabdlica para la fermentacion ABE empleada por C. Acetobutylicum.

[11]

La composicion del caldo es muy importante en esta etapa, pero su
composicion varia mucho dependiendo de factores como el tipo de
pretratamiento, sustrato y bacteria utilizado, y como se ha senalado
anteriormente, tiempo de fermentacion y condiciones del cultivo. [31] Anadido
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a esto, existen una serie de limitaciones que pueden llegar a determinar la
rentabilidad del proceso [12,31]:

- Para concentraciones mayores a 20g/L de butanol en el caldo, el
proceso sufre inhibicién por producto.

- Lavelocidad volumétrica es baja, de 0,5g/(L-h) aproximadamente.

- El rendimiento de producciéon de butanol también es bajo, en torno a
0,30 g de butanol por cada gramo de sustrato.

La composicion de los caldos varia en funcion de la bacteria seleccionada para
llevar a cabo la fermentacion. Tradicionalmente, con C.acetobutylicum, la
proporcion de solventes es de 3:6:1, siendo acetona, butanol y etanol
respectivamente. A pesar esta variacion, los caldos tienen unas caracteristicas
comunes:

- Elagua, con alrededor del 90%, es el componente principal de los caldos
de fermentacion. [14]

- La concentracion de solventes no suele superar los 20g/L. [14, 34]

- Laconcentracion de butanol suele ser de 10g/L, salvo si la bacteria esta
modificada y sea mas resistente a la inhibicion por producto. [10]

En la Figura 24 se puede comprobar como varia la obtencién de los solventes
deseados con el tiempo de fermentacion:

© CARBOHYDRATE
& ACETONE
x BUTANOL

70 = 14
] O ETHANOL [

60

@
o
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CARBOHYDRATE (DEX EQV G/L)
SOLVENTS (G/L)

o

0
10 20 60 70

30 40
TIME (HOURS)

Figura 24. Variacion en la concentracion de las especies en funcion del tiempo de
fermentacion. [51]

Mejoras producidas mediante ingenieria o co-cultivos

El rendimiento de la fermentacion ABE utilizando cepas de Clostridium de tipo
salvaje esta severamente limitado por la tolerancia débil a los solventes, el
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crecimiento lento y la baja densidad celular durante la fase solventogénica del
crecimiento de Clostridium, por esa razén, se han probado distintos caminos
para poder mejorar la produccion de butanol mediante este tipo de
fermentacion [11]:

Ingenieria genética, sobreexpresando o eliminando genes asociados con la
formacién de subproductos, mejorando la produccion de solventes [14] o
eliminando la produccion de alguno, como la acetona; mejora mediante
mutacion o la propia ingenieria de cepas, para mejorar la tolerancia microbiana
al butanol, y de esta manera mejorar la produccion y rendimiento del butanol.
Un ejemplo es el mutante C. beijerinckii BA101 de C. beijerinckii NCIMB 8052
[12, 17, 50]; mutagénesis aleatoria y combinacion gendémica, métodos
basados en la evolucién natural [50]; uso de distintas rutas de fermentacion,
en lugar de la tipica de pretratamiento-hidrélisis (PHF), se desarrolla la CBP, en
la que toda la ruta se junta en una Unica etapa, siendo los microorganismos
fundamentales para su desarrollo [50]; las condiciones de cultivo también son
un factor muy importante de los que depende el rendimiento de la produccion
de biobutanol [50]; el co-cultivo es otro método eficaz y rentable, en el que se
utilizan dos microorganismos para poder fermentar el maximo posible de los
componentes, ya que algunos tienen preferencia por tipos de azlicares simples
en concreto [3, 46, 50], y por ultimo, la produccion de alcoholes en huéspedes
clostridiales no nativos, disenando e implementando nuevas rutas metabdlicas
para ello [46].

Métodos de fermentacion

El rendimiento de una fermentacion ABE depende también del modo de
operacion elegido para llevarlo a cabo. A continuacion, se describen varios, y
un pequeno resumen de ellos puede observarse en la Figura 25:

Cellulase A Enrymatic 'Y ABE ' Ex-situ recovery
production 7 hydrolysis ¥ fermentation SHF
Cellulase ' Enzymatic ABE fermentation + i-situ recovery
production hydrobysis S H F R
Lignocellutosic ' Pretreatment ' Cellulase Enzymatic hydrolysis + ABE ' Ex-sity recovery
biomass production fermentation SSF
Cellulase Enzymatic hydrolysis + ABE fermentation + in-situ
production recovery SSFR
Ceflulase production = enzymatic hydrodysis » ABE fermentation + in-situ
recovery cBp

Figura 25. Distintos métodos de realizacion de hidrdlisis y fermentacion en biomasa
lignocelulésica. [14]
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Cultivo en batch

Es el sistema en el cual no hay interaccion entre el sistemay el entorno durante
los experimentos [44]. En este proceso, considerado como una técnica de
fermentacion discontinua, los materiales iniciales y suplementos son cargados
en el fermentador con los microorganismos uUnicamente al inicio de la
fermentacion [20, 44]. Tras ello, la fermentacion es llevada a cabo durante un
periodo de tiempo, bajo unas condiciones 6ptimas, como pH, temperatura, etc.
[20] sin anadir nada mas al fermentador, lo que hara que la concentracion de
la nutricion disminuya [44]. Una vez acabado, el contenido se sacara para
procesarlo y empezar de nuevo [20,44].

Este tipo de reactores son utilizados para la obtencién de biobutanol debido a
su simplicidad y alta eficacia [3,44], pero debido a las desventajas que
presenta, como una fase de retraso prolongada, largo tiempo de produccion,
toxicidad de los productos finales [3], baja densidad celular, o bajo rendimiento
[12], se ha tratado de buscar soluciones como la inmovilizacion y reciclaje
celular [12,31].

Fermentacion en fed-batch

Es el sistema en el que mientras se esta llevando a cabo la fermentacion,
sustratos altamente concentrados son anadidos por intervalos en una
determinada concentracion para asi impedir la inhibicion del sustrato [12, 20,
44]. Este método suele empezar con un nivel de sustratos parecido al de batch.
Mientras éste esta siendo utilizado por las células, se va anadiendo pequenas
cantidades de sustrato para reemplazar a lo ya consumido, proporcionando
una mejor productividad del reactor y concentracion del producto final [12].
Este ciclo puede repetirse cuantas veces se desee.

Comparado con el método batch presenta varias ventajas, como admitir una
mayor concentracion tanto de sustrato como de producto final [3,17],
reduccion del volumen del reactor [17], lo que implica una menor cantidad de
agua residual generada y una mejora en el proceso econémico, reduciendo
gastos [12, 17]. Sin embargo, debido a la acumulacion del solvente, que puede
llegar a causar inhibicion en las células, y a la fermentacion bifasica de ABE
[12,31], este método no suele ser utilizado para la obtencién de butanol a no
ser que haya integrado en éste un proceso de recuperacion [12, 14, 17, 31].

Fermentacion en continuo

Este método implica la adicion de sustrato en el reactor y la eliminacion de los
productos de la fermentacion de manera continua [3, 17, 20, 44]. Estas dos
operaciones se realizan a la misma velocidad [20, 44], dando como resultado
que el volumen dentro del reactor siempre permanece constante [3, 20, 44],
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reduciendo, de este modo, la fase de retraso o latencia que se asocia a los
procesos realizados con batch y fed-batch [17]. De esta manera el porcentaje
de producto final es mayor que en los otros métodos [20]. Se puede trabajar
con 1 o 2 fermentadores, pero se ha visto que no se puede trabajar mas de 2
0 3 semanas, debido a que las bacterias pierden la capacidad de producir
disolventes, proceso llamado degeneracion del disolvente. Por ello es preferible
usar 2 [3, 35]. Se ha demostrado que operar a pH constante da rendimientos
mejores que sin mantenerlo constante, siendo el valor éptimo 4,5 [3].

Presenta varias ventajas, como operar en modo continuo, manteniendo la
produccion constante [3], buena utilizacion y reducciéon del reactor [11], bajo
coste, calidad constante y productividad alta [44]. Sin embargo, tiene
desventajas, como que para tener esa productividad alta, es a costa de obtener
una menor concentracion de producto debido a la dilucion [12], no supera los
problemas de toxicidad del butanol [34], el sustrato debe ser inoculado
constantemente [44] y presenta pérdida celular durante la extraccion del
producto, pero se puede utilizar tanto el reciclaje como la inmovilizacion celular
para resolverlo [3, 11, 12, 17], dando mejores resultados para el butanol la
inmovilizacion [17].

Ademas de los métodos descritos, hay otros, como por ejemplo hidrolisis y
fermentacion separadas (SHF), que es el proceso empleado cuando se usa
biomasa lignocelulésica como materia prima para la fermentacion [12]. Este
método destaca porque la hidrolisis y la fermentacion se realizan en reactores
distintos [12, 13, 20], hecho que permite la realizacion de ambos procesos en
condiciones optimas, que suelen ser pH de 5,0 y 50°C para hidrélisis y sobre
los 35°C para fermentacion [12, 20]. Ademas, la levadura puede ser reutilizada
después de la fermentacion, sin embargo, el uso de este método implica un
alto coste de produccion debido al alto coste de los equipos y su tiempo de
procesamiento. También hay riesgo de contaminacidon microbiana y bajo
rendimiento de solvente debido al tiempo de proceso, unos 14 dias [20].

Para poder superar las limitaciones del SHF, se han desarrollado tecnologias
de conversion integradas, como SSF, SSCF y CBP. Estas tecnologias realizan en
un Unico reactor la hidrélisis y fermentacion, reduciendo los costes, tiempo de
produccion e inhibidores [20]. La sacarificacion y fermentacion simultanea
(SSF) es el proceso en el que se llevan a cabo las 2 operaciones en el mismo
reactor y al mismo tiempo, pudiéndose hacer con la adicion de celulasa para
realizar la hidrdlisis al material pretratado, y microorganismos para la
fermentacion ABE, todo ello en un mismo recipiente [12, 14]. SSF es un método
mas sencillo, ya que no es necesaria la etapa de hidrélisis y todo se realiza en
un reactor [14, 20], pero su mayor inconveniente es la temperatura a la que se
realiza, ya que la celulasa trabaja entre los 45-60°C y la fermentacién sobre los
35° [12, 14, 20], viéndose obligado a realizarlo a unos 40°C, que es la
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temperatura maxima a la que puede trabajar la clostridia, afectando por tanto
el proceso de hidrélisis y aumentando la utilizacion de la enzima [13, 14].

La recuperacion in situ es una técnica utilizada para reducir la toxicidad del
butanol, y asi poder tener mas un 2% de concentracion [14]. La introduccion
de esta técnica en SSF conforma SSCF, reduciendo las inhibiciones celulares y
mejorando la produccion ABE [14]. Mientras que, en todas las técnicas
descritas, las enzimas se obtienen del exterior o produciéndolas en una unidad
separada, en CBP (Bioprocesamiento consolidado), las enzimas y el solvente
son producidos en un reactor por un conjunto de microorganismos (Bacterias,
hongos, levaduras.) [20]. Por lo tanto, la produccion de celulasa, la hidrélisis de
celulosa y fermentacion se realizan en un solo paso, reduciendo mucho los
costes [20]. Se podria incluso anadir también la recuperacion in situ y el
pretratamiento, para hacer todo el proceso en un paso, pero esto llevaria a un
peor titulo de solvente [14].
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2. Objetivos

El objetivo principal del trabajo es el analisis de un proceso de detoxificacion,
utilizando resinas poliméricas (funcionales y no funcionales), tanto a la
corriente liquida generada en el pretratamiento acido de la materia prima
lignoceluldsica, como del hidrolizado enzimatico de la fraccion sélida resultante

Para conseguir este objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos
especificos:

e Estudio de la eficiencia de diferentes resinas en la etapa de
detoxificacion para disminuir la presencia de elementos inhibidores y
asi aumentar la eficiencia del proceso. Para ello se haran diferentes
experimentos para analizar la influencia de las principales variables del
proceso en la concentracion y selectividad del producto final.

e Analisis de la influencia del proceso de detoxificacion en la etapa de
fermentacion para la obtencion del butanol, en términos de rendimiento
y productividad.

e Realizacion de un estudio econdmico preliminar para evaluar el coste
gue supondria la introduccion de esta etapa de detoxificacion en el
proceso de produccion de butanol.
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3. Procedimiento experimental

A continuacion, se va a explicar de manera detallada los diferentes ensayos
realizados en laboratorio, los métodos analiticos utilizados para obtener los
distintos parametros del proceso y los materiales que se han utilizado en los
Mmismos.

3.1 Seleccidn de resinas de intercambio idnico para detoxificacion.
Ensayos en medio modelo

De entre todas las resinas disponibles, se han elegido las resinas de
intercambio i6nico anidnicas para ser utilizadas en especifico para este trabajo.
La razén principal por la cual se han seleccionado es porque los compuestos
fendlicos que se quieren eliminar tienen un caracter aniénico, y por tanto, las
resinas de intercambio i6nico deben tener el mismo caracter para poder
intercambiar el anién y que éste quede, retenido por la resina produciéndose
la eliminacion.

A pesar de haberlas elegido por esta razén, también puede ser que una parte
de los compuestos queden retenidos por fendmenos de adsorcion, como ocurre
con los azlcares.

3.1.1 Resinas de intercambio idnico

En este apartado se describiran las caracteristicas mas relevantes de las
resinas utilizadas en la experimentacion, pudiendo encontrarse las hojas de
caracteristicas completas en los anexos de esta memoria. Como ya se ha
comentado anteriormente, se trata de resinas de intercambio anidnicas y se
han elegido 4, que a su vez se pueden dividir en 2 grupos, dependiendo del
caracter del anion principal:

e Resinas anionicas de base fuerte: Lewatit VP OC 1074 y Lewatit MP
Monoplus 500
e Resinas anidnicas de base débil: Lewatit A 365y Lewatit S 4528

Lewatit VP OC 1074

Lewatit VP OC 1074 es una resina basica fuerte, macroporosa y de tipo | de
intercambio anidnico, formada por poliacrilamida. Tiene forma de granoy tiene
una distribucion especial del tamano del grano para poder usarse en distintos
procesos, como:

Tiene una excelente estabilidad mecanica, buena estabilidad quimica y
propiedades osmoéticas, que le hacen ser adecuado para la decolorizacion de
los jugos de la produccion de azucar, especialmente de la cana de azlcar.
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La estructura macroporosa y la equilibrada matriz de la resina facilitan la
velocidad de desarrollo de la adsorcidon y la desorcion. Sustancias adsorbidas,
como, por ejemplo, sustancias organicas anidnicas hidrofilicas de alto peso
molecular y colorante de soluciones azucaradas, pueden ser deabsorbidas
facilmente mediante regeneracion con una solucion de cloruro de sodio neutral
o alcalina. Esta resina también es altamente recomendada para usarla donde
se requiera la eliminacion completa y rapida de una concentracion alta de
sustancias organicas.

Lewatit MonoPlus MP 500

Lewatit Monolus MP500 es una resina de intercambio aniénico de tipo I,
macroporosa y basica fuerte con granos de tamano uniforme (monodisperso)
formado por un copolimero de estireno-divinilbenceno, disefado para todas las
aplicaciones de desmineralizacion.

Los granos monodispersos tienen una alta estabilidad quimica y osmoética. La
monodispersidad extremadamente alta (coeficiente de uniformidad: max 1,1)
y el muy bajo contenido de max 0,1% (<0,315mm) dan como resultado
pérdidas de presion particularmente bajas en comparacion con las resinas
estandar. Debida a su estructura macroporosa especial, la resina puede
realizar adsorcion y desorcion efectivas de sustancias organicas naturales.

Esta resina se puede usar sobre todo para la demineralizacion de agua para
generacion industrial de vapor y para distintos procesos de pulido.

Esta resina también permite trabajar con altos caudales durante la
regeneracion y carga ademas de, tener una buena eficiencia de utilizacion,
necesitar poca agua durante el lavado y permitir una buena separacion de los
componentes en las aplicaciones en lecho mixto.

Lewatit S 4528

Es una resina de intercambio aniénico, macroporosa, basica débil de grado
alimenticio basada en poliestireno. Tiene forma de grano y tiene una
distribucion especial del tamano de estos granos que le permite ser usado para
procesos como sistemas de regeneracion de corrientes estandar.

La resina S-4528 también es adecuada en su forma de base libre para la
eliminacion de acidos, asi como para la decolorizacién simultanea de
soluciones de productos organicos como azucar, gelatina, glicerina, mosto de
uva, concentrados de frutas, etc.

Su estructura macroporosa asegura una muy buena adsorcion tanto de
sustancias organicas como acidas. Estos son adsorbidos por regeneracion con
solucion de sosa caustica. En relacion a su baja basicidad, la resina puede ser
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usada en el tratamiento de productos susceptibles a los alcalis. La isomeracion
parcial resultante del contacto con la resina de intercambio i6nico, como por
ejemplo la conversion de glucosa en fructosa y manosa, es insignificante.

Lewatit A 365

Es una resina de intercambio aniénico de basicidad débil, calidad alimentaria,
tipo gel, basada en un polimero de poliacrilato. A365 ha sido disenado para
ofrecer una capacidad de operacion excepcionalmente alta, buena estabilidad
fisica y una excelente resistencia al choque osmotico mecanico.

La matriz acrilica de la resina ofrece una cinética rapida para aniones comunes,
incluyendo aniones mas grandes y voluminosos como el sulfato. Esta resina es
completamente regenerable con NaOH y otras bases débiles y el consumo
necesario para la regeneracion esta cerca del estequiométrico al ser una
verdadera resina de base débil. Esta resina esta recomendada para
aplicaciones como la desmineralizacion de agua de alta TDS, eliminacion
selectiva de sulfatos, purificacion de soluciones acuosas, incluidas
aplicaciones de decoloracion y cartuchos de un solo uso.

Esta resina es suministrada en una distribucion de tamano de particula
heterodispersa como granos esféricos en su forma libre himeda. La manera
en la que esta preparada hace que presente bajas pérdidas de presion durante
los servicios que realiza.

En la Tabla 8 se comparan las distintas caracteristicas fisicoquimicas de las 4
resinas elegidas:
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| Caracteristicas/Resina | VP | MP500 | 54528 | A365
Capac.ldad total 11 17 34
(min.eq/l)
Coeficiente de
uniformidad (max.) 18 11 16 L7
LRl 055(+/-0,05)  0,62(+/-0,09) 0,5 >0,4
(mm)
Densidad aparente
(+/- 5%, g/l) 720 640 620 730
Densidad (g/ml) 1,08 1,06 1,02 1,13
Retencion de agua 66-72 60-65 46-52 44-51
(wt. %)
| Cambio de volumen | - 22 45 16
Estabilidad (Rango 0-14 0-14 0-14
N )
Estabilidad (Rango : : 1-70
temperatura 2C)
AImacenablllflad ) ) ) )
(producto, afios)
Almacenabilidad
(Rango temperatura, -20/+40 -20/40 -20/ 40 -20 /+40

oC)
Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas de las resinas proporcionados por el fabricante

3.1.2 Medios modelo

En esta parte del trabajo, los experimentos no se haran con materia prima, sino
gue se trabajara con medios que simulan lo mas posible la composicion del
liqguido pretratado y del hidrolizado enzimatico. El objetivo que se pretende
conseguir es, de entre las 4 resinas seleccionadas para este experimento,
determinar cual o cuales de ellas tienen un mejor rendimiento para la etapa de
detoxificacion. El motivo por el que se hace con estos medios modelo es que
permite conseguir el objetivo marcado sin la necesidad de malgastar materia
prima y tiempo Unicamente en decidir cual es mejor utilizar, ademas de que
realizar el pretratamiento y la hidrélisis es mucho mas largo que simular su
composicion y hacer estos medios modelo.

La composicidon que se utiliza para estos medios ha sido obtenida de un trabajo
anterior (Plaza et.al 2017) [9] en el que se estudia los efectos de un
pretratamiento acido para la obtencion de biocombustibles, analizando las dos
corrientes liquidas, pretratado e hidrolizado enzimatico, por lo que es similar a
lo que realizamos aqui, por esa razon es elegido. Los componentes que forman
los medios son azlcares fermentables y fendlicos, que son los componentes
inhibidores de la detoxificacion. En la tabla 9 se indican las concentraciones
utilizadas en la preparacion de los medios modelo:
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Liquido pretratado
15 40
30 15
15 0
1 0,5
Ferulico (g/L agua) 1 0,5
Tabla 9. Composicion de los medios modelo.

Dentro de los componentes fendlicos, se han seleccionado los acidos cumarico
y ferdlico, ya que, de acuerdo con la bibliografia consultada, son dos los de los
compuestos mayoritarios en este tipo de material lignocelulésico, y por lo tanto
con la inclusion de estos dos componentes en la composicion del medio
modelo, se tiene una buena representacion de los fendlicos.

3.1.3 Descripcion de los ensayos realizados

Como se ha senalado en el apartado anterior, lo que se busca aqui es realizar
la detoxificacion para elegir una de las resinas, asi que se puede resumir los
ensayos realizados en la preparacion de los medios modelo y la realizacion de
la detoxificacion.

Para la preparacion de los medios modelos, se pesa cada uno de los
componentes por separado, y se llevan a un vaso de precipitados de 1L,
anadiendo agua destilada de tipo Il hasta unos 500mL. Para facilitar la
disolucion, se coloca el vaso sobre una placa calefactora provista de agitacion
magnética, y mediante un iman que se coloca en el fondo del frasco, la mezcla
se va moviendo para poder diluirse. Pueden presentar alguna dificultad para
diluirse totalmente, por lo que es recomendado realizarlo con calor. Una vez
disuelta la mezcla, se lleva a un matraz de 1L, enrasando con agua hasta el
volumen final.

Tras realizar esta preparacion, lo siguiente es la detoxificacion mediante
resinas de intercambio idnico, siendo el primer paso de este proceso, la
preparacion de las resinas ya que llevan un tiempo sin utilizarse.

Es necesario activarlas para que recuperen sus propiedades. Para ello, se
introducen 15 g de resina en un frasco de al menos 250mL, y se anade una
disolucion 1M de NaOH en cantidad suficiente y se somete a agitacion
magnética durante varias horas a 200 rpm. Este proceso se repetira para cada
una de las 4 resinas. Una vez reactivadas, se procede al lavado con agua y
posterior filtrado al vacio (mediante una bomba de vacio, un embudo y filtros
para analisis cuantitativo de 80g/m?2 de 0’185mm de espesor y de 43-48 ym
de tamano de poro), El proceso se repite al menos tres veces para asegurar un
lavado correcto de la resina. Tras haber realizado esto, las resinas estan
preparadas para su utilizacion.
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Para llevar a cabo la detoxificacion, se utilizaran 12 recipientes de tipo
penicillium flasks de 100mL. El volumen total de disoluciéon a detoxificar sera
de 50 mL, a los que se anadiran diferentes porcentajes de resina (%w/v), para
analizar la influencia de este parametro sobre la pérdida de azlcares y la
eficacia de eliminacion de los diferentes inhibidores a distintas
concentraciones.

Dentro de cada frasco habra 50mL, por lo que sabiendo que los porcentajes
qgue se van a utilizar son 1%, 2% y 3%, se tendra que echar de cada una de las
resinas 0,5, 1y 1,5 g respectivamente. Todos los ensayos se realizaran por
duplicado.

Cuando ya esté todo preparado, los frascos se taparan con un tapén de
plastico, atravesado por una jeringuilla, para permitir la salida de posibles
gases y, se introducen en un agitador orbital a 35°C de temperatura, 200 rpm
durante 24 horas, tiempo suficiente para que se alcance el equilibrio de
adsorcion/intercambio idnico.

Se tomaran muestras de los liquidos al inicio y al final de la detoxificacion (por
triplicado), para su posterior analisis.

3.2 Ensayos en medios reales

Una vez realizados los ensayos en medios modelo, han sido elegidas las resinas
gue mejor se adaptan a las necesidades que requiere la detoxificacion, por lo
tanto, ahora se trabajara con bagazo de cerveza, teniendo que obtener las
corrientes liquidas a partir de éste, realizar la detoxificacion con las resinas
seleccionadas y trabajar con los medios reales obtenidos para estudiar el
rendimiento obtenido de fermentacion y produccion de biobutanol.

3.2.1 Diagrama de bloques del proceso completo

El diagrama de bloques completo, con todos los datos de cada una de las corrientes se
puede consultar en los Anexos.
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3.2.2 Descripcion de los ensayos realizados
Los ensayos realizados con medios reales son:

- Pretratamiento acido y térmico
- Hidrélisis enzimatica

- Detoxificacion

- Inoculaciéon y fermentacion

3.2.2.1 Pretratamiento acido y térmico

Este pretratamiento es realizado para remover la lignina y alterar la estructura
lignoceluldsica, con la intencion de que se incremente el rendimiento de los
azUcares fermentables para etapas posteriores, como la hidrélisis enzimatica.

Se llevé a cabo un pretratamiento térmico, con catalizador acido a pH 1,
mediante ajuste con H2S04 1M, trabajando con una carga de sélidos (bagazo
de cerveza), del 15% MS, temperatura de 121°Cy un tiempo de reaccion de 30
minutos en autoclave. El slurry resultante se filtra mediante una malla,
obteniéndose dos corrientes: Una fraccion liquida a la que se denomina liquido
de pretratamiento y una fraccion sélida, que constituye el solido pretratado,
gue sera sometido posteriormente a hidroélisis enzimatica.

La fraccion sélida se lava con agua, se ajusta el pH hasta un valor de 5,5 con
NaOH 10M vy se filtra de nuevo, separando el sélido resultante, que se
desmenuzara y secara en una estufa para su posterior caracterizacion y
utilizacion.

3.2.2.2 Hidroélisis enzimatica

Este proceso tiene como objetivo liberar los azlcares presentes en el sélido
pretratado, contenidos principalmente en las fracciones celulésica y
hemiceluldsica de la materia prima. Para ello, se utilizan enzimas especificas,
capaces de hidrolizar dichas fracciones en azucares simples potencialmente
fermentables.

El sélido pretratado se somete a hidrdlisis enzimatica en un reactor de alta
carga de sélido de doble camara. Las condiciones bajo las que se realiza este
ensayo son: 15% de carga de sé6lidos MS, 0,27g/gMS de enzimas comerciales,
pH de 4,8, 55°C, 80 rpm y tiempo de 48 horas.

El reactor en el que se lleva a cabo esta etapa se encuentra encamisado para
mantener una temperatura de operacion de 50-55°C. Por la parte superior, a
través de las boquillas provistas en la tapa, se anaden primero las enzimas,
después el agua, y tras ello, se va anadiendo el sélido pretratado, previamente
calculado, hasta alcanzar el 15% MS. A medida que se va introduciendo el
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sélido, debe controlarse la velocidad de agitacion y el par de agitacion para
evitar problemas con el motor del agitador, ya que el elevado porcentaje de
solidos y su caracter altamente higroscopico dificulta la agitacion.

El reactor dispone de un sistema de control de pH, de forma que éste se
mantenga en un valor fijo de 4,8 (valor 6ptimo para la operacion con estas
enzimas). El sistema de control consiste basicamente en una sonda de pH, de
forma que, si el pH varia de la consigna fijada, se procede a la adicion de una
alcali o acido desde dos depoésitos.

Una vez transcurridas 48 horas, se retira la tapa superior del reactor y se
procede a la filtracion del slurry que ha sido obtenido. El procedimiento a seguir
es similar al seguido en la etapa de pretratamiento: Se filtra el slurry,
obteniendo una fraccion sélida, que se denomina sélido agotado, que sera
pesado para plantear los balances globales de materia, y una fraccion liquida
gue constituye el hidrolizado enzimatico, del cual cogeremos una muestra para
su posterior analisis en HPLC y asi cuantificar la presencia de inhibidores y la
recuperacion de azulcares.

3.2.2.3 Detoxificacion

El proceso a seguir es similar al llevado a cabo en los ensayos con medios
modelo. En este caso ya han sido seleccionadas tanto la resina como las
concentraciones que mejores resultados han dado en el ensayo anterior, por lo
qgue se llevaran a cabo un menor nimero de muestras.

La resina que se usa puede ser del sobrante que se ha recuperado al hacer el
anterior ensayo, pero puede gque se tenga que volver a regenerar, como ha
ocurrido en este caso, si ha pasado demasiado tiempo. Se utilizaran 8
penicillium flasks de 100mL, con porcentajes de resina del 1% y 2% en este
caso (0,5 y 1 gramos de resina respectivamente), y para cada medio. Cuando
estén preparados todos los frascos, se tapan con un tapon de plastico
atravesado con una jeringuilla y son introducidos en un agitador orbital con las
mismas condiciones que anteriormente, 35°C de temperatura, 200 rpm
durante 24 horas.

Una vez finalizado el proceso de detoxificacion, se toman muestras por
triplicado, para su posterior analisis y se guarda la disolucion filtrada para su
fermentacion.

3.2.2.4 Inoculacion y fermentacion

En primer lugar, se lleva a cabo el crecimiento del microrganismo a utilizar en
la fermentacion. Este proceso es realizado para poder reactivar el stock, que
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es el medio liquido donde se encuentra la bacteria que vamos a utilizar para
realizar mas tarde la fermentacion: Clostridium beijerinkii.

Para ello se prepara una disolucion, con la misma proporcion de glucosa y de
xilosa, junto con agua destilada de tipo Il hasta los 80mL, que se esteriliza a
120°C durante 40 minutos. Mientras tanto, el microorganismo, que se
conserva en frigorifico en medio liquido, se dispone en el agitador a 35°C,
primero para que la bacteria se reactive un poco y para que todo el material
depositado en el fondo se mezcle.

Posteriormente, dentro de la campana de flujo laminar se realizara la
inoculacion del microorganismo en el medio de crecimiento: En un frasco
previamente esterilizado se anade la mezcla de xilosa y glucosa, los nutrientes
y finalmente el microorganismo. Tras 24 horas en un incubador orbital, a 37°C,
se obtiene un indculo adecuado para su uso en la fermentacion.

Una vez obtenido el inéculo, se procede a realizar la fermentacion de las
corrientes detoxificadas que proporcionaron los mejores resultados de
eliminacion de compuestos fendlicos, tanto el liquido de pretratamiento como
para el hidrolizado enzimatico. Asimismo, se lleva a cabo la fermentacion de
las corrientes sin detoxificar. La fermentacion se realiza en frascos de vidrio
encapsulados provistos de aguja para la eliminacion de los gases generados
durante la fermentacion, principalmente de didoxido de carbono. Se inocula el
microorganismo en una proporcion 1:10 (v/v) a las diferentes corrientes y se
introducen en un incubador orbital, a 30°C y 150 rpm durante 96 horas.

De esta etapa del proceso, se toma muestra (por triplicado) al inicio y a final de
la fermentacion (t=0 y t=96h) para su posterior analisis, en una proporcion 1:2.

3.3 Métodos analiticos
1. Caracterizacion de la materia prima

Para la caracterizacion del bagazo de cerveza, en lo que se refiere a extractivos,
carbohidratos estructurales, lignina y cenizas, se han seguido los métodos del
National Renewable Energy Laboratory [52].

2. Determinacion de azlcares y solventes mediante HPLC.

Mediante HPLC o cromatografia liquida de alta resolucion son determinados
diferentes compuestos: azucares fermentables (glucosa, xilosa y arabinosa) y
solventes (acetona, butanol, etanol) como productos del proceso de
fermentacion.
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El cromatégrafo usado (WATERS HPLC) esta dotado de un detector con medida
del indice de refraccion (Waters 2414 Refractive Index Detector) y una columna
Aminex 87-H de Biorad. Se utiliz6 como fase mévil H2S04 5 uM con un flujo de
0.6 mL/min, temperatura 60°C y un volumen de inyeccion de 20 uL.

Las muestras de hidrélisis y fermentacion contenidas en tubos eppendorf se
centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos (EPPENDORF, MiniSpin). Se
realizd una dilucion 1:5 con agua Milli-Q del sobrenadante. Esta dilucion se filtré
por medio de filtros de jeringa de 0.22 um y se almacendé en viales de HPLC
hasta su analisis.

3. Determinacién de compuestos fenélicos

La concentracion de compuestos fendlicos totales se determiné a partir del
método de Folin-Ciocalteu [53], empleando acido galico como patrén y una
absorbancia de 765 nm.

La concentracion de los compuestos fendlicos individuales (acido ferdlico y
acido cumarico) se llevé a cabo mediante HPLC, siguiendo el método descrito
por Zarena y Sankar (2012). Se utiliz6 una columna Bondapak C18 (Waters,
Irlanda), a 30 °C y detector DAD (a 280 nm). Como fase movil se utilizd una
mezcla agua:metanol:acido acético (85:14:1) con un flujo de 1.0 mL/min.
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4, Resultados

El objetivo de este capitulo es recoger los distintos resultados que se han
obtenido con los medios que se han utilizado.

4.1 Ensayos en medios modelo

La etapa de detoxificacion como se ha visto, es un importante proceso previo
para poder alcanzar el mejor rendimiento de fermentacion. Como se ha
comentado en el apartado anterior, en primer lugar, se han realizado ensayos
de detoxificacion utilizando medios modelo, para poder comparar de una
manera mas sencilla el rendimiento de la detoxificacion en funcion del medio,
del tipo de resina y de la relacion resina/disolucion, y asi, mas adelante,
trabajar en el medio real con las condiciones de operacion mas adecuadas.

En primer lugar, se estudiara el comportamiento de dos resinas fuertes: Lewatit
MonoPlus MP 500 y Lewatit VP OC 1074. Estas resinas eliminan todos los
aniones y su uso se ha generalizado para eliminar aniones débiles. Como se ha
comentado anteriormente, se caracterizan por tener una estructura
macroporosa, forma de granos o perlas, proporcionandolas una alta estabilidad
mecanica, quimica y osmotica, destacando de sus caracteristicas
fisicoquimicas que presentan una mayor retencion de agua que las resinas
débiles.

Posteriormente, se analizara el comportamiento de otras dos resinas débiles:
Lewatit A365 y Lewatit S4528. Las resinas anidnicas débiles eliminan con gran
eficiencia los aniones de los acidos fuertes, tales como sulfatos, nitratos y
cloruros. Como caracteristicas principales, destaca que tiene forma de perlas
o granos, similar a las fuertes, y que a pesar de que las resinas débiles no se
suelen poder utilizar en rangos altos de pH debido a problemas de oxidacion,
estas dos elegidas tienen un rango de estabilidad de O a 14 de pH.

4.1.1 Resinas fuertes

A continuacion, se podra ver cual es el efecto de estas dos resinas fuertes en
la produccion de azucares fermentables y de la eliminacion de compuestos
toxicos, tanto en la corriente liquida procedente del pretratamiento (liquido
pretratado) como en la corriente liquida procedente de la hidrélisis enzimatica
(hidrolizado enzimatico).

Las caracteristicas, en cuanto a composicion, de ambos medios son las
siguientes:

e Liquido pretratado (g/L agua): Glucosa: 15g/L; Xilosa: 30g/L; Arabinosa:
15g/L; Cumarico: 1g/L; Ferulico: 1g/L
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e Hidrolizado enzimatico (g/L agua): Glucosa: 40g/L; Xilosa: 15g/L;
Cumarico: 0,5g/L; Feralico: 0,5g/L

4.1.1.1 Liquido pretratado

Enla Tabla 10 se muestra la cantidad inicial y final de acidos cumarico y ferdlico
presente en el medio modelo simulando un liquido pretratado al someterle a la
detoxificacion. Las figuras 26 y 27 muestran los porcentajes de eliminacion
obtenidos para ambos acidos.

Uguido pretratado | Cumirico | Ferllio

m Resin‘f/(:;;gl)ucién Inicio (g/L) Final (g/L) Inicio (g/L) Final (g/L)

1% 1,982 1,577 1,555 0,676
VP 2% 1,982 0,317 1,555 0,283
3% 1,982 0,108 1,555 0,093
1% 1,982 0,471 1,555 0,542
2% 1,982 0,083 1,555 0,127
3% 1,982 0,016 1,555 0,023

Tabla 10. Concentraciones de dcido cumdrico y dcido ferulico al inicio y al final de la
detoxificacion con resinas fuertes.

100%

80% -

60% -

40% -

% eliminacion

20% A

0% T T f
1% 2% 3%
Concentracion resina

Figura 26. Porcentaje de eliminacion de dcido cumdrico en el liquido pretratado.

Como se puede observar en la figura anterior, ambas resinas presentan una
mayor eficacia cuanto mayor sea el porcentaje de resinas utilizado, siendo el
porcentaje de eliminacion con un 3% en peso cercano al 100%, sobre todo en
la resina MP, 99,17%.
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Por otra parte, la resina MP elimina una mayor cantidad de acido cumarico,
para cualquiera de las cantidades de resina utilizadas, siendo para el 1% de
concentracion de resinas, un 20,40% para VPy 76,21% para MP, para 2%, 84%
y 95,77% y para el 3%, 94,54% y 99,17% respectivamente, por lo que, para
este medio, la resina MP es mejor.

100% - p

80% -
c
Nl
S 60% - :
E 3 #LPVP
T 40% 1 ¥ LP MP
xX

20% -

\ NN
0% T T f
1% 2% 3%
Concentracionresina

Figura 27. Porcentaje de eliminacion de dcido ferulico en el liquido pretratado

Con respecto a la eliminacion de acido ferulico, el comportamiento es analogo
al observado con acido cumarico, de suerte que el porcentaje de eliminacion
de acido feralico aumenta con la cantidad de resina utilizada, llegando a
alcanzar con la maxima concentracion de resina unos porcentajes de
eliminacion del 93,96% para VP y del 98,48% para MP.

En esta figura se puede ver que la resina MP llega a alcanzar valores mas altos
de eliminaciéon que la resina VP, siendo éstos en concreto: Con 1% de
concentracion de resina, 56,49% VP y 65,12% MP, para 2%, 81,74% VP y
91,81% MP, y para 3%, 93,96% VP y 98,48% MP, por lo que se puede decir que
la resina MP vuelve a ser mas efectiva que la VP para este proceso.

Por otra parte, se ha llevado a cabo un analisis del comportamiento de las
resinas fuertes utilizadas en relaciéon con la potencial pérdida de azlucares
potencialmente fermentables. En la Tabla 11 se puede ver la cantidad de
glucosa, xilosa y arabinosa que presenta el medio al inicio y al final.

Como se desprende de los datos recogidos, a mayor cantidad de resina
aumenta la cantidad de azlcares retenidos por la misma y por tanto las
pérdidas de azlcar, hasta un maximo de 8,59% para la resina VP y de 9,24%
para la resina MP, siendo en ambos casos glucosa y trabajando la resina VP
con un 2% (m/v) de resina y trabajando con un 3% (m/V) la resina MP.
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Por otra parte, se observa que, para los menores porcentajes de resina, la
resina MP retiene menos azucares que la resina VP. Asi, por ejemplo, para un
1% (m/v) de resina, las pérdidas de glucosa fueron del 8,22% y 7,29%
respectivamente para las resinas VP y MP. A medida que aumenta la cantidad
de resina utilizada, se van igualando las pérdidas de azucares e incluso al 3%
(m/v), esta tendencia se invierte de forma que se observa una mayor pérdida
de azucares, siendo éstas en glucosa del 8,57% y del 9,24% respectivamente
para las resinas VP y MP. También se observa con los otros azUlcares al mismo
porcentaje (3% (m/v)): 8,16% VP y 8,49% MP para xilosay 7,22% VP y 7,47 MP
para arabinosa.

A partir de los datos que se han mostrado en las tablas y figuras se puede decir
que, para las concentraciones de 1y 2%, la resina MP es claramente mejor
dado que se elimina un mayor porcentaje de inhibidores con las menores
pérdidas de azucar, mientras que para la relacion resina/disolucion mas alta,
3%, aunque se elimina una mayor cantidad de inhibidores, las pérdidas de
azUcares fermentables son mayores. Aun asi, no es una diferencia sustancial,
por lo que aqui seguiria siendo mejor la MP.
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Liquido pretratado | Xilsa | Armbinosa |

m % (m/v) Inicio Final % pérdida Inicio Final % pérdida Inicio Final % consumo

1% 15,75 14,46 8,22% 31,53 29,08 7,78% 15,84 14,73 7,03%
VP 2% 15,75 14,40 8,59% 31,53 29,02 7,97% 15,84 14,63 7,67%
3% 15,75 14,40 8,58% 31,53 28,96 8,16% 15,84 14,70 7,22%
1% 15,75 14,60 7,30% 31,53 29,43 6,66% 15,84 14,79 6,65%
2% 15,75 14,42 8,45% 31,53 29,06 7,82% 15,84 14,65 7,53%
3% 15,75 14,30 9,25% 31,53 28,85 8,49% 15,84 14,66 7,47%

Tabla 11. Pérdida de azucares fermentables en el liquido pretratado para detoxificacion con resinas fuertes.

m % (m/v) Inicio Final % pérdida Inicio Final % pérdida Inicio Final % consumo

1% 37,32 37,30 0,05% 1428 14,28 -0,01%
VP 2% 37,32 3598 3,59% 1428 13,34 3,14%
3% 37,32 3550 4,89% 1428 13,56 5,04% .
1% 37,32 36,54 2,09% 1428 13,94 2,40% No presenta arabinosa
2% 37,32 36,29 2,76% 1428 14,21 0,53%
3% 37,32 3580 4,08% 1428 14,25 0,22%

Tabla 12. Pérdida de azucares fermentables en el hidrolizado enzimdtico para detoxificacion con resinas fuertes.
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4.1.1.2 Hidrolizado enzimatico

Con este medio se vuelve a realizar lo mismo, se estudia la accion de este tipo
de detoxificacion mediante los datos de inhibidores y azlicares fermentables,
que se recogen en la Tabla 13y en las figuras 28 y 29.

Hidrolizado enzimatico Cumarico m

m Resin?/(g;g}ucién Inicio (g/L) Final (g/L) Inicio (g/L) Final (g/L)
1% 0,665 0,107 0,581 0,071
2% 0,665 0,011 0,581 0,011
3% 0,665 0,007 0,581 0,004
1% 0,665 0,006 0,581 0,024
2% 0,665 0 0,581 0
3% 0,665 0 0,581 0

Tabla 13. Concentraciones de dcido cumdrico y dcido ferulico al inicio y al final de la
detoxificacion con resinas fuertes

100% -

95%

90% -

3 EF HE VP

% eliminacion

85% - : # HE MP

80% -

N N NN
75% . . .

1% 2% 3%

Concentracidonresina

Figura 28. Porcentaje de eliminacion de dcido cumdrico en el hidrolizado enzimdtico

Como se observa en la Tabla 13 y Figura 28, las resinas en hidrolizado
enzimatico presentan un comportamiento similar al liquido pretratado, a
medida que aumenta la cantidad de resina, aumenta el % de eliminacion,
llegando a alcanzar una eliminacion con un 3% de resina, de 98,92% con VP y
del 100% con MP.

Se puede observar que la resina VP es un poco mas inestable, ya que con el
1% tiene un porcentaje sensiblemente mas bajo que los demas, como se puede
ver en la grafica, de 83%, para aumentar con un 2% hasta 98,22% y con 3%
hasta 98,92% como se ha senalado antes. Por otro lado, la resina MP muestra
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mejores resultados y mas estables, alcanzando con un 1% de resina una
eliminacion de 99,03% y con el 2 y 3%, eliminacion del 100%.

100% -

95% -

90% - B HE VP

85% -/

% eliminacion

% HE MP

N N
80% T T f

1% 2% 3%

Concentracidn resina

Figura 29. Porcentaje de eliminacion de dcido ferulico en el hidrolizado enzimdtico

Con los resultados que se pueden ver en la tabla 13 y figura 29 se comprueba
qgue la eliminacion de ferulico es similar a la de cumarico, vuelve a ocurrir, que
a mayor cantidad de resina, mayor eliminacion. Cuando se tiene un 1% de
resina VP, la eliminacion vuelve a ser notablemente mas baja, teniendo un
87,74%, mientras que la resina MP alcanza el 95,74%. Con concentraciones
de 2% y 3%, VP mejora sus resultados alcanzando 98,05% y 99,19%, mientras
gue MP consigue un 100% con las dos concentraciones.

A destacar en cuanto a los datos de pérdidas de azlcares dados en la Tabla
12, como ha venido ocurriendo en los anteriores apartados, el consumo de
azUcares aumenta con la cantidad de resina empleada, llegando a alcanzar un
maximo de consumo de 4,89% de glucosa y de 5,04% de xilosa con la resina
VP, y de 4,08% para glucosa y 2,40% para xilosa con la resina MP,
obteniéndose todos estos resultados con una concentracion del 3%(m/v) salvo
para la xilosa con la resina MP, que se alcanza con un 1%.

Por otra parte, se observa que con un 1% de resina VP, el consumo es
practicamente nulo, siendo de un 0,05%, mientras que con la resina MP se
alcanzan valores algo mas altos, 2,09% para glucosa y 2,40% para xilosa. A
medida que se aumenta el %(m/v) de resina, aumentan todas las pérdidas,
acabando como se ha visto anteriormente, perdiendo mas azlcares con la
resina VP que la MP.

A la vista de estos resultados, teniendo en cuenta eliminacion de inhibidores y
consumo de azUcares, la resina mas adecuada para el hidrolizado enzimatico
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sera de nuevo la resina MP, debido a que en porcentajes bajos de
concentracion de resina, a pesar de que la resina VP presente consumos
practicamente nulos (0,05%), también es significativo que elimina menos
inhibidores, y si ademas se trabaja con las concentraciones mas altas, MP
elimina mas y consume menos: Con 3%, MP elimina el 100% de cumarico y
ferdlico, mientras que VP elimina 98,92% y 99,19% respectivamente; MP
consume 4,08% de glucosa y 2,40% de xilosa mientras que VP consume 4,89%
de glucosa y 5,04% de xilosa. Por lo tanto, podriamos decir que para todos los
tramos de concentraciones, la resina MP presenta un mejor comportamiento.

4.1.2 Resinas débiles

En este apartado se comprobara cuales son los resultados de eliminacion de
inhibidores y consumo de azlcares mediante la detoxificaciébn con resinas
débiles.

4.1.2.1 Liquido pretratado

Los resultados mas significativos obtenidos de la experimentacion con resinas
débiles y liquido pretratado se muestras en las siguientes Tablas y Figuras. En
la tabla 14 se muestras las concentraciones de acidos cumarico y ferdlico al
inicio y al final de la detoxificacion, para cada una de las resinas y relaciones
resina/disolucion ensayadas, mientras que las Figuras 30 y 31 muestran los
porcentajes de eliminacion obtenidos para los diferentes ensayos.

Liquido pretratado | Cumdrico | Ferdlico |

(%)(m/v)
Resina/disolucié Inicio (g/L) Final (g/L) Inicio (g/L) Final (g/L)
n

1% 1,982 0,002 1,555 0,005
2% 1,982 0,039 1,555 0,053
3% 1,982 0 1,555 0,00036
1% 1,982 0,0008 1,555 0,0017
2% 1,982 0,0002 1,555 0,0003
3% 1,982 0 1,555 0

Tabla 14. Concentraciones de dcido cumdrico y de dcido ferulico al inicio y al final de la
detoxificacion con resinas débiles.
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Figura 30. Porcentaje de eliminacidn de dcido cumdrico en el liquido pretratado

Al observar la figura 30, se puede ver que, con estas resinas débiles, cuanto
mas aumente la concentracion de la resina, aumenta la eliminacion, aunque
ya de por si se mantiene mas o menos constante, llegando hasta el 100% de
eliminacion para ambas resinas con un porcentaje de 3%(m/v) para las dos.

Viendo los datos de la Tabla 14 de “final” de cada uno de los elementos
inhibidores, se puede comprobar que estas resinas a porcentajes ya bajos, son
muy efectivas y presentan valores mas o menos constantes: Con un 1% de
resina, la S45 presenta una eliminacion del 99,85% y la A365 del 99,95%, con
un 2%, S45 elimina un 98,02%, presentando un pequeno bajon en su
efectividad, mientras que la A365 un 99,98%, y finalmente para el 3% como se
ha visto anteriormente, ambas eliminan el 100% del acido cumarico presente.

En cuanto al acido ferulico (Figura 31), se observa un comportamiento analogo
al acido cumarico con la concentracion de resinas, ya que éste es eliminado en
mayor medida cuanta mas concentracion de resinas haya y porque se
muestran muy efectivas, y por tanto constantes, desde bajas concentraciones,
alcanzando un maximo de 99,97% de eliminacién con la resina S45 y un 100%
para la A365, ambas con un porcentaje de 3%(m/v).

Analizando la figura 31, se observa que desde la concentracion mas baja de
resina ya hay porcentajes cercanos al 100%, con la excepcidon de que para la
resina S45, con un 2% tiene una peor eficiencia, similar a lo ocurrido con el
acido cumarico, obteniendo un valor de 96,58%. Los demas valores obtenidos
en eliminacion han sido 99,67% con S45 y 99,88% para un 1% de resina,
96,58% para S45y 99,97% para A365 para un 2%y para 3% de resina, 99,97%
con S45y 100% con A365.
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Figura 31. Porcentaje de eliminacion de dcido ferulico en el liquido pretratado

Por los datos que aparecen en la Tabla 15 se puede ver que la resina S45 a
medida que aumenta su concentracion, la pérdida de azlcares aumenta de
una manera notable, llegando a alcanzarse pérdidas de azlcares casi el doble
al 3% que con 1% (10,93% a 18,23% respectivamente en xilosa). Por otro lado,
la resina A365 no presenta variaciones tan grandes al aumentar su
concentracion, como por ejemplo en la xilosa, (17,67% de pérdida al 1% de
resina, y del 23,57% con un 3%. En términos generales, la resina A365
presenta mayores pérdidas de azucar que la resina S45, como se puede
comprobar en los valores maximos (3%(m/v)): 19,04% con S45 y 16,91% con
A365 para glucosa, 18,23% con S45y 23,57% con A365 para xilosa, 18,44%
con S45y 21,55% con A365 para la arabinosa.

Estos resultados hacen que deba llegarse a un compromiso ya que, aunque los
porcentajes de eliminacion de inhibidores son muy elevados, también lo son
las pérdidas de azucar, lo que implica una menor concentracion de éstos
disponible para la etapa de fermentacion y, por tanto, un menor rendimiento
de la misma.
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 Wiess | arbinosa
m % m/v Inicio Final % pérdida Inicio Final % pérdida Inicio Final % consumo
1% 15,75 13,86 12,04% 31,53 28,08 10,94% 15,84 14,11 10,95%
2% 15,75 13,48 14,44% 31,53 27,20 13,74% 15,84 13,66 13,78%
3% 15,75 12,75 19,05% 31,53 25,78 18,23% 15,84 12,92 18,44%
1% 15,75 13,21 16,12% 31,53 25,96 17,68% 15,84 12,93 18,36%
2% 15,75 13,14 16,56% 31,53 25,05 20,55% 15,84 12,78 19,34%
3% 15,75 13,09 16,91% 31,53 24,09 23,58% 15,84 12,43 21,56%

Tabla 15. Pérdida de azucares fermentables en el liquido pretratado para detoxificacion con resinas débiles.

Hidrolizado enzimatico | Glucosa | Xisa | Arabinosa

(v)
m % m/v Inicio Final % pérdida Inicio Final % pérdida Inicio Final %
consumo

1% 46,71 45,90 1,75% 18,01 17,59 2,36%
2% 46,71 46,07 1,38% 18,01 17,63 2,10%
3% 46,71 46,12 1,26% 18,01 17,82 1,05% )
No presenta arabinosa
1% 46,71 46,04 1,44% 18,01 17,19 4,55%
2% 46,71 46,00 1,53% 18,01 16,90 6,17%
3% 46,71 45,64 2,29% 18,01 16,35 9,20%

Tabla 16. Pérdida de azucares fermentables en el hidrolizado enzimdtico para detoxificacion con resinas débiles.
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4.1.2.2 Hidrolizado enzimatico

Los resultados con medio modelo simulando las concentraciones de
hidrolizado enzimatico se muestran en la Tabla 17, en la que se indican las
concentraciones de acido cumarico y acido ferulico al inicio y al final de la
detoxificacion, para cada una de las condiciones ensayadas. Las Figuras 32 y
33 muestran los porcentajes de eliminacion de acido cumarico y ferdlico
respectivamente.

Hidrolizado enzimatico Cumarico m

m Resin‘f/(:;s/:)ll)ucién Inicio (g/L) Final (g/L) |Inicio (g/L) Final (g/L)
1% 0,67 0,00 0,58 0,00
2% 0,67 0,00 0,58 0,00
3% 0,67 3,49E-05 0,58 1,13E-04
1% 0,67 0,00 0,58 0,00
2% 0,67 0,00 0,58 0,00
3% 0,67 2,29E-04 0,58 3,24E-04

Tabla 17. Concentraciones de dcido cumdrico y dcido ferulico al inicio y al final de la
detoxificacion con resinas débiles.
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Figura 32. Porcentaje de eliminacion de dcido cumdrico en el hidrolizado enzimdtico

El comportamiento que se puede observar de eliminacion de acido cumarico
en el hidrolizado enzimatico con resinas débiles es analogo al encontrado en el
mismo proceso con resinas fuertes, porque como se tiene una menor cantidad
de compuesto inhibidor tras realizar la hidrélisis, parece que es mas facil la
eliminacion total de éstos, haciendo que en este caso, ya con bajas
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concentraciones, alcancen altos niveles de eliminacion, concretamente para
ambas resinas, con concentraciones de 1% y 2%, eliminan un 100% de acido
cumarico

También se puede comprobar observando la Figura 32, de una manera un poco
exagerada, para darnos cuenta, que tanto con la resina A365 como S45, con
un 3% de concentracion, aparece una pequena cantidad de inhibidor, que hace
que la eliminaciéon no sea completa (99,99% para A365 y 99,96% para A365),
pero es un valor tan bajo para ambas resinas, que se puede decir que para esta
concentracion lo elimina completamente también.

100,00% +  _EHES
99,99% -
99,98% -
99,97% -
99,96% -
99,95% -
99,94% -
99,93% -

99,92% - N
99,91% — : .

1% 2% 3%
Concentracion resina

N\

B 545

1 A365

% eliminacion

Figura 33. Porcentaje de eliminacion de dcido fertlico en el hidrolizado enzimdtico.

La eliminacion del acido ferulico ocurre de una forma analoga al acido
cumarico, porque como se puede observar en la Figura 33, con los primeros
porcentajes de concentracion de resina, ya se alcanza una eliminacion total del
inhibidor, mas concretamente, para A365 y S45, se elimina el 100% con un 1%
y 2% (%(m/Vv)).

Con una concentracion del 3% de resina también ocurre lo mismo, el porcentaje
de eliminaciéon baja un poco, obteniéndose 99,98% para S45 y 99,94% para
A365. Como se puede ver, son valores algo mas bajos que los obtenidos con el
acido cumarico, pero aun asi se puede seguir diciendo que la eliminacion es
completa.

Con los datos de la Tabla 16 se puede observar de nuevo un comportamiento
similar a lo ocurrido con resinas fuertes, ya que aqui el porcentaje de consumo
es mucho menor al obtenido en el liquido pretratado. En este caso, la resina
S45 consume una menor cantidad de azlcares tanto para glucosa como xilosa,
siendo los datos de consumo para glucosa: Para 1% de concentracion, S45
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consume un 1,75% y A365 un 1,43%; para 2%, S45 consume 1,38% y A365
1,53%, y para 3%, S45 1,26% y A365 2,29%. Para glucosa se obtienen estos
datos: Consumo de 2,35% para S45 y de 4,55% para A365 con un 1% de
concentracion, para un 2%, S45 tiene un 2,1% mientras que A365 6,17%, y
finalmente con un 3%, S451,04% y A365 9,19%.

Con estos datos, ademas de ver que los porcentajes de consumo son menores

que para el liquido pretratado, también se observa que a medida que aumenta
la concentracion de la resina S45, en vez de aumentar el consumo, disminuye.
Es cierto que las diferencias entre consumos de azucares no son notablemente
diferentes, por lo que puede ser que esto sea debido a pequenos errores de
tipo experimental.

4.1.3 Resumen de resultados con medio modelo

Teniendo en cuenta todo lo observado para los dos tipos de resina, se pretende
encontrar analizando estos datos cual es la mejor resina para la realizacion de
los ensayos en medio real y asi realizarlo Gnicamente con uno y no hacer varios
ensayos mas que gracias a este trabajo con medios modelo sabemos que van
a tener un peor rendimiento.

Las resinas débiles son muy buenas en cuanto a la eliminacion de inhibidores
con cualquier concentracion de éstas, pero su consumo de azUcares es muy
elevado, sobre todo en el liquido pretratado. Si este consumo se compara con
el que se produce en las resinas fuertes, por ejemplo, en glucosa: Maximo de
19,05% en débiles (Tabla 15) contra un maximo de 9,25% (Tabla 11), se puede
ver con mayor claridad aun que las débiles tienen un consumo demasiado
elevado para acometer la funcion de eliminar los inhibidores.

En cuanto a las fuertes, la resina MP puede llegar a un 100% de eliminacion de
inhibidores, con en torno a un 2% o 3% de concentracion, teniendo ademas un
consumo de azucar menor que las fuertes y que la otra resina fuerte, VP. Con
un 1% de concentracion, no se elimina el 100% de los inhibidores, pero se
consume menos azlcar que con los otros porcentajes.

Tras estudiar todas estas comparaciones, la resina que mas se acerca a lo que
se busca es la resina fuerte MP, en sus concentraciones 1% y 2%. Esta seré la
que se utilice en los ensayos en medio real, los cuales se explican y detallan a
continuacion.

4.2 Ensayos en medio real

En este apartado se analizaran los resultados obtenidos en un medio real. Para
ello, se ha trabajado con bagazo de cerveza al que se le ha sometido un
pretratamiento térmico con acido diluido y posterior hidrdlisis enzimatica, para
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obtener las dos corrientes de liquido pretratado e hidrolizado enzimatico
estudiados en el apartado anterior.

Por otra parte, debe destacarse que, en estos medios reales, se encuentran
otros compuestos inhibidores, ademas de los acidos ferulico y cumarico
incluidos en los medios modelo. La composicion obtenida del analisis de ambas
corrientes se recoge en la Tabla 18.

Ac.
Glucosa Xilosa Arabinosa e HMF Fendlicos
M G0 | e | e |l e | PRE e

33,08+0,12 15,00%0,10 1,32+0,06
4,06+0,07 8,42+0,09 9,50+0,04 0,340 0,0357+0 0,041+0,0002 1,70+0,1
Tabla 18. Composicion de los medios reales utilizados.

Es por este motivo, que se ha llevado a cabo el analisis de los compuestos
fendlicos totales y, también de 4-hidroxibenzoico, vanilico, vainillina, siringico y
siringaldehido, ademas de azlcares potencialmente fermentables y otros
compuestos que pueden afectar a la fermentacion como son acido acético,
furfural o HMF.

4.2.1 Rendimientos de detoxificacion

Una vez hecho el ensayo en medio modelo y por lo tanto, elegido la resina con
la que se va a trabajar, se realiza de nuevo la detoxificacion en el liquido
pretratado e hidrolizado enzimatico.

4.2.1.1 Liquido pretratado

En la tabla 19 se muestran las concentraciones de los compuestos fendlicos
analizados al inicio y al final de la detoxificacion, para las distintas condiciones
de detoxificacion ensayadas.
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hidroxiz-enzoico Vanilico Vainillina Siringico Siringaldehido Cumarico Ferulico FENOLES HPLC
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) TOTALES (mg/L)
 042:001  034:002  203:0,12  043:0,02  6222#4,25 3504010  412,71#2923  481,65:3375
LP MP1% 0,30+0,01 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 42,86+3,35 1,12+0,07 335,75+18,58 380,36%22,01

LAUZEG 013:0005  000:0,00  000:000  000:0,00 2874150  000:0,00  277,79t868 299,84:1018

Tabla 19. Concentraciones de compuestos inhibidores en el liquido pretratado antes y después de detoxificar

4-
. . . Vanilico Vainillina Siringico Siringaldehido Cumarico Ferulico FENOLES HPLC
hidroxibenzoico

(mg/L) (me/\) (me/L) (me/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) TOTALES (mg/L)

(G0 000:000 14713053 2113010  132£001 41198223 160131100 9561412 315071808

HE MP1% 0,00+£0,00 14,31+ ,50 0,00+£0,00 0,00+0,00 36,81+1,34 136,20+9,24 58,43+2,13 245,76%13,22

(SIS 000:000  10,38:064  000:0,00  000:000  3496:0,06 12775926  4394t175  22417£11,70

Tabla 20. Concentraciones de compuestos inhibidores en el hidrolizado enzimdtico antes y después de detoxificar
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Figura 34. Porcentaje de eliminacion de inhibidores en medio real para liquido
pretratado

Viendo la Figura 34, se puede observar cOmo se ha comentado antes, que
presenta una mayor cantidad de inhibidores, y que, en todos ellos, al aumentar
la concentracion de resina a un 2%, la eliminacion de los compuestos
inhibidores es bastante mayor, llegando a una eliminacion total del compuesto
en Vanilico, vainillina, siringico y cumarico, es decir, un 100%. A destacar
también que en vanilico, vainillina y siringico, con un 1% de concentracion
también alcanzan un 100% de eliminacion.

En cuanto a los demas compuestos, el 4-hidroxibenzoico, alcanza un 30,20%
de eliminacion con 1% de concentracion de resina, y un 69,62% con 2%;
siringaldehido es eliminado en un 31,11% con 1% de resina 'y en un 53,81%
para 2%; con cumarico como se ha dicho, es eliminado totalmente con 2% de
resina pero con 1% solo un 67,94%;el acido ferdlico se elimina en un 18,64%
con 1% resinay en un 32,68% para 2%.

L Glucosa Xilosa Arabinosa Ac HMF Fenolicos

(g/L)

v % Acético Furfural (g/L)

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

(g/L)

resina
4,06£0,07 8,42+0,09 9,50+0,04 0,34+0 0,036x0 0,041+0,0002 1,70+0,1

LP MP

1% 4,01+0,08 8,33+0,13 9,28+0,05 0,34+0 0,0346+x0 0,038+0,0001 1,57+0,03

LP MP
2%

Tabla 21. Concentraciones de azucares e inhibidores en liquido pretratado antes y
después de detoxificar

3,93+0,03 8,21+0,04 9,35+0,15 0,340 0,034+0 0,038+0,0004 1,54+0,02
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En este ensayo con liquido pretratado, se observa que la pérdida de los
azUcares (Tabla 21) es bajo, llegando a 3,21% de glucosa, 2,49% de xilosa y
1,54% de arabinosa, todos estos porcentajes de eliminaciébn con una
concentracion del 2% de resina. Salvo en la arabinosa, en todos al aumentar la
concentracion de resina.

En comparacion con el ensayo hecho anteriormente en medio modelo, las
pérdidas de azlicar son menores, mientras que en el ensayo con medio real se
obtiene una pérdida de glucosa del 1,36% y 3,21% para las relaciones
resina/disolucion del 1% y 2% (m/v), en el ensayo con medio modelo, éstas
fueron del 7,29% y 8,45% respectivamente. Para la xilosa, en el medio real, las
pérdidas fueron del 1,08% (1% m/v) y 2,49% (2% m/v), mientras que en el
medio modelo éstas fueron del 6,66% y 7,82% respectivamente. Finalmente,
en relacion con las pérdidas de arabinosa observadas en el medio real, éstas
fueron del 2,30% y 1,54%, frente a 6,65% y 7,52% en el medio modelo para el
1% y 2% (m/v) respectivamente. En cuanto a los demas componentes,
presentan un porcentaje de eliminacion muy bajo, pero en este caso no se
puede comparar con lo ocurrido en el medio modelo, ya que no se consideraron
en la formulacion de dicho medio modelo por no presentar influencia negativa
en el proceso de fermentacion. En concreto, la concentracion del acido acético
se mantiene, para HMF se observaron eliminaciones del 3,08% al 1% de
concentracion de resina y del 3,36% al 2%; para furfural al 1% obtiene una
eliminacion del 6,83% y al 2% del 7,31%, y finalmente, los compuestos
fenolicos alcanzan porcentajes de eliminacion del 7,64% al 1% y del 9,41% al
2%.

4.2.1.2 Hidrolizado enzimatico

Aqui se estudiara el rendimiento de la detoxificacion para el hidrolizado
enzimatico. Los resultados mas significativos se muestran en la Tabla 20
(compuestos fendlicos) y Tabla 22 (azucares) y en la figura 35.
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Figura 35. Porcentaje de eliminacion de inhibidores en medio real para hidrolizado
enzimdtico

El porcentaje de eliminacion de hidroxibenzoico es del 0% porque como se ve
en la tabla 20, no hay nada de ese compuesto en el hidrolizado sin detoxificar.
Para el resto de los componentes, al aumentar como en todos los demas casos
la concentracion de la resina, aumenta el % de eliminacion, pero se puede ver
que, en este caso, al trabajar con el hidrolizado, los resultados son bastante
peores, solo la vainillina y el siringico se eliminan totalmente, mientras que los
demas no llegan al 60%. Se esperaba un mejor rendimiento, los resultados no
se ajustan a lo esperado. Estos menores porcentajes de eliminacion obtenidos
pueden haberse debido a la compleja matriz que presentan las soluciones
reales en comparacion con la composicion que presentaban los medios
modelo, con menos inhibidores.

media sd media sd media sd

33,08 0,12 15,00 0,10 1,32 0,06
HE MP 1% 29,57 0,10 13,30 0,09 1,25 0,05
HE MP 2% 30,05 0,09 13,45 0,08 1,19 0,07

Tabla 22. Concentracion de azucares e inhibidores en hidrolizado enzimdtico antes y
después de detoxificar

Al aumentar el porcentaje de resina utilizada en la detoxificacion, disminuyen
las pérdidas de azlcares (10,61% para 1% y 9,18% para 2% en glucosa,
12,61%y 10,32% para xilosa), esto puede ser debido a la matriz que presentan
estos medios reales, que incluyen muchos componentes que anteriormente no
se habian analizado. Por el contrario, la eliminaciéon de compuestos fendlicos
aumenta al aumentar el porcentaje de resina utilizada.
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4.2.3 Resumen de resultados con medios reales

Habiendo estudiado estos resultados de los medios reales, se puede llegar a la
conclusion, de que la detoxificacion al llevarla al medio real ha sido peor que
en el medio modelo, se han obtenido resultados peores de lo esperado. Esto
que ha ocurrido se puede deber a que al trabajar con el medio modelo, solo se
tenian en cuenta como inhibidores al cumarico y al ferulico, mientras que en el
medio real hay mas compuestos de caracter anionico, haciendo que la resina
se sature antes, que estos compuestos se queden retenidos y no se alcance la
misma efectividad que conseguia con el medio modelo. Otra razon a tener en
cuenta es que estas resinas no son especificas para la eliminacion de fendlicos,
por lo que al haber aqui mas compuestos que dificulten un poco mas el
proceso, se obtiene un menor rendimiento.

En relacion con la pérdida de azlcares observada, el comportamiento ha sido
diferente para el liquido de pretratamiento y para el hidrolizado enzimatico.
Mientras que para el liquido de pretratamiento las pérdidas han sido menores
en el medio real que en el medio modelo, probablemente debido a una
saturacion de las resinas por la elevada concentracion de diferentes
componentes que se encuentran presentes en la matriz, para los hidrolizados
enzimaticos se ha observado una mayor pérdida de azlcares en el medio real.
Esta diferencia observada en hidrolizado enzimatico puede ser debida a varios
factores, como, por ejemplo, al igual que se comenté anteriormente, la
compleja matriz, que puede hacer que la resina presente una mayor afinidad a
la adsorcion de azucares que en los medios modelo, es decir, la cinética y el
equilibrio de adsorcion pueden verse modificados por el hecho de tener esta
matriz diferente.

4.2.4 Rendimientos de fermentacion

Tras haber realizado la etapa de detoxificacion con las resinas elegidas en los
medios reales, se hace a continuacion la etapa de fermentacion. Dentro de este
apartado, se podra ver cual es el rendimiento obtenido de cada uno de los
medios, sin detoxificar y detoxificados, en la produccion ABE, pudiendo ver y
comparar mediante estos datos qué influencia ha tenido en el resultado final
el haber realizado a estas corrientes la detoxificacion.

En la Tabla 23 se muestran los datos de azlcares al inicio y al finalizar la
fermentacion.
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Glucosa Xilosa Arabinosa . . .
Glucosa Xilosa final | Arabinosa

(g/L) (g/L) (&/L) final (g/L) (g/L) final (g/L)

_ 3,24+0,03  7,99+0,05 7,71+0,16 0,00+0,00 6,08+0,16  6,73%0,11
LP

\EEZ8 3,14+0,00 7,96+0,02  7,62+0,03 0,00+0,00  3,29+0,85 3,00+1,15
0,498

LP

\ #4755 3,16+0,03 7,97+0,19 7,62+0,16 0,00+0,00 2,55+0,16  1,38%0,10
1,002

LA 28,2241,18 12,1740,27 0,000,00 25,07:0,47 10,940,15  0,00+0,00
HE

\/[:58755 25,75+0,05 11,68+0,04 0,00+0,00 21,41+1,12 8,45+0,67  0,00+0,00
0,496

HE

\IPA288 25,84+0,21 11,70+0,07 0,00+0,00 22,03+0,28 9,07+0,10 0,00+0,00
1,000

Tabla 23. Composicion inicial y final de los medios reales sin detoxificar y tras
detoxificacion

inicial inicial inicial

Como se puede observar, para el liquido pretratado, la glucosa es consumida
en su totalidad para los tres casos, por lo que aqui no hay diferencia de una a
otra, pero observando los datos de la xilosa y arabinosa se ve que hay una gran
diferencia. La xilosa es consumida en un 23,90% en el medio sin detoxificar,
pero cuando introducimos las resinas, el consumo aumenta notablemente,
siendo con un 1% de concentracion, 58,66%, y para 2%, 68%. De forma
analoga se comporta la arabinosa, consumiendo en la fermentacion el medio
sin detoxificar un 12,71%, mientras que para un 1% consume un 60,62% y para
2%, un 81,89%.

Sobre el hidrolizado enzimatico, se ve que el comportamiento es parecido en
cuanto a que si se compara el consumo de los azlcares, los medios al haber
sido detoxificados consumen mas, pero con la peculiaridad en este caso de que
los consumos son mucho menores que con el liquido pretratado, como se
muestra a continuacion: de glucosa, el medio sin detoxificar consume un
11,16%, teniendo un 1% de resina consume un 16,85% y con un 2% un
14,74%; en cuanto a la xilosa, sin detoxificar consume un 10,10%, y al
introducir las resinas, con un 1% consume 27,65% y con un 2% de
concentracion, 22,45%.

Al ver estos datos, se observa que en el hidrolizado si que aumenta su consumo
con la detoxificacion, pero que cuando la concentracion es del 2%, el consumo
es menor, esto puede ser debido a que haya habido pequenos errores
experimentales a la hora de llevar a cabo el proceso, o puede ser, como se ha
comentado anteriormente, por la compleja matriz que presenta el medio real,
haciendo que la cinética del proceso cambie.
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La concentracion de solventes obtenida (acetona, butanol, etanol) asi como el
total, se muestran en la Tabla 24 y en la Figura 36.

1,35+0,14 0,35+0,02 0,00+0,00 1,70+0,16
LP MP1% 0,498g 3,18+0,68 0,32+0,04 0,93+0,11 4,42+0,83
LP MP2% 1,002g 4,53+0,09 0,22+0,05 1,11+0,04 5,87+0,18
0,31+0,05 0,04+0,00 0,00+£0,00 0,35£0,05
HE MP1% 0,496g 1,55+0,32 0,21+0,02 0,46+0,08 2,13+0,42
HE MP2% 1,000g 1,00+0,05 0,21+0,00 0,00+0,00 1,12+0,05

Tabla 24. Concentracion de solventes tras realizar la fermentacion.

Se puede comprobar viendo la Figura 36 que la cantidad de alcoholes
producido por litro aumenta si el caldo de fermentacién ha sido previamente
detoxificado, pero no aumenta de una manera uniforme, sino que hay
ocasiones en las que con el 2% disminuye la concentracion de solventes. Esto
para el liquido pretratado sélo ocurre con el etanol, ya que pasa de producir al
1% de concentracion 0,32g/L a 0,22g/L con un 2%. En el hidrolizado
enzimatico ocurre para todos los alcoholes, pasando en el butanol de 1,55g/L
a 1,00g/L, en el etanol se produce lo mismo para los dos porcentajes, en la
acetona pasa de 0,46g/L a O, y en ABE pasa de 2,13g/L a 1,12g/L.

7,0

ELP #LPMP1% =LPMP2% %HE =HEMP1% & HEMP2%

6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1,0 -

Concentgracion de solventes (g/L)

0’0 _ 2K EE . - 2K
Butanol (g/L) Etanol (g/L) Acetona (g/L) ABE (g/L)

Figura 36. Concentracion de solventes tras realizar la fermentacion (ABE representa la
concentracion total de solventes: acetona+butanol+etanol)

Hay un caso en particular a destacar, que es el etanol con el liquido pretratado,
ya que es el Unico de los experimentos realizados en el que el medio sin
detoxificar produce mas que tras realizar la detoxificacion, produciendo
0,35g/Ly después 0,32y 0,22g/L.
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Para poder ver de una manera mas intuitiva a parte de la grafica, el aumento
del rendimiento en la produccion de solventes, estableciendo los datos
obtenidos en el medio sin detoxificar como los iniciales, se calcula en qué
porcentaje aumenta tras detoxificar. Como ejemplos, se han elegido el butanol
y ABE para el liquido pretratado. Para un 1% en el caso de butanol, aumenta la
concentracion en un 135% y para un 2%, en un 235%. Con ABE, teniendo un
1% de resina, aumenta la concentracion en un 160%, y para 2%, un 245%.

azticares (%) | butanoilg/g) | i but(g/L-h) ase(g/L-h)

L 32,37 0,220 0,278 0,014 0,018

LP MP1% 0,498 66,37 0,256 0,356 0,033 0,046

LP MP2% 1,002 79,04 0,306 0,396 0,047 0,061

10,84 0,072 0,080 0,003 0,004

HE MP1% 0,496 20,21 0,205 0,282 0,016 0,022

HE MP2% 1,000 17,12 0,155 0,174 0,010 0,012

Tabla 25. Datos de consumo de azucares, rendimientos (Yputano, Yase) y productividad de
butanol y ABE
monosacaridos | butanol

LP MP1% 0,498 105,05% 16,15% 28,19% 135,30% 159,70%
LP MP2% 1,002 144,18% 38,82% 42,51% 235,44% 244,36%
HE MP1% 0,496 86,41% 185,49% 250,89%  393,17% 506,13%
HE MP2% 1,000 57,93% 116,61% 116,44%  217,91% 217,67%

Tabla 26. Porcentaje de aumento o disminucion del consumo de monosacdridos,
rendimientos y produccion de butanol y ABE de los medios tras realizar la detoxificacion
respecto del medio sin detoxificar

Analizando la Tabla 25, se observa que para el liquido pretratado, la
detoxificacion si que tiene un efecto positivo en estos parametros estudiados,
ya que todos ellos aumentan a mayor cantidad de resina utilizada para la
operacion, mientras que para el hidrolizado enzimatico, también aumentan
estos parametros respecto del medio sin detoxificar, pero cuando se utiliza un
2% de concentracion de resina, los datos que nos da son peores que los del
1%, cosa que ya ha ocurrido en los anteriores apartados, pudiéndose deber a
la compleja matriz que presenta el medio en condiciones reales.

A pesar de estos resultados positivos para ambos medios, los obtenidos para
el liquido pretratado son mucho mejores que los del hidrolizado enzimatico, ya
desde el medio sin detoxificar, ya que el liquido por ejemplo tiene un consumo
de monosacaridos mayor, 32,37% contra 10,84%, para el rendimiento de
butanol y ABE, el liquido presenta unos valores de 0,220 y 0,278
respectivamente, mientras que el hidrolizado 0,072 y 0,080, por ultimo en
cuanto a las producciones de butanol y ABE, el liquido tiene 0,014 y 0,018 y el
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hidrolizado presenta 0,003 y 0,004. También se puede comparar los valores
maximos para ver de una manera aun mas clara la diferencia. Para ello, se coge
para el liquido pretratado MP2% y para el hidrolizado enzimatico, MP1%, dando
estos valores: Consumo monosacaridos, 79,04% el liquido, contra un 20,21%
del hidrolizado; 0,306 contra 0,205 de rendimiento de butanol, 0,396 contra
0,282 en rendimiento de ABE; 0,047 frente a 0,016 en la produccion de
butanol, y por Gltimo, 0,061 frente a 0,022 en la produccion ABE.

Ahora, viendo la Tabla 26, se puede ver en términos de porcentaje, cuanto ha
hecho mejorar la detoxificacion con distintas concentraciones de resina
respecto del medio sin detoxificar. Se observa que el crecimiento que presenta
el hidrolizado enziméatico es mucho mayor, en concreto el obtenido con el
MP1%, para todos los términos estudiados salvo para el consumo de
monosacaridos, que éste aumenta un 86,41%, frente al 144,18% que aumenta
como maximo en el liquido pretratado con MP2%. Para los demas valores, para
poder verlos en comparacion son: 185,49% de aumento en el rendimiento del
butanol para el hidrolizado enzimatico, mientras que para el liquido pretratado
aumenta un 38,82%; el hidrolizado aumenta un 250,89% para el rendimiento
del ABE, mientras que el liquido aumenta un 42,51%; la producciéon de butanol
aumenta en hidrolizado un 393,17% por un 235,44% para el liquido, y para
acabar, la produccion de ABE aumenta un 506,13% en el hidrolizado frente a
un 244,36% del liquido.

Como se ha comprobado, en términos absolutos, el hidrolizado experimenta un
crecimiento mayor, la detoxificacion tiene mayor efecto sobre este medio, pero
el medio sin detoxificar parte de unos valores tan bajos, que a pesar de que el
liguido pretratado mejore menos en porcentaje, éste Ultimo tiene unos
resultados generales mejores en todos los aspectos, dando mayores
rendimientos y producciones. Por estas razones, la mejor opcion de todas las
gue hemos estudiado para este trabajo, es el liquido pretratado detoxificado
con la resina fuerte MP en un 2% de concentracion.

Para poder hacerse una idea sobre la magnitud de los resultados obtenidos en
este experimento, se puede comparar con otros experimentos ya realizados.
Para ello, se usaran los datos recogidos en las tablas 24 y 25.

Primero se conoce que los rendimientos tipicos que se pueden obtener de una
fermentacion ABE van de un rango de 0,15 a 0,25 g butanol /g azlcar, con una
productividad de 0,5 g/h/L [31], mientras que cuando se trabaja con un pH de
4.5, el rendimiento de butanol es de 0,25g/g-glucosa [3]. En comparaciéon con
los datos obtenidos en estos experimentos, el rendimiento es mas o menos
similar, incluso superior en algunos casos, mientras que la productividad es
mucho menor que estos tipicos.
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Hay estudios similares realizados con los que poder comparar estos resultados,
como por ejemplo P.E. Plaza et al. (2017) [9], donde se realiza pretratamiento
con acido sulfarico a BSG a pH1, 121°C con diferentes cargas de sélido (5-15%
w/w), hidrélisis enzimatica y fermentacion ABE por Clostridium beijerinckii DSM
6422. Con la fermentacion del hidrolizado, se obtuvieron concentraciones de
6,0+0,5 g/L de butanol y 7,4+1,0 g/L de ABE, cifras muy superiores a las
obtenidas en nuestro experimento, mientras que la fermentacion del liquido
pretratado resulté en 6,6+0,8 g/L de butanol y 8,6+1,3 g/L de ABE, de nuevo
mayores que nuestro experimento, pero no en tanta medida como el
hidrolizado. El rendimiento de butanol en hidrolizado es de 0,22+0,02 g/g vy
0,28+0,03 g/g para ABE, con productividades de 0,06+0,006 g/(Lh) de
butanol y 0,08+0,007 g/L-h de ABE, y para pretratamiento liquido, rendimiento
de 0,17+0,01 g/g para butanol y 0,22+0,01 g/g para ABE, y productividad de
0,070,004 g/L:h de butanol y 0,09+0,004 g/L-h para ABE con CaO, cifras que
demuestran que para el hidrolizado sus resultados son ampliamente mejores,
y que para el liquido de pretratamiento, los rendimientos son mejores que los
obtenidos por él mientras que la productividad es algo menor.

Plaza, en 2017, realiz6 otro estudio [54], haciendo pretratamiento térmico con
acido diluido a pH1 a BSG de nuevo, a 15% de carga de solidos, hidrdlisis
enzimatica y fermentacion con Clostridium beijerinckii DSM 6422. Tratando
con el hidrolizado, obtiene 0,16+0,01g/g de rendimiento de butanol no lavado,
y 0,22+0,02 g/g lavado, y rendimiento de ABE de 0,19+0,03 g/g sin lavar,
0,28+0,03 g/g lavado. Productividad butanol 0,04+0,003 (g/Lh) (NW),
0,060,006 (g/L-h) (W), para el ABE 0,06+0,009 (g/Lh) (NW), 0,08+0,007
(g/Lh) (W). En comparacion con lo obtenido en nuestro experimento, los
rendimientos son similares, mientras que las productividades son del orden del
doble que lo nuestro. Hay otros ejemplos, que utilizan materiales
lignoceluldsicos con el mismo fin, como Qureshi et al. (2008) [54], (0,35g/g y
0,1 g/Lh) de ABE, con cepa superproductora de butanol (C. beijerinckii BA101),
empleando hidrolizados enzimaticos de fibra de maiz.

En cuanto al liquido de pretratamiento, se compararan las concentraciones
resultantes, Plaza obtiene esto: alcanza con el ajuste de pH con Ca(OH)2,
6,6+0,8 g/L de butanol y 8,6+1,3 g/L de ABE, siendo mas elevadas que las de
otros trabajos como Maiti et al. (2016) [54], que obtuvieron 1,8 g/L de butanol
(rendimiento de 0,25g/g trabajando con hidrolizados liquidos residuales de
cervecera y concentraciones de 4,68g/1 de butano (rendimiento de 0,27g/g)
procedente de liquidos residuales de industria de almidon, empleando C.
beijerinckii NRRL B-466. Han et al. (2013) [54], fermentaron liquidos de
pretratamiento provenientes de un pretratamiento acido de biomasa
procedente de Sauce, empleando C. beijerinckii NCIMB 8052 y obteniendo
concentraciones de 4,5g/L de butano y 8,9 g/L de ABE después de
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neutralizacion con hidroxido de calcio hasta pH entre 6 y 8. El butanol que se
ha obtenido en este experimento es similar al de Han y superior a Maiti, pero
inferior al experimento mas similar, el realizado por Plaza, mientras que para
ABE, todas las concentraciones aqui senaladas son superiores a la nuestra.

En conclusion, los datos obtenidos son similares o peores en comparacion a
experimentos similares, en especial los obtenidos para el hidrolizado
enzimatico, que puede llegar a ser incluso 10 veces inferior que otros,
pudiéndose deber a la presencia de elementos inhibidores no eliminados
correctamente en la detoxificacion.
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5. Analisis econdémico

Las estimaciones del costo de capital para plantas en las que tienen lugar
procesos quimicos, a menudo se basan en una estimacion del coste de la
compra de los principales elementos necesarios para llevar a cabo el proceso,
mientras que los otros costes se calculan como factores del coste del equipo.
La precision de estas estimaciones depende de en qué etapa de diseno se
encuentra la planta en ese momento y de la fiabilidad de los datos que se
dispongan sobre los elementos a utilizar y su coste.

Aqui es donde aparece Lang, que en el ano 1948 propuso que el coste capital
fijo de una planta se dé en funcion del coste total del equipo. De esta manera
se desarrolla el método factorial de Lang, el cual obtiene una estimacion de los
costes que tiene la inversion en el desarrollo del proyecto de una planta nueva,
utilizando una extrapolacion de los equipos mas importantes que se vayan a
utilizar, para, gracias a este método, poder obtener el coste de una fabrica o
planta como un mdaltiplo del valor del equipo base. Este mdultiplo fue
denominado factor de Lang, cuyo valor varia en funcion del producto final de la
planta, ya sea liquido, so6lido o ambos.

Este método factorial de Lang es el que se va a utilizar para realizar este
analisis, para asi poder saber la viabilidad que tiene este proceso de poder
llevarse a cabo. Como los productos finales obtenidos en esta planta son
acetona, butanol y etanol, se analizaran los gastos de adquisicion y explotacion
del equipo junto con el gasto para la produccion de estos compuestos [55].

n
CTM = FLang Zcpi
i=1

Total Module Cost Purchased Cost of Major Equipment
From Preliminary PFD
(Pumps, Compressors, vessels, etc.)

Figura 37. Cdlculo del coste total con el factor de Lang

El primero paso sera calcular el coste de los equipos, utilizando la expresion:
Ce = C Sn, siendo:

C: Coste unitario. Al utilizarse en este caso reactores, el valor de C=
15000%

S: Volumen del equipo necesario en m3.

¢ N: Es un valor constante, que en este analisis sera 0,4.

Tras conocer estos términos, hay que tener en cuenta que para obtener el
volumen de cada uno de los equipos (S), hay que desarrollar el balance de
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materia de este proceso, mientras que para obtener el costo en euros, hay que
tener en cuenta dos valores en concreto, cuyo valor varia y hay que saberlo
para el momento en el que se realiza este método: El IPC 1,264 a mayo '20, y
la correccion €/%, que a junio de 2020 es 0,88€/$

Pretratamiento 666,67

313,64
Detoxificacion
HE 301,00
Fermentacion
HE 314,55
Detoxificacion 365,67
LP
Fermentacion 382,12

Carga \' factor ]
1,2

0,67 1,00 15000 0,4 16684,80
10,05 1,2 12,00 15000 0,4 90161,99
0,50 1,2 1,00 15000 0,4 16684,80
10,08 1,2 12,00 15000 0,4 90161,99
0,37 1,2 0,40 15000 0,4 11564,98
12,22 1,2 14,00 15000 0,4 95896,38

Ce 321154,95

total (€)

Este valor remarcado en amarillo es Total Purchase Cost (PCE). Ya que se ha
calculado esto, se puede calcular el resto del coste de capital para la apertura
de la planta con los factores dado en la figura x. Como se puede ver en la figura
38, el valor del resto de cosas se puede calcular como un multiplo en concreto

del PCE:

Process type
Item Fluids Fluids— Solids
solids
1. Major equipment, total purchase
cost PCE PCE PCE
f1 Equipment erection 0.4 0.45 0.50
f2 Piping 0.70 0.45 0.20
f3 Instrumentation 0.20 0.15 0.10
f a Electrical 0.10 0.10 0.10
f5 Buildings. process 0.15 0.10 0.05
*f & Utilities 0.50 0.45 0.25
*f7 Storages 0.15 0.20 0.25
*fa Site development 0.05 0.05 0.05
*fo Ancillary buildings 0.15 0.20 0.30
2. Total physical plant cost (PPC)
PPC=PCE{l+ f1+---+ fo)

= PCE = 340 315 2.80
S o Design and Engineering 0.30 0.25 0.20
S 11 Contractor’s fee 005 0.05 0.05
f12 Contingency 0.10 0.10 0.10

Fixed capital = PPC (1 + fio + f11 + f12)
= PPC = 1.45 1.40 1.35

*Omitted for minor extensions or additions to existing sites.

Figura 38. Factores para la estimacion de los costes fijos de capital

106



@ Jaime Aguado Garcia
Grado en Tecnologias Industriales

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

Para estos primeros calculos, es importante senalar, que el PCE es
redondeado, quedando en un valor de 300000, y que, dentro de los valores de
la tabla, los coeficientes son elegidos de la columna liquidos-soélidos.

Descripcion del factor m Coste (€)
f1

045 1350000
f2 0,45 135000,0
s 015 450000
N 01 300000
fs 01 300000
[utilidad =[G 0,45 135000,0
z 02 600000
fs 005 150000
fs 02 600000

Coste total 645000,0€

Junto con este valor obtenido, al sumar el PCE, como viene indicado en la figura,
se podra obtener el PPC (Total Physically Plant Cost), dandonos un total de
945000¢€.

Por ultimo, para completar la informacion dada por la figura 38, se tendran que
calcular 3 costes mas y asi obtener el Fixed Capital.

Descripcion del factor m Coste (€)

f10 025 2362500
Sueldo contratistas f11 0,05 47250,0
Contingencia f12 0,1 94500,0

Coste total 378000,0 €

Si a este valor obtenido, le sumamos el PPC, obtendremos el Coste Total de la
Inversion (Fixed Capital o Total Investment Cost), también llamado como capital

fijo.
Capital fijo = PPC + f10 + f11 + f12 = 1323000,0 €

Para terminar este apartado, hay que sumar un término mas, que es el working
capital, equivalente a un 0,05% del capital fijo, que es dinero en efectivo para
tener una mayor liquidez. De este modo obtendremos el coste total de inversion
gue se tendra que hacer en un principio:

Coste total de inversion = Capital fijo + Capital fijo - (1 + 0,05) = 1389150,0 €
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El siguiente apartado consiste en calcular, de una manera analoga al anterior,
el coste de produccion. Los factores y distintos métodos a calcular se pueden

observar en la figura 39:

Variable costs

Raw materials
Miscellaneous materials
Utilities

4. Shipping and packaging

et~

Sub-total A

Fived costs

. Maintenance

. Operating labour
. Laboratory costs
Supervision
Plant overheads
Capital charges
Insurance

Local taxes

. Royalties

S L R

Sub-total B

Direct production costs A + B
13. Sales expense
14. General overheads
15. Research and development
Sub-total C

Annual production cost=A+B+C =

Production cost £kg =

Tvpical values

from flow-sheets

10 per cent of item (5)
from flow-sheet
usually negligible

5—10 per cent of fixed capital
from manning estimates
20-23 per cent of 6

20 per cent of item (6)

50 per cent of item (6)

10+ per cent of the fixed capital
| per cent of the fixed capital
2 per cent of the fixed capital
1 per cent of the fixed capital

2030 per cent of the direct
production cost

Annual production cost

Annual production rate

Figura 39. Resumen de los costes de produccion

Para calcular el primer grupo de costes, “Variable costs” o costes variables,
antes se tiene que calcular el coste de las materias primas a utilizar.

100,00 0,02 2,00
m 40454 2,00 809,09
| sulfurico [NV 0,08 0,54
559,67 0,00 1,80
m 192,64 400 770,56
Total  1613,24€

Materias carga Precio Precio precio precio
prlmas (kg/carga) | (€/kg) | (€/carga) cargas/dla (€/dia) (€/afio)

16,00 32,00 9600,00

0,50 404,54 121363,20

16,00 8,62 2587,20

16,00 28,80 8639,46

1,00 770,56 3082,24

16,00 468,05 1872,21
1712,58 147144,32

€ €

Se ha considerado que en el pretratamiento hay 16 cargas al dia. Para la
hidrolisis enzimatica tiene que dar cabida a 32 cargas en 48 horas, con 2
tanques para no parar la planta. Para la detoxificacion HE, se considera 1
tanque con capacidad de 32 cargas, mientras que para la detoxificacion LP,
tiene 1 tanque con 1 carga por 1 hora. Para las dos fermentaciones, se
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consideran 2 tanques de fermentacion para no parar la planta, con cabida para
32 cargas.

132300
135000,0
00

Subtotal costes variables 295374,3 (€)

El valor de las materias primas ha sido obtenido anteriormente, el valor de
materiales varios es un 10% del mantenimiento, valor que se obtendra a
continuacion, las utilidades han sido calculadas en el coste total de inversion,
mientras que los envios y embalajes se desprecian.

A continuacion, se calculan los siguientes costes de la figura 39, los costes fijos:

Descripcion del factor Factor Coste (€)
5. Mantenimiento 0,1 (10% FC) 132300,0
6. Mano de obra 0,05 (5% de Manning) 80000,0
7. Costes de laboratorio 0,2 (20% mano obra) 16000,0
8. Supervision 0,2 (20% mano obra) 16000,0
9. Plan de gastos generales 0,5 (50% mano obra) 40000,0
10. Cargas de capital 0,1 (10% FC) 132300,0
11. Seguro 0,01 (1% FC) 13230,0
12. Impuestos locales 0,02 (2% FC) 26460,0
11. Derechos de autor 0,01 (1% FC) 800,0

Subtotal costes fijos 457090,0€

La suma de estos dos subtotales nos da el valor de costes directos de
produccion. (CDP)

CDP = Costes variables + Costes fijos = 752464, 3€

Se procede al calculo de los costes indirectos:

Desripcion delfactor | Factor | Coste(©) |
020 (20%COP) 150492,
020 (20% COP) 150492,
020 (20%COP) 150492,

Sub total costes indirectos 451478,6€
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Por lo que, sumando este Ultimo valor con el CDP, se obtendra el coste de
produccion anual (CPA).

CPA = CDP + Costes indirectos = 1203942,9€

Por Gltimo, ya que en este proceso si que se obtienen productos comerciales,
se puede calcular cuanta cantidad de estos productos se van a obtener, y
cuanto gasto corresponde por cada kg generado de estos productos. Lo
primero que se debe tener en cuenta, es que se supone 300 dias trabajados
por ano, partiendo de esto, podemos sacar las producciones de butanol y ABE
en este caso:

g/

Butanol 19673 2,73
24850 3,45

Ya con estos valores obtenidos, se puede sacar el precio por cada kg obtenido:

Coste de produccion _
€/kg BSG 2,5082

Con todo el analisis realizado, se puede concluir que la inversion que es
necesaria hacer sera de un Coste Total de Inversion de 1389150€, ademas de
otro valor, el Coste de Produccion Anual, que asciende hasta los 1203942,9€.

En cuanto al precio que costaria a esta planta la produccion en € por cada Kg,
a priori es un valor alto que podria no hacer rentable el funcionamiento de la
planta, pero lo que se va a comprobar aqui la viabilidad de anadir la etapa de
detoxificacion a este proceso. Para comprobar esto, lo que se ha hecho ha sido
calcular de nuevo el coste de produccion sin detoxificacion, obteniendo un valor
de 2,49€/Kg BSG, dando una diferencia de menos de 2 céntimos de euro,
siendo un gasto asumible en comparacion con la mejora en rendimiento y
productividad que aporta la etapa de detoxificacion.

Ante algunas simplificaciones efectuadas en los calculos, se han realizado de
nuevo las cuentas sin redondear los costes de equipos, obteniendo 2,61€/Kg
BSG con detoxificacion y 2,46€/Kg BSG sin detoxificacion, diferencia entre las
dos partes auln lo suficientemente pequena como para ser asumible.
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6. Conclusiones

Las principales conclusiones del trabajo realizado son las siguientes:

Con larealizacion de los diferentes ensayos con los medios modelo preparados,
se determina que, entre los dos grupos de resinas seleccionados, las que
muestran un mejor rendimiento en cuanto a eliminacién de inhibidores y menor
consumo de azlcares son las resinas anionicas fuertes. Las resinas anionicas
débiles obtienen unos buenos resultados en cuanto a eliminacion de
inhibidores, pero la disminuciéon en la concentracion de azlcares que
presentan es muy elevada, llegando a reducirse en un 19,56% de glucosa (S45
al 3%), frente a un 9,24% como maximo encontrado con las resinas fuertes. En
cuanto a estas resinas fuertes, con concentraciones de 2% y 3% pueden llegar
a eliminar el 100% tanto de acido cumarico como ferdlico, pero la resina MP
elimina menos azucares que la otra resina fuerte, VP. Tras todos estos datos y
comparaciones, la resina MP, en sus concentraciones de 1% y 2% es la que
mas se acerca a cumplir los objetivos que busca la etapa de detoxificacion.

Gracias a la eleccion trabajando con medios modelo, se puede trabajar
directamente con soélo una resina en el medio real. La primera conclusion a la
que se llega a primera vista observando los resultados, es que la detoxificacion
en medio real no ha sido tan efectiva como cuando se realizd en medios
modelo. Las razones por las que ha ocurrido esto pueden ser que al trabajar
con los medios modelo, sblo se introdujeron como elementos inhibidores al
acido cumaricoy al acido ferulico, sin embargo, el medio real contiene una gran
variedad de estos elementos de caracter anionico, provocando que la resina se
sature antes, que los inhibidores queden retenidos y por lo tanto se consiga un
peor rendimiento; la otra razén es que estas resinas utilizadas no son
especificas para la eliminacion de fendlicos, y como en el medio real hay mas,
dificulta el proceso.

Sobre el rendimiento de esta resina en medio real, los resultados que se
obtienen son muy distintos en funcién del medio en que se realiza, liquido
pretratado o hidrolizado enzimatico. El hidrolizado ofrece unos resultados algo
pobres, perdiendo mas azucares que los que se perdian en el medio modelo,
haciendo que para la posterior fermentacion se obtengan valores muy bajos de
rendimiento y productividad de butanol y ABE. Esto puede ser debido, como se
ha comentado a lo largo del trabajo por la compleja matriz que presenta,
pudiendo hacer que la resina presente una mayor afinidad a la adsorcion de
azucares, viéndose modificados la cinética y el equilibrio de adsorcion. En
general se puede concluir, que los mejores resultados se obtienen utilizando la
resina fuerte MP con una concentracion del 2%, siendo ésta capaz de eliminar
en el liquido pretratado el 100% de vanilico, vainillina, siringico y cumarico, 69%
de 4-hidroxibenzoico, 53,8% de siringaldehido y un 32,7% de ferdlico,
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obteniendo pérdidas de azucar no demasiado elevadas, siendo el maximo un
3,2% para glucosa. Las resinas parecen cumplir su funcién y pueden ser una
buena opcién para realizar la detoxificacion, pero teniendo en cuenta los
resultados obtenidos aqui, para siguientes experimentos hay que elegirlas y
determinar sus cantidades sabiendo que, en estas concentraciones probadas,
se saturany no pueden realizar el proceso al completo, necesitando quizas una
mayor concentracion, pero teniendo también cuenta el azlcar eliminado.

En cuanto a los datos de produccion de butanol y ABE, los mejores resultados
se logran con Liquido pretratado con MP al 2%, con un rendimiento de butanol
de 0,306(g/g), 0,396(g/g) de ABE y una productividad de 0,047 (g/L:h) de
butanol y 0,061 (g/L:h) de ABE. En comparacién con experimentos similares,
debido a lo explicado anteriormente que ocurre en el medio real, los resultados
sobre todo en el hidrolizado enzimatico son peores que otros, pero los
resultados del liquido pretratado, en cuanto a rendimiento son similares,
incluso en comparacion con alguno, como el 4°, son superiores, ya que obtiene
0,17 g/g de butanol y 0,22 g/g ABE. Por otro lado, en cuanto a productividad,
en casi todos los casos, los resultados obtenidos son menores que los de los
otros experimentos, como el 4°, que obtiene 0,07 g/L-h de butanol y 0,09 g/L:h
de ABE.

Para llevar a cabo un estudio economico preliminar se ha utilizado el método
factorial de Lang. Los principales resultados indican que se necesita una
inversion de 1389150 €, como coste total de inversion, con un coste de
produccion anual de 1203942,9€. Gracias a estos datos, se puede obtener
también el dato de costes de produccion, siendo de 2,61€/Kg BSG, mientras
qgue el coste en un proceso sin detoxificacion y por tanto los gastos que este
ocasiona, es de 2,46€/Kg BSG, precio asumible a sumar al proceso, ya que,
por esa cantidad de dinero anadido, puedes obtener un mejor rendimiento y
productividad de solventes, proporcionando una mayor viabilidad al proceso.
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PRODUCT INFORMATION

LEWATIT® VP OC 1074 Lewatit

Lewatite VPOC 1074 is a food grade, macroporous, strongly basic (type 1) anion exchange resin based on
a crosslinked polyacrylate. It is bead-shaped and has a special bead size distribution for use in the following
processes:

* Co-current system
+ Counter-current systems (Lewatit> WS system / fluidized bed)
» Counter-current systems (Lewatit VWS system / compound fluidized bed)

In its chloride form, the Lewatite VPOC 1074 is suitable for the decolorization of:

* syrups from sugar production, especially cane sugar
* solutions of organic products, e. g. glycerin, amino acids

The macroporous structure and balanced resin matrix of Lewatite VPOC 1074 facilitate the kinetics of
adsorption and desorption. Substances adsorbed, e. g. high-molecular hydrophilic anionic organic
substances and colorants from sugar solutions, can be desorbed easily by regeneration with a neutral or
alkaline sodium chloride solution.

Lewatite VPOC 1074 is therefore highly recommended for use wherever complete and rapid removal of
a relatively high concentration of organic substances is required. Use in combination with other Lewatit*
adsorber resins such as Lewatit® S 6368 A allows simultaneous fine polishing.

If using Lewatite VPOC 1074 to treat potable water and the aqueous solutions listed above, special care
should be given to the initial cycles of the new resin. Please refer to the recommended start-up conditions
available on request.

The special properties of this product can only be fully utilized if the technology and process used
correspond to the current state-of-the-art. Further advice in this matter can be obtained from Lanxess,
Business Unit Liquid Purification Technologies.

Common Description

Delivery form Cl-

Functional group Quaternary ammonium
Type 1

Matrix Acrylic

LANXESS

Energizing Chemistry



PRODUCT INFORMATION =g0
LEWATIT® VP OC 1074 Lewatlt
Structure Macroporous
Appearance White, opaque

Specified Data

Uniformity coefficient max. 1.8
Mean bead size d50 mm 0.40-1.60
Effective size d1o mm 0.50-0.60
Total capacity (delivery min. eq/L 0.85
form)

LANXESS
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PRODUCT INFORMATION

=g @
LEWATIT® VP OC 1074 Lewatit
1
Typical Physical and Chemical Properties
Bulk density for (+/-5%) g/L 720
shipment
Density approx. g/mL 1.06
Water retention approx. weight % 66-72
(delivery form)
Volume change (CI--OH) max. approx. % 20
Stability pH range 0-14
Stability temperature °C 1-75 (Cl)
range
Storage time (after max. years 3
delivery)
Storage temperature °C -20-+40
range
Operation
Operating temperature max. °C 75 (Cl)
Operating pH range during exhaustion 0-12
Bed depth for single min. mm 800
column
Back wash bed % 10
expansion per m/h
(20°C)
Specific pressure loss kPa*h/m: (15°C) 1.1
kPa*h/m2 (15°C)
Max. pressure loss kPa 250
during operation
Specific flow rate max. BV/h 5
Regeneration
NaCl regeneration concentration approx. wt. % 10
NaCl regeneration quantity co-current min. g/L resin 200

LANXESS
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® VP OC 1074

Lewatit’

1
NaCl regeneration quantity counter-current min. g/L resin 200
NaOH regeneration concentration approx. wt. % 2-6
NaOH regeneration quantity co-current min. g/L resin 100
NaOH regeneration quantity counter-current min. g/L resin 70
NaCl/NaOH regeneration | concentration approx. wt. % 10/1-2
NaCl/NaOH regeneration | quantity co-current min. g/L resin 200/20
NaCl/NaOH regeneration | quantity counter-current min. g/L resin 200/20
Regeneration contact min. minutes 20
time
Slow rinse at min. BV 2
regeneration flow rate
Fast rinse at service flow min. BV 2
rate
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PRODUCT INFORMATION

LEWATIT® VP OC 1074 Lewatit

Additional Information & Regulations

Safety precautions

Strong oxidants, e.g. nitric acid, can cause violent reactions if they come into contact with ion exchange
resins.

Toxicity

The safety data sheet must be observed. It contains additional data on product description, transport,
storage, handling, safety and ecology.

Disposal

In the European Community lon exchange resins have to be disposed, according to the European waste
nomenclature which can be accessed on the internet-site of the European Union.

Storage

It is recommended to store ion exchange resins at temperatures above the freezing point of water under
roof in dry conditions without exposure to direct sunlight. If resin should become frozen, it should not be
mechanically handled and left to thaw out gradually at ambient temperature. It must be completely
thawed before handling or use. No attempt should be made to accelerate the thawing process.

Packaging

The experience has shown that the packaging stability for reliable resin containment is limited to 24
months under the storage conditions described above. It is therefore recommended to use the product
within this time frame; otherwise the packaging condition should be checked regularly.

LANXESS
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® VP OC 1074

This information and our technical advice — whether verbal, in writing or by way of trials —are
given in good faith but without warranty, and this also applies where proprietary rights of third
parties are involved. Our advice does not release you from the obligation to check its validity and
to test our products as to their suitability for the intended processes and uses. The application,
use and processing of our products and the products manufactured by you on the basis of our
technical advice are beyond our control and, therefore, entirely your own responsibility. Our
products are sold in accordance with the current version of our General Conditions of Sale and
Delivery.

Lewatit’

LANXESS Deutschland GmbH
Liquid Purification Technologies
Kennedyplatz 1

50569 Koeln Germany

+49-221-8885-0
lewatit@lanxess.com

www.lanxess.com www.|pt.lanxess.com
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PRODUCT INFORMATION LEWATIT

LEWATIT® MonoPlus MP 500

B THE BETTER CHANGE

Lewatit® MonoPlus MP 500 is a strongly basic, macroporous anion exchange resin (type ) with beads of
uniform size (monodisperse) based on a styrene-divinylbenzene copolymer, designed for all
demineralization applications.

The monodisperse beads have high chemical and osmotic stability. The extremely high monodispersity
(uniformity coefficient: max. 1.1) and very low fines content of max. 0.1 % (< 0.315 mm) result in particularly
low pressure losses compared with standard resins. Due to its special macroporous structure

Lewatit® MonoPlus MP 500 stands for effective adsorption and desorption of naturally occuring organic
substances.

Lewatit® MonoPlus MP 500 is especially applicable for:

»

»

»

demineralization of water for industrial steam generation, e.g. Lewati WS System, Lewatit® Liftbed
System or Lewatit ® Rinsebed System

polishing using the Lewatit® Multistep System or a conventional mixed bed arrangement in
combination with Lewatit® MonoPlus SP 112 or Lewatit® MonoPlus SP 112 H

condensate polishing in combination with Lewatit® MonoPlus SP 112 H

Lewatit® MonoPlus MP 500 adds special features to the resin bed:

»

»

»

»

»

»

high flow rates during regeneration and loading
good utilization of the total capacity
low rinse water requirement

homogeneous throughput of regenerants, water and solutions, resulting in a homogeneous
operating zone

virtually linear pressure drop gradient across the entire bed depth, allowing operation with higher
bed depths

good separation of the components in mixed bed applications

The special properties of this product can only be fully utilized if the technology and process used
correspond to the current state-of-the-art. Further advice in this matter can be obtained from Lanxess,
Business Unit lon Exchange Resins.

LANXESS
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® MonoPlus MP 500

General Description

LEWATIT

BN THE BETTER CHANGE

lonic form as shipped

Cr

Functional group

quaternary amine, type |

Matrix crosslinked polystyrene
Structure macroporous
Appearance beige, opaque

Physical and Chemical Properties

metric units
Uniformity coefficient* max. 1.1
Mean bead size* mm 0.62 (+/- 0.05 )
Share of beads in the Mean bead size +/- 0,06 vol. % >90
range* mm
Bulk density (+/- 5 %) g/l 640
Density approx. g/ml 1.06
Water retention wt. % 60 - 65
Total capacity* min. eq/| 1.1
Volume change Cl--> OH max. vol. % 22
Stability at pH-range o - 14
Storability of the product max. years 2
Storability temperature range °C 20 - 40

* Specification values subjected to continous monitoring.
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® MonoPlus MP 500

BN THE BETTER CHANGE

Recommended Operating Conditions*

metric units

Operating temperature max. °C 70
Operating pH-range 0o - 12
Bed depth min. mm 800
Specific pressure loss (15 °C) approx. kPa*h/mz 0.8
Pressure loss max. kPa 300
Linear velocity exhaustion max. m/h 60 ***
Linear velocity backwash (20 °C) approx. m/h 5
Bed expansion (20 °C, per m/h) approx. vol. % 18
Freeboard backwash vol. % 100

(extern / intern)
Regenerant NaOH
Counter current level approx. g/l 50
regeneration
WS-System concentration approx. wt. % 2 - 4
Linear velocity regeneration approx. m/h 5
Linear velocity rinsing approx. m/h 5
Rinse water requirement slow / fast approx. BV 25
Co current regeneration  level approx. g/l 100
Co current regeneration  concentration approx. wt. % 3 - 5
Linear velocity regeneration approx. m/h 5
Linear velocity rinsing approx. m/h 5
Rinse water requirement slow / fast approx. BV 8
Mixed bed operation
Bed depth min. mm 500
Regenerant level approx. g/l 100
Regenerant concentration approx. wt. % 2 - 6

* The recommended operating conditions refer to the use of the product under normal operating
conditions. It is based on tests in pilot plants and data obtained from industrial applications. However,
additional data are needed to calculate the resin volumes required for ion exchange units. These are to be
found in our Technical Information Sheets.

***100m/h for polishing
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PRODUCT INFORMATION LEWATIT

LEWATIT® MonoPlus MP 500

BN THE BETTER CHANGE

Additional Information & Requlations

Saftey precautions

Strong oxidants, e.g. nitric acid, can cause violent reactions if they come into contact with ion exchange
resins.

Toxicity

The safety data sheet must be observed. It contains additional data on product description, transport,
storage, handling, safety and ecology.

Disposal

In the European Community lon exchange resins have to be disposed, according to the European waste
nomenclature which can be accessed on the internet-site of the European Union.

Storage

It is recommended to store ion exchange resins at temperatures above the freezing point of water under
roof in dry conditions without exposure to direct sunlight. If resin should become frozen, it should not be
mechanically handled and left to thaw out gradually at ambient temperature. It must be completely thawed
before handling or use. No attempt should be made to accelerate the thawing process.

The manner in which you use and the purpose to which you put and utilize our products,
technical assistance and information (whether verbal, written or by way of production
evaluations), including any suggested formulations and recommendations are beyond our
control. Therefore, it is imperative that you test our products, technical assistance and
information to determine to your own satisfaction whether they are suitable for your intended
uses and applications. This application-specific analysis must at least include testing to
determine suitability from a technical as well as health, safety, and environmental standpoint.
Such testing has not necessarily been done by us. Unless we otherwise agree in writing, all
products are sold strictly pursuant to the terms of our standard conditions of sale. All
information and technical assistance is given without warranty or guarantee and is subject to
change without notice. It is expressly understood and agreed that you assume and hereby
expressly release us from all liability, in tort, contract or otherwise, incurred in connection with
the use of our products, technical assistance, and information. Any statement or
recommendation not contained herein is unauthorized and shall not bind us. Nothing herein
shall be construed as a recommendation to use any product in conflict with patents covering
any material or its use. No license is implied or in fact granted under the claims of any patent.

Edition: 2006-06-12
Previous Edition: 2005-10-19
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PRODUCT INFORMATION T
LEWATIT® A 365 Lewatit

Lewatit ® A 365 is a premium food grade, gel type, weak base anion exchange resin based on a
polyacrylate polymer. Lewatit® A 365 is designed to offer exceptional high operating capacity, good
physical stability and excellent resistance to mechanical osmotic shock. The acrylic matrix of Lewatit® A 365
offers rapid kinetics for common anions, including larger, more bulky, anions like sulfate. Lewatit® A 365 is
fully regenerable with NaOH and other weak bases. As Lewatit® A 365 is a true weak base resin, the
regenerant consumption is close to stoichiometric. Lewatit® A 365 is recommended for applications
including demineralisation of high TDS waters, selective sulfate removal, purification of aqueous solutions,
including decolorisation applications and once-through cartridge applications.

Lewatit® A 365 is supplied in a heterodispersed patrticle size distribution as spherical beads in the fully

swollen moist free base form. Lewatit® A 365 is prepared with a minimum amount of fines (-50 mesh
particles) resulting in low pressure losses during service.

The special properties of this product can only be fully utilized if the technology and process used correspond to the current state-of-the
-art. Further advice in this matter can be obtained from Lanxess, Business Unit lon Exchange Resins.
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® A 365

Lewatit

(===
General Description
lonic form as shipped Free base
Functional group Polyamine
Matrix Acrylate / DVB
Structure Gel
Appearance Yellow-white, opaque

Physical and Chemical Properties

metric units
Total capacity* min. eq/| 3.4
Uniformity Coefficient* max. 1.7
Effective size mm >0,4
Bulk density (+/- 5 %) g/l 730
Density approx. g/ml 1.18
Water retention wt. % 44 - 51
Volume change FB --> CI max. vol. % 16
Stability at pH-range 0-14
Stability temperature range °C 1-70
Storability of the product max. years 2
Storability temperature range °C -20 - +40

* Specification values subjected to continuous monitoring.
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® A 365

Lewatit

(===
Recommended Operating Conditions*
metric units
Operating temperature max. °C 60
Operating pH-range 0-9
Bed depth min. mm 800
Pressure drop max. kPa 200
Linear velocity exhaustion max. m/h 5-40
Freeboard backwash vol. % 80 - 100
(extern / intern)

Regenerant NaOH
Linear velocity regeneration approx. m/h 1-10
Volumetric flow rate exhaustion BV/h 4-30
Regenerant level approx. g/l 80 - 160
Regenerant concentration approx. wt. % 3-5
Linear velocity rinse, slow / fast m/h 1-10/5-60
Volumetric flow rate regeneration BV/h 15-4
Volumetric flow rate rinse, slow / fast approx. BV/h 1.5-4/8-30
Rinse water requirement slow / fast approx. BV 1-25/3-8

* The recommended operating conditions refer to the use of the product under normal operating conditions. It is based on tests in pilot
plants and data obtained from industrial applications. However, additional data are needed to calculate the resin volumes required for

ion exchange units. These data are to be found in our Technical Information Sheets.
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PRODUCT INFORMATION T
LEWATIT® A 365 Lewatit

Additional Information & Regulations

Safety precautions

Strong oxidants, e.g. nitric acid, can cause violent reactions if they come into contact with ion exchange
resins.

Toxicity

The safety data sheet must be observed. It contains additional data on product description, transport,
storage, handling, safety and ecology.

Disposal

In the European Community lon exchange resins have to be disposed, according to the European waste
nomenclature which can be accessed on the internet-site of the European Union.

Storage

It is recommended to store ion exchange resins at temperatures above the freezing point of water under
roof in dry conditions without exposure to direct sunlight. If resin should become frozen, it should not be
mechanically handled and left to thaw out gradually at ambient temperature. It must be completely thawed
before handling or use. No attempt should be made to accelerate the thawing process.

This information and our technical advice — whether verbal, in writing or by way of trials —
are given in good faith but without warranty, and this also applies where proprietary rights
of third parties are involved. Our advice does not release you from the obligation to check
its validity and to test our products as to their suitability for the intended processes and
uses. The application, use and processing of our products and the products manufactured
by you on the basis of our technical advice are beyond our control and, therefore, entirely
your own responsibility. Our products are sold in accordance with the current version of
our General Conditions of Sale and Delivery.
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PRODUCT INFORMATION T
LEWATIT® S 4528 Lewatit

Lewatit® S 4528 is a Food grade, weak basic macroporous anion exchange resin (tertiary and very low level
of quaternary amino groups) based on polystyrene. It is bead-shaped and has a special bead bead size
distribution for use in the following processes:

» Lewatit® WS system (fluidized bed)
» Lewatit® VWS system (compound fluidized bed)
» Standard co current regenerated system

Lewatit® S 4528 is suitable in the free base form for:

» acid removal and simultaneous decolorization of solutions of organic products such as sugar,
gelatine, glycerin, grape must, whey, fruit concentrates, etc.

Its macroporous structure ensures very good adsorption of both acid and organic substances (e.g.
colorants). These are desorbed by regeneration with caustic soda solution. On account of its low basicity,
Lewatit® S 4528 can be used in the treatment of products sensitive to alkali. The partial isomerisation
resulting from contact with the ion exchange resin (e.g. conversion of glucose to fructose and mannose) is
negligible.

When using Lewatit® S 4528 to treat potable water and the aqueous solutions listed above, special care

should be given to the initial cycles of the new resin. Please refer to the recommended start-up conditions
available on request.

The special properties of this product can only be fully utilized if the technology and process used correspond to the current state-of-the
-art. Further advice in this matter can be obtained from Lanxess, Business Unit lon Exchange Resins.
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® S 4528

Lewatit

—
General Description
lonic form as shipped free base
Functional group tertiary amine
Matrix crosslinked polystyrene
Structure macroporous
Appearance beige, opaque
Physical and Chemical Properties
metric units
Uniformity Coefficient* max. 1.6
Bead size* >90 % mm 04 - 1.2
5
Effective size” mm 05 (+- 0.0 )
5 5

Bulk density (+/- 5 %) g/l 620
Density approx. g/ml 1.02
Water retention wt. % 46 - 52
Total capacity* min. eq/| 1.7
Volume change free base --> CI max. vol. % 45
Stability at pH-range 0o - 14
Storability of the product max. years 2
Storability temperature range °C 20 - 40

* Specification values subjected to continuous monitoring.
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PRODUCT INFORMATION
LEWATIT® S 4528

Lewatit

—
Recommended Operating Conditions*
metric units
Operating temperature max. °C 80
Operating pH-range 0O - 8
Bed depth min. mm 800
Specific pressure drop (15 °C) approx. kPa*h/m? 1.1
Pressure drop max. kPa 250
Linear velocity operation max. m/h -
Linear velocity backwash (20 °C) approx. m/h 2 = 3
Bed expansion (20 °C, per m/h) approx. vol. % 30
Freeboard backwash vol. % 80 - 100
(extern / intern)

Regenerant NaOH
Counter current level approx. g/l 50 - 80
regeneration
Counter current concentration wt. % 2 - 4
regeneration
Co current regeneration  level approx. g/l 50 - 80
Co current regeneration  concentration approx. wt. % 2 - 4
Linear velocity regeneration approx. m/h 5
Linear velocity rinsing approx. m/h 5 - 8
Rinse water requirement slow / fast approx. BV 6

* The recommended operating conditions refer to the use of the product under normal operating conditions. It is based on tests in pilot
plants and data obtained from industrial applications. However, additional data are needed to calculate the resin volumes required for
ion exchange units. These data are to be found in our Technical Information Sheets.
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PRODUCT INFORMATION T
LEWATIT® S 4528 Lewatit

Additional Information & Regulations

Safety precautions

Strong oxidants, e.g. nitric acid, can cause violent reactions if they come into contact with ion exchange
resins.

Toxicity

The safety data sheet must be observed. It contains additional data on product description, transport,
storage, handling, safety and ecology.

Disposal

In the European Community lon exchange resins have to be disposed, according to the European waste
nomenclature which can be accessed on the internet-site of the European Union.

Storage

It is recommended to store ion exchange resins at temperatures above the freezing point of water under
roof in dry conditions without exposure to direct sunlight. If resin should become frozen, it should not be
mechanically handled and left to thaw out gradually at ambient temperature. It must be completely thawed
before handling or use. No attempt should be made to accelerate the thawing process.

This information and our technical advice — whether verbal, in writing or by way of trials —
are given in good faith but without warranty, and this also applies where proprietary rights
of third parties are involved. Our advice does not release you from the obligation to check
its validity and to test our products as to their suitability for the intended processes and
uses. The application, use and processing of our products and the products manufactured
by you on the basis of our technical advice are beyond our control and, therefore, entirely
your own responsibility. Our products are sold in accordance with the current version of
our General Conditions of Sale and Delivery.
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BC=135g

24,53 g glucano
24,49 g xylano
9,11 g arabinano
35,73 g LAT
37,95 g proteina
2,64 g cenizas

BC pretratado
(recup. Sélido 90 kg/100 kg BC)

29,28 g glucano

12,24 g xilano
0,57 g arabinano

49,49 g LAT

28,04 g proteina

1,85 g cenizas

H2504 1M
(0,067g/gMS)

Pretratamiento
Acido diluido 15%MS,

HE sin detoxificar
33,08 g/L glucosa
15 g/L xilosa
1,32 g/L fendlicos

HE detoxificado a)
29,57 g/L glucosa
13,30 g/L xilosa
1,25 g/L fendlicos

HE detoxificado b)
30,05 g/L glucosa
13,45 g/L xilosa
1,19 g/L fendlicos

15 FPU/gMS CTec2

|

BC oretratado

pH 1, 1212C, 30 min

|
Liquido pretratamiento:

4,06 g/L glucosa; 2,1kg/100kg BC glucano
8,42 g/L xilosa; 4,2kg/100kg BC xylano
9,50g/Larabinosa;4,7kg/100kgBC arabinan

0,34 g/L Ac Acético
0,035 g/L HMF
0,041 g/L Furfural
1,70 g/L fendlicos

—

Hidrolisis enzimatica
15%MS, pH 4,8, 55°C,
48h, 80 rpm

HE sin detoxificar

Detoxificacion

Detoxificacion

BC agotado
—

Liquido pretratamiento (LP)
Detoxificado

HE detoxificado

—>

Fermentacion; Indculo
10%; 359C, pH 5,5, 96h

a) Resinas intercambio idnico MP 1% w/v, 35°C, 24h

Fermentacion; Indculo

a) Resinas intercambio idnico MP 1% w/v, 359C, 24h
b) Resinas intercambio idnico MP 2% w/v, 359C, 24h

10%, 35°C, pH 5,5, 96h

Sin detoxificar: 2,336 g BuOH/Kg BC; 2,59 g ABE/Kg BC
a) 11,49 g BuOH/Kg BC; 15,81 g ABE/Kg BC
b) 7,39 g BUuOH/Kg BC; 8,3 g ABE/Kg BC

ABE
Sin detoxificar: 9,99 g BUOH/Kg BC; 12,62 g ABE/Kg BC
a) 23,57 g BUOH/kg BC; 32,78 g ABE/Kg BC
b) 33,596 g BUOH/Kg BC; 43,47 g ABE/Kg BC

b) Resinas intercambio idnico MP 2% w/v, 35°C, 24h

LP detoxificado a)
4,01 g/L glucosa
8,33 g/L xilosa
9,28 g/L arabinosa
0,34 g/L Ac Acético
0,0346 g/L HMF
0,0382 g/L furfural
1,57 g/L fendlicos

LP detoxificado b)
3,93 g/L glucosa
8,21 g/L xilosa
9,35 g/L arabinosa
0,34 g/L Ac Acético
0,0345 g/L HMF
0,0380 g/L furfural
1,54 g/L fendlicos







