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Resumen

El trabajo estudia del efecto de los pretratamientos térmico, acido diluido y basico
diluido sobre la produccion de biocombustibles a partir de bagazo de cana de
azlcar. Se obtiene bioetanol por fermentacion de los aziicares liberados en los
hidrolizados del bagazo pretratado y se genera biogas de los residuos de
fermentacion. El analisis de los soélidos pretratados revel6 que todos los
pretratamientos generaron pérdidas de masa debido a la solubilizacion de
componentes estructurales. Los solidos pretratados fueron hidrolizados con
cocteles enzimaticos comerciales, con el mejor rendimiento de conversion de
38,59% para celulosa y 43,58 % para xilanosa para el pretratamiento basico. Los
hidrolizados fueron fermentados con Saccharomyces cerevisiae, con rendimientos
respecto al maximo teodrico variando del 55% al 61%. Los residuos de las
fermentaciones fueron convertidos a biogas por biodegradacion anaerobia. El
balance energético preliminar revel6 la capacidad de generacion de 5 MJ/kg de
bagazo pretratado.

Palabras clave
Pretratamiento, bagazo de cana de azlcar, bioetanol, biogas, valorizacion.






Abstract

This work studied the effect of thermal, acid and alkaline pretreatments on the
production of biofuels from sugar cane bagasse. Bioethanol was obtained by
fermentation of sugar released in hydrolysates from pretreated bagasse and
biogas was generated by fermentation’s residue. Analysis of pretreated solid
revealed that all pretreatments generated mass losses due to the solubilization of
structural components. Pretreated solid were hydrolyzed by commercial enzymatic
cocktails with the best conversion yield of 38,59% for cellulose and 43,58% for
xylose, using the alkaline pretreatment. Hydrolysates were fermented by
Saccharomyces cerevisiae, with yields from 55% to 61% respect to the maximum
theoretical. Fermentation residues were converted to biogas by anaerobic
biodegradation. The preliminary energy balance revealed the capacity of generate
5 MJ/Kg of pretreated bagasse.

Keywords

Pretreatment, sugar cane bagasse, bioethanol, biogas, valorization.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes

En los dias actuales, la matriz energética mundial proviene mayoritariamente de
los combustibles fosiles (Figura 1.1) [1].

- 75%: Combustibles fosiles
- 12%: Combustién de madera
- B6%: Energia hidraulica

- B%: Energia nuclear

- 2%: Otros

Figura 1.1: Produccion energética del mundo [1]

La utilizacion de estas fuentes no renovables ha sido asociada a un constante
deterioro del medio ambiente, que se manifiesta en emisiones de contaminantes
tales como CO2, NOy, vy SOx, que a parte de su efecto contaminante, han sido
asociadas al aumento del efecto invernadero [1].

En los ultimos anos la demanda energética a nivel mundial ha ido aumentando
cada vez mas, debido a dos factores principales: el crecimiento de la poblacion
mundial y el desarrollo industrial. Este aumento en el consumo energético
proveniente de matrices fésiles, ha incrementado progresivamente las emisiones
de gases de efecto invernadero a la atmosfera y ha generado un aumento en la
demanda de petroleo, provocando también problemas politicos y econémicos
(Bellido et al., 2011).

Debido al agotamiento previsto de las fuentes fosiles de combustibles y los
problemas citados anteriormente, se han buscado intensivamente alternativas
para su sustitucion. Dentro de las muchas alternativas propuestas, la produccion
de energia a partir de fuentes renovables ha ido tomando cada vez mas
importancia debido a su menor impacto ambiental y a la posibilidad de disminuir
la dependencia de Occidente de los paises productores de petréleo de Oriente.
Teniendo en cuenta este panorama, la Union Europea ha desarrollado una politica
estratégica conjunta en la que establece que para el ano 2020, el 20% del
consumo de energia debe ser de caracter renovable, siendo el 10% destinados al
sector transporte (Bellido et al., 2011).

Las fuentes de energia renovables, también son conocidas como energias limpias
y tienen las siguientes caracteristicas: sus sistemas de aprovechamiento
energético suponen un menor impacto ambiental, la cercania de los centros de
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produccion energética a los lugares de consumo puede ser viable en muchas de
ellas y son una alternativa para las fuentes de energia no renovables o
convencionales [2].

Entre las fuentes de energia renovables mas destacadas tenemos: la energia
edlica cuyo potencial es muy elevado y esta adquiriendo cada vez mayor
implantacion gracias a las zonas de aprovechamiento eélico y a la optimizacion de
nuevos materiales en los aerogeneradores; la energia geotérmica procedente del
flujo calorifico de la tierra; la energia hidraulica, también con gran potencial de
implementacion, la energia maremotriz que aprovecha la energia contenida en las
olas; la energia solar que es la mayor fuente de energia disponible ya que el sol
proporciona una energia de 1,34 kw/m2 permitiendo que con captadores
energéticos adecuados se pudiera satisfacer la demanda energética mundial; y
por ultimo, una de las mas prometedoras, la produccion de biocombustibles a
partir de la biomasa organica, que tiene diferentes formas de aprovechamiento
segun su composicion [2].

1.2 Biocombustibles

Biocombustible es el térmico que se aplica a cualquier combustible de origen
biolégico, que se obtiene a partir de biomasa organica como pueden ser restos o
desechos organicos. Su caracteristica principal es que son renovables, ademas de
que no generan residuos de dificil tratamiento y emiten menor cantidad de CO2 ya
que estan producidos por un ciclo de carbono a corto plazo. En cuanto al
transporte tienen generalmente un balance energético positivo ya que la cantidad
de energia contenida en el producto es superior a la requerida para su produccion
y distribucion. (R.C. Saxena, D.K. Adhikari, 2009).

Dentro de los biocombustibles, los podemos clasificar en dos tipos: los liquidos
como son el bioetanol, el biodiesel, el biometanol, el biobutanol y los aceites
vegetales y los gaseosos como son el biogas, el gas de sintesis y el biohidréogeno.
Entre los biocombustibles liquidos los mas utilizados son el biodiesel y el bioetanol
y entre los biocombustibles gaseosos el mas utilizado es el biogas (Bellido et al.,
2011).

1.2.1 Bioetanol

El bioetanol es el biocombustible mas utilizado a nivel mundial en el sector del
transporte. La mayor parte del bioetanol procede de materias primas como la
cana de azlcar, pero también es producido a partir de remolacha o de granos de
cereales. Este etanol producido a partir de la fermentacion de los concentrados de
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azlicares provenientes de cultivos, se denomina de primera generacion (1G). Pese
a sus ventajas frente a los combustibles fosiles, sus materias primas forman parte
del sustento humano y animal y su disponibilidad es insuficiente para cubrir las
demandas de los paises industrializados. Buscandose mitigar estos problemas, se
han buscado desarrollar tecnologias para la produccion de los mismos
biocombustibles, pero a partir de los residuos agricolas y agroindustriales, de los
llamados residuos lignocelulosicos. Estos residuos contienen azlcares
poliméricos, que tras una serie de etapas pueden ser convertidos en combustibles,
los llamados combustibles de segunda generacion (2G). En la Figura 1.2 podemos
ver el esquema general de produccion de etanol de 1G y 2G a partir de las
diferentes materias primas (Garcia and Martinez, 2012).

PRIMERA GENERACION

Cana de azucar/ Azlcar

Remolacha
Hidrélisis Fermentacion ETANOL

Grano de cereal  Almidén

SEGUNDA GENERACION

Residuos
agricolas: Lignocelulosa pretratamiento  Hidrélisis Fermentacion ETANOL
paja de cereal

Figura 1.2: Esquema de produccion de etanol de 1G y 2G a partir de las diferentes
materias primas (Garcia and Martinez, 2012)

El bagazo de cana de aziicar es material sélido fibroso remanente de los tallos de
cana, que se obtiene como residuo del post procesamiento en las factorias para la
produccion de etanol combustible y/o azlicar alimentario. Desde el punto de vista
fisico, el bagazo integral se compone de 45% de fibra, 2-3% de soélidos insolubles,
2-3% de solidos solubles y 50% de humedad, mientras que desde el punto de vista
quimico, se compone de 40-50% de celulosa, 20-30% de hemicelulosa, 20-25%
de lignina y el 2,5% cenizas [3].

Los primeros paises en producir etanol y utilizarlo como biocombustible fueron
Brasil y EEUU, a partir de cana de azicar y de maiz respectivamente, y hasta a dia
de hoy son los mayores productores y exportadores de este. Se prevé que el
bioetanol va a ser el combustible dominante a medio plazo con una produccion de
1,81 millones de de barriles en 2017, donde Brasil y EEUU seran los mayores
productores junto con Canada y China. En la Figura 1.3 se muestra un grafico con
la prevision realizada por la IEA (International Energy Agency) (Sims et al., 2008)

13



[ Canada
M China

Producciénbiocetanol
(miles barriles/dia)

m Brasil
M Estados Unicos

2016 2017

Figura 1.3: Prevision del aumento de la produccion de bioetanol para los
principales productores (Sims et al., 2008).

En cuanto a las aplicaciones, el bioetanol puede utilizarse como combustible
Unico, produce un biocombustible de alto poder energético con caracteristicas
muy similares a la gasolina, debe ser mezclado en concentraciones bajas (5%-
10%) para que los motores no necesiten modificaciones, si se utilizan
concentraciones superiores es necesaria la adaptacion de los motores
[4].También puede utilizarse como aditivo para el gaséleo, de tal forma que
facilita la combustion y contribuye a reducir la emision de gases contaminantes,
ofreciendo una alternativa al diesel en el campo de los vehiculos diesel
(Rakopoulos et al., 2008).

1.2.2 Biogas

El biogas es un biocombustible que se genera en medios naturales a partir de
diferentes reacciones de biodegradacion que sufre la materia organica como
desechos de la agricultura, estiércol, desechos municipales o vegetales, mediante
la accion de microorganismos anaerobios asi como de otros factores en ausencia
de oxigeno. La composicion del biogas depende del sustrato digerido y del
funcionamiento del proceso. En general la composicion del biogas es de un 60%
metano (CH4), un 38% de dioxido de carbono (CO2) y trazas de otros gases [5]
como observamos en la tabla de la Figura 1.4:

14



Compuesto Concentracion
Metano (CHy) (%) 50-70
Dioxido de Carbono 30-50
(COz) (%)

Hidrogeno (H) (%) 1- 10
Nitrogeno (N3) (%) <3
Oxigeno (03) (%) <0.1
Acido Sulfhidrico (H:S)

(ppm) 0-38000

Figura 1.4: Composicion general del biogas (AGROWASTE, 2013)

En cuanto a las aplicaciones, el biogas puede ser utilizado para tratar residuos
biodegradables, dado que produce un combustible de gran valor (el metano), y
genera un residuo que puede aplicarse como abono genérico o acondicionador del
suelo. También puede ser utilizado para producir energia eléctrica mediante
turbinas o plantas generadoras de gas, asi como en estufas, calderas, hornos o
cualquier sistema de combustion de gas. Ademas el metano puede comprimirse y
utilizarse en los motores de los coches al igual que el gas natural comprimido
(GNC), en paises como Suecia, Alemania o Suiza se utiliza como combustible para
el transporte publico y privado [5].

1.3 Produccion de etanol a partir de biomasa ligninoceluldsica

Los métodos tradicionales de produccion de etanol 1G se basan en apenas dos
etapas, la extraccion de los concentrados de azilicares y su fermentacion. En el
caso de la produccion de etanol 2G a partir de biomasa lignocelulosica, el proceso
es mas complejo, ya que los polimeros de aziicares presentes deben ser
desenlazados de la trama con la lighina, convertidos en sus respectivas unidades
monomeéricas y finalmente fermentados hasta etanol. De esta manera el proceso
tiene las siguientes etapas principales, (Figura 1.5):

1. Preparacion del material ligninocelulésico (Reduccion de tamano)
Pretratamiento del material

Hidrolisis principal

Fermentacion

Recuperacion del etanol

ok 0N
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Enzimas

i Hidrélisis enzimatica
Biomasa

Hexosas

Recuperacion de

. Bioetanol
bioetanol

Reduccion de tamafio Pretratamiento

Pentosas

Pentosas solubilizadas

Fermentacion Aprovechamiento

lignina y residuos

Microorganismos

Figura 1.5: Esquema de las etapas de produccion del bioetanol (2G) (Bellido et al.,
2011)

1.3.1 Biomasa ligninoceluldsica

Los componentes de los materiales ligninocelulosicos se clasifican en 2 tipos:

Componentes estructurales: son tres polimeros, la celulosa (CsH100s)s, la
hemicelulosa (CsHgO4)m Yy la lighina [CoH1003(OCH3)o,0-1,7]n. Del total de
compuestos que forman los materiales lighinocelulésicos la celulosa representa el
50-60% del peso total, la hemicelulosa representa el 20-30% del peso total y la
lignina representa el 20% del peso total. La proporcion de estos componentes
varia dependiendo del material ligninoceluldsico (Figura 1.6). La union entre
celulosa y lignina puede producirse directamente a través de la hemicelulosa
(Figura 1.7), hecho que se restringe de forma severa la accesibilidad enzimatica y
microbiana a los polimeros de azlcares. La estructura y composicion quimica de
los materiales lighinoceluldsicos es un factor clave que afecta a la eficiencia de la
produccion de bioetanol de segunda generacion (Brandt et al., 2013) (Miguel,
2010).
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Biomasa Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Maderas duras

Nogal 26,2 20,9 21,9

Arce 44,9 23,0 28,0

Chopo 43,5 21,8 26,2

Alamo 49,9 25,1 18,1
Maderas blandas

Pino 46,4 20,6 29,4

Abeto 49,9 21,6 28,7
Residuos agricolas

Paja de trigo 30,2 22,3 17,0

Paja de cebada 33,1 24,9 16,1

Residuos de maiz 36,8 30,6 23,1
Biomasa herbacea

Pasto varilla 45,0 31,4 12,0
Residuos celuldsicos

Papel periddico 40-55 25-40 18-30

Figura 1.6: Composicion de los diferentes materiales ligninocelulosicos (Wyman,
1996; Sun y Cheng, 2002; Negro et al., 2003; Ballesteros et al., 2006)

Componentes secundarios: son componentes de menos proporcion entre el 4-10%
del peso total de dos tipos: componentes de bajo peso molecular, hidrosolubles o
extraibles con solventes organicos denominados extractivos y los materiales
minerales inorganicos, que en los analisis quimicos se presentan como cenizas
(Ca, K, Mg) (Miguel, 2010).

Figura 1.7: Estructura de la biomasa (Brandt et al., 2013)

1.3.1.1 Celulosa

Es la molécula mas abundante de la tierra, y es el polimero mayoritario en la
pared celular vegetal. Es un homopolimero lineal (Figura 1.8) de elevado peso
molecular y alto grado de polimerizacion entre 200 y 10.000 unidades de B-D-
glucopiranosa unidas por un enlace de tipo éter entre el carbono 1y 4 (B,1-4),
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dando lugar a largas cadenas que se conocen como microfibrillas, unidas entre si
por puentes de hidrogeno en los grupos hidroxilo (Miguel, 2010).

Posee una estructura fibrosa, muy estable y resistente al ataque quimico, y a la
traccion mecanica. Es un polimero semicristalino, ya que presenta regiones
cristalinas donde las microfibrillas (Figura 1.9) tienen una estructura altamente
ordenada, que le confiere gran resistencia, y regiones amorfas que le dan gran
elasticidad, susceptibles a la degradacion enzimatica. Cuanto mas ordenada y
cristalina sea la celulosa, menos soluble y mas dificil de degradar sera (Miguel,
2010).

Unidad de celobiosa !

Figura 1.8: Estructura primaria de la celulosa (Miguel, 2010)

Microtibnlia

-Fibnlla elemental

Celulosa

S0 Glucosa
o e W
)\7'_\4-\ -_.\,;‘ :':C/ o

Figura 1.9: Estructura de una microfibrilla (Miguel, 2010)

1.3.1.2 Hemicelulosa

También forma parte de la pared celular vegetal, siendo el segundo polimero mas
abundante en la tierra por detras de la celulosa. Forma cadenas ramificadas, con
menor grado de polimerizacion que la celulosa, no presentando zonas cristalinas
(Miguel, 2010).

Es un heteropolimero (Figura 1.10) que esta formado principalmente por 3 tipos
de unidades monoméricas: las pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), y en menos
cantidad por las hexosas (D-glucosa, D-manosa, D-galactosa), ademas de acidos
uronicos (D-glucurdnico, D-galacturénico, 4-O-metilglucurénico). Su funcion
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principal es proporcionar la union entre la celulosa y la lignina (Bellido et al.,
2011).

| I |
1 i ! 1
o Q 0
pRe) 1 0 T (o) . —Q
-7 Ac - H . Hi ! 0 - 0
; OH ; OH™ ' H H
1 E H 3 i o ; OH H

H
HO
CHS

COOH

Figura 1.10: Estructura de la hemicelulosa (Bellido et al., 2011)

En nuestro caso, el bagazo de cana de azicar la mayoria de la hemicelulosa se
presenta en forma de xilosa (21,7%).

1.3.1.3 Lignina

Es el tercer polimero (Figura 1.12) mas abundante en la tierra por detras de la
celulosa y la hemicelulosa. Es un heteropolimero amorfo, tridimensional y
ramificado que al igual que la hemicelulosa esta formada por varias unidades
monomeéricas principalmente alcoholes aromaticos, conocidos como alcoholes
cinamilicos (el alcohol p-cumarilico o unidad H, el alcohol conefirilico o unidad G y
el alcohol sinapilico o unidad S (Figura 1.11)). La lignina de las maderas de
coniferas esta formada principalmente por unidades G, mientras que la lignina de
las maderas frondosas esta formada por unidades S y G. A su vez los materiales
alternativos o herbaceos como el bagazo de cana de azlicar son ricos en unidades
S,GyH.

CH OH CH OH CH OH
‘ 2 ] 2 | 2
CH CH CH
I I I
CH CH CH
0CH CH O ocH |
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico. Alcohol coniferilico. Alcohol sinapilico.
UNIDADH UNIDAD G UNIDAD S

Figura 1.11: Alcoholes cinamilicos (Miguel, 2010)
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Su funcion es proteger a la celulosa del ataque microbiano, conferir resistencia e
impermeabilidad al material y mantener unidas las fibras celuldsicas (Miguel,
2010).

3 \C H OCH
\Fi(.,--.,_‘o/ 3 |
CHy0 ! J 1 on
Ox(’.—{‘ OCH,
iy |
%

0",?“'11
H
OCH, Hohcfc\ /
S

H' 't H
0-.H
OCH
H 2
‘\"’/0‘
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Figura 1.12: Estructura de la lignina (Bellido et al., 2011)

1.3.2 Preparacion del material lighinocelulésico (Reduccion de
tamaino)

Los residuos ligninocelulosicos deben ser procesados de forma adecuada
mediante la reduccion de tamano ya sea mediante procesos de cortado, molido o
tamizado, esto facilita la penetracion del pretratamiento, ya sea simplemente
agua, o una disolucion acida o basica de una determinada concentracion, ademas
también facilita la accesibilidad de los enzimas en la etapa de hidrolisis (Garcia
and Martinez, 2012) [6].

1.3.3 Pretratamiento del material

Su finalidad es aumentar la digestibilidad de dichos materiales ligninocelulésicos
permitiendo la mejora de la eficiencia del proceso de hidrélisis enzimatica ya que
esos materiales son muy resistentes a los ataques enzimaticos debido a la
estructura que existe entre la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. Si durante el
proceso se prescinde de esta fase de pretratamiento, el rendimiento de la
hidrolisis enzimatica apenas alcanzaria el 20%. Dependiendo de la materia prima,
el comportamiento y las propiedades fisico-quimicas de dicha materia seran
diferentes para cada uno de los pretratamientos aplicados, por lo que sera
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necesario buscar el pretratamiento mas efectivo (R.C. Saxena, D.K. Adhikari,
2009) (Alvira et al., 2010).
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Figura 1.13: Efecto del pretratamiento (Alvira et al., 2010)

Para que el pretratamiento sea efectivo debe cumplir sobretodo los siguientes
objetivos (Alvira et al., 2010):

1. Provocar la solubilizacion y/o desestructuracion de la lignina.

2. Disociar el revestimiento que la lignina y la hemicelulosa forman alrededor de
la celulosa facilitando la accesibilidad de las enzimas.

3. Disminuir la cristalinidad y el grado de polimerizacion de la celulosa.
4. No atacar, o atacar lo minimo posible los polimeros de azlcares.

5. Presentar baja formacion de productos de inhibicion que puedan afectar las
etapas siguientes de hidroélisis enzimatica y fermentacion.

Existen diferentes métodos de pretratamientos que pueden ser divididos en:

Métodos fisicos: no modifican la estructura quimica de la materia prima,
incrementan el area superficial y el tamaino de poro (Taherzadeh and Karimi,
2008). En este tipo de pretratamiento el material ligninoceluldosico es
fragmentado, molido o triturado para reducir la cristalinidad de la celulosa y
disminuir el grado de polimerizacion, facilitando la accesibilidad de las enzimas
sobre la biomasa y su conversion en azicares (Sanchez & Cardona, 2008).

Métodos fisico-quimicos: aquellos en los que interviene un agente quimico y una
maghnitud fisica provocando un cambio en la estructura quimica de la materia
prima. Destacan la explosion a vapor y la accion de agentes quimicos como los
acidos (acido clorhidrico (HCI) o acido sulfirico (H2S04)), las bases (Hidroxido de
sodio (NaOH) o de calcio (Ca(OH)2)), el peroxido de hidrogeno (H202) o solventes
organicos (etanol o metanol) para solubilizar la lignina y modificar la estructura de
la celulosa para facilitar la accion de los enzimas. Los mas destacados son la
ozonolisis, el pretratamiento térmico, el pretratamiento acido, el pretratamiento
basico y el pretratamiento con peroxidos (Bellido et al., 2011).
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En nuestro caso vamos a utilizar los siguientes pretratamientos fisico-quimicos:
térmico, acido y basico:

El pretratamiento térmico consiste en someter a la biomasa a la accion de agua
caliente a 120 °C durante un tiempo determinado. Se lleva a cabo en un autoclave
que debe estar presurizado para mantener el agua en estado liquido. Permite
solubilizar la hemicelulosa de la celulosa para hacerla mas accesible y evitar la
formacion de inhibidores por ello el pH debe estar entre 4 y 7 (Sanchez Riano et
al., 2010) (Cardona et al., 2010).

El pretratamiento acido consiste en someter a la biomasa a una disolucion diluida
de acido ya sea acido sulfirico o acido clorhidrico en unas determinadas
condiciones de presion, de temperatura y de concentracion. Ataca a los
polisacaridos especialmente a la hemicelulosa, que representa aproximadamente
el 35% del total de carbohidratos que pueden ser hidrolizados en azlcares
monomeéricos y que es mas facil de hidrolizar que la celulosa. Ademas la celulosa
y la lignina permanecen inalteradas en la fase sélida. Dependiendo de las
condiciones de operacion, la fase liquida del hidrolizado podra estar constituida
por azucares (xilosa, glucosa y arabinosa), productos de descomposicion de la
hemicelulosa (oligomeros de los polimeros y acido acético generados de los
grupos acetilo de los azlicares) y productos de la deshidratacion de las pentosas
(furfural) y de las hexosas (HMF). Tiene la ventaja que es un pretratamiento de
bajo coste sin embargo, es un pretratamiento corrosivo (Bolado-Rodriguez et al.,
2016) (Cardona et al., 2010).

El pretratamiento basico consiste en someter a la biomasa a una disolucion
basica por ejemplo hidroxido de sodio, de potasio o de calcio que digiere la matriz
de lignina y hace mas facil la degradacion enzimatica de la celulosa y la
hemicelulosa. Ademas rompe la pared celular mediante la disolucion de
hemicelulosa, lignina y silice mediante la hidrélisis de ésteres uronicos; y acético y
reduce el grado de inhibicion en la fermentacion del metano y reduce el coste de
produccion (Bolado-Rodriguez et al., 2016) (Cardona et al., 2010).

Métodos quimicos: modifican la estructura quimica de la materia prima mediante
la accion de agentes quimicos como son el ozono, cuyo tratamiento se conoce
como ozonolisis.

Métodos biologicos: estos métodos implican la utilizacion de enzimas o de
microorganismos para tratar la materia prima como los hongos de Ila
podredumbre podredumbre blanca, marrén o blanda que son capaces de degradar
la lignina y al hemicelulosa eliminando las barreras que protegen la celulosa. No
generan compuestos toxicos y requieren muy poca cantidad de energia, ademas
son procesos lentos que limitan su implicacion industrial (Bellido et al., 2011).

En la siguiente Tabla 1.1 se comparan los efectos de los métodos descritos
anteriormente:
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| __Incremento | Disminucién | Degradacion | Redistribucion | _Eliminacién
Area superficial Grado
Fisico especifica de polimerizacion
Tamafio de poro Cristalinidad
Area superficial Hemicelulosa
Fco.-Qco. especifica (Parcial) Lignina
Tamafio de poro
Area superficial Grado
interna de polimerizacion Hemicelulosa Lignina
Porosidad Cristalinidad
- Area superficial Hemicelulosa
Biologico especifica L
- Lignina
Tamafio de poro

Tabla 1.1: Efecto de los diferentes pretratamientos sobre los componentes de la
biomasa ligninocelulésica (Mosier et al., 2005)

1.3.3.1 Inhibidores que se generan en los pretratamientos

Dependiendo de las condiciones del pretratamiento (temperatura, presion, tiempo
de residencia, etc), de la materia primay de la presencia de catalizadores,
pueden ocurrir reacciones secundarias generando subproductos. Estos
compuestos pueden actuar como inhibidores para los microorganismos durante
las etapas siguientes de hidrolisis enzimatica y fermentacion. Se clasifican de
acuerdo con su estructura quimica en: acidos carboxilicos (alifaticos), furaldehidos
y compuestos aromaticos (Bellido et al., 2011).

Los furaldehidos generados son principalmente el furfural, producto de la
degradacion de las pentosas y el 5 hidroximetilfurfural (HMF), producto de la
degradacion de la celulosa. Estos compuestos tienen como efectos reducir la tasa
especifica de crecimiento de microorganismos fermentativos, descenso de la
productividad especifica de etanol y disminucion de la produccion de biomasas
(Oliva, 2003).

Los compuestos aromaticos son compuestos fendlicos procedentes de la
degradacion de la lignina como el 4-hidroxibenzaldehido, la vainillina, el
sinringaldehido, el acetosiringona, el acido vainillinico y el acidosiringico. Estos
compuestos causan una pérdida de la integridad de la membrana celular de los
microorganismos fermentativos, reduciendo de este modo el crecimiento celular y
el consumo de azticares (Oliva, 2003).

Los acidos alifaticos que pueden generarse son principalmente el acido acético
que se produce por los restos de acetilo de las hemicelulosas y el acido formico y
levulinico, procedentes de la degradacion del furfural y del HMF. Una elevada
concentracion de estos compuestos acidos puede llegar a provocar la muerte
celular (Oliva, 2003).
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En la Figura 1.14 se puede de forma esquematica la procedencia de cada uno de
los inhibidores explicados anteriormente:
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Figura 1.14: Compuestos inhibidores generados durante el pretratamiento de
materiales ligninocelulosicos (R.C. Saxena, D.K. Adhikari, 2009)

1.3.4. Hidrolisis enzimatica

Finalizado el proceso de pretratamiento, el siguiente paso es la hidrélisis de los
polisacaridos que forman la biomasa (celulosa y hemicelulosa) presentes en la
materia prima. Dicha hidrélisis es llevada a cabo por diferentes tipos de celulosas
y de xilanasas. En el caso de las celulasas, se requiere la accion sinérgica de las
siguientes enzimas: 1) las endo--(1,4)-glucanasas (EGs) que hidrolizan las
regiones amorfas de la celulosa para producir oligosacaridos de menor longitud,
2) las celobiohidrolasas (CBHs) o exo-B-(1,4)-glucanasas que hidrolizan los
extremos terminales no reductores de esas cadenas, liberando unidades de
celobiosa, glucosa y oligosacaridos de bajo peso molecular y 3) las p-(1,4)-
glucosidasas (BGs) que hidrolizan la celobiosa y otros oligomeros a glucosa.
También se produce un mecanismo de sinergia entre las Egs y CBHs y las BGs ya
que esta Ultima degrada la celobiosa que tiene un efecto fuertemente inhibidor
sobre las primeras (Figura 1.15) (Garcia and Martinez, 2012) (R.C. Saxena, D.K.
Adhikari, 2009).
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Figura 1.15: Mecanismo propuesto para la hidrélisis de la celulosa mediante una
accion combinada de celulasas (Lee R. Lynd, Paul J. Weimer, Willem H. van Zyl,
2002)

En el caso de las xilanasas, las enzimas mayoritarias que participan en este
proceso son: las endo-(1,4)-xilanasas y las B-xilosidasas, implicadas en la
despolimerizacion del esqueleto principal de los xilanos y su transformacion en
xilosa, respectivamente. La etapa de hidrolisis enzimatica, limitante en el proceso
de obtencion de etanol, esta influenciada por varios factores referentes a la
materia prima pretratada y a las propias enzimas, dentro de los cuales destacan:
el uso de complejos enzimaticos adecuadamente combinados, el indice de
cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion, el area superficial
disponible, el contenido y la distribucion de lignina, el contenido de hemicelulosa,
el tamano de particula y la porosidad. Por todo esto cuanto mas efectivo sea el
pretratamiento, menor cantidad de enzima sera necesario utilizar y mas efectiva
sera la hidrolisis también [8].

1.3.5 Fermentacion

Una vez que ha tenido lugar la hidrélisis enzimatica, los azlicares fermentables
presentes en los hidrolizados deben ser convertidos a etanol por microorganismos
(Garcia and Martinez, 2012).

La conversion estequiométrica de la glucosa y la xilosa es de 0,511 gramos de
etanol por gramo de azlcar. En la practica es muy dificil obtener conversiones tan
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altas ya que las levaduras derivan parte de la energia que consumen hacia el
metabolismo celular y el crecimiento. EI microorganismo empleado debe ser
también capaz de tolerar los posibles compuestos toxicos generados durante el
pretratamiento (R.C. Saxena, D.K. Adhikari, 2009).

A diferencia de la glucosa que se puede llevar a cabo de forma eficiente por un
gran niumero de microorganismos, la fermentacion de la xilosa presenta algunas
limitaciones, ya que solo algunas levaduras son capaces de convertirla en etanol y
con rendimientos muy bajos. Ademas las levaduras fermentadoras de xilosa no
toleran altas concentraciones de etanol, son muy sensibles a los inhibidores y a
los cambios de pH (R.C. Saxena, D.K. Adhikari, 2009).

El residuo generado durante la fermentacion es aprovechado para producir
metano mediante biodegradabilidad anaerobia, ya que sirve de sustrato para los
microorganismos anaerobios que llevan a cabo dicho proceso de produccion de
metano (Angelidaki et al., 2009).

1.3.5.1 Saccharoyces cerevisiae bakery

Saccharomyces cerevisiae (Figura 1.16) es una levadura, un hongo unicelular, del
grupo de los ascomicetos. Tiene un tamano de aproximadamente entre 3-5 ym de
diametro. En la naturaleza se encuentra sobre sustratos ricos en azlicares o en las
savias dulces de algunas plantas [9].

Figura 1.16: Morfologia de la levadura Saccharomyces cerevisiae [9]

Es el microorganismo tradicionalmente empleado a nivel industrial en los
procesos de fermentacion alcohélica para producir etanol de primera generacion,
ya que puede utilizar altos rendimientos. Ademas, si se emplea en procesos de
produccion de etanol a partir de lignocelulosa, muestra gran tolerancia a los
productos toxicos generados durante el pretratamiento. Es utilizado a nivel
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industrial para la fabricacion de pan, vino y cerveza. Presenta el problema que no
es capaz de utilizar en la fermentacion los azlicares hemiceluldsicos ya que no es
capaz de fermentar las pentosas como la xilosa (R.C. Saxena, D.K. Adhikari,
2009).

Saccharomyces cerevisiae convierte la glucosa a etanol a través de la ruta de la
glicolisis. Esta es una via de adecuada para el metabolismo de los monosacaridos.
Por cada molécula de hexosa la convierte a piruvato, hay una produccion neta de
dos moléculas de ATP a partir de ADP + Piy dos moléculas de NAD + se reducen
a NADH. La glicolisis se puede dividir en dos etapas: una de hexosas, en la cual el
ATP es consumido, y una etapa de triosas, en la cual se obtiene una ganancia neta
de ATP. En la fermentacion alcohdlica la produccion de etanol se presenta en dos
pasos: el piruvato es descarboxilado por la piruvato descarboxilasa hasta
acetaldehido; este ultimo es reducido a etanol por la alcohol deshidrogenasa, con
liberacion de NAD+ proveniente de la etapa de la glicélisis, que habia oxidado el 3-
fosfogliceraldehido a acido 3-fosfoglicerico. El etanol y CO2 son producidos finales
de la fermentacion alcoholica y su ecuacion es la siguiente:

Glucosa + 2ADP + 2 Pi — 2 etanol+ 200, + 2ATP+ 2 H,0

La conversion de glucosa en etanol y CO2 produce 2 moles de ATP por mol de
glucosa transformada (Buitrago et al., 2007).

Fructosa 6-P
ATP  ADP ATP  ADP

GLUCOSA M GLUCOSA 6-P __—XZ, FRUCTOSA 1, 6

DIFOSFATO

2 (GLICERALDEHIDO 3-P)

2nDA*
( P
2NADH

2 (1, 3 DIFOSFOGLICERATO)
ADP

ATP

2 (3-P-GLICERATO)

2 (2-P-GLICERATO)
Hy0

2 (FOSFOENOLPIRUVATO)
ADP

2 NAD ATP
/D 2 (PIRUVATO)
NADH / \

2 (LACTATO) 2 (ACETALDEHIDO)

o=
2 NAD

2 (ETANOL)

Figura 1.17: Ruta metabdlica de conversion de la glucosa en etanol (Energia, Vida,
Antonio, & Georges, 1997)
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1.4 Biodegradacion anaerobia para produccion de biogas

La obtencion de biogas se lleva a cabo mediante un proceso que se conoce como
biodegradacion anaerobia, un proceso bioquimico en ausencia de oxigeno, en el
cual los microorganismos trasforman los compuestos organicos (carbohidratos,
proteinas y lipidos) en metano, gas carbonico, gas sulfhidrico y amonio. Los
microorganismos que participan en dicha digestion anaerobia actiian por medio
de reacciones especificas secuenciales, las cuales cuentan con bacterias
especializadas en cada una de ellas (Ortiz, 2011).

El inicio del proceso esta caracterizado por una baja actividad bioldgica,
relacionada con el crecimiento de las baterias acidogénicas, acetogénicas y
metanogénicas como biomasa dispersa y adherida.

1.4.1 Etapas de la digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso muy complejo tanto por el nimero de
reacciones bioquimicas que tienen Ilugar como por la cantidad de
microorganismos involucrados en ellas. Por ello el proceso de digestion anaerobia
es dividido en 4 fases como vemos en la Figura 1.18:

[ COMPUESTOS ORGANICOS COMPLEJOS
[ (Carbohidratos, proteinas y lipidos)
HIDROLISIS
COMPUESTOS ORGANICOS SIMPLES .
(Azlcares, aminoacidos y acidos grasos)
ACIDOGENESIS

{ ACIDOS GRASOS VOLATILES I

t

1

(Acetato, propianato, butirato, etc.)

ACETOGENESIS

: - ™ s A

i ACETATO (2 carbonos) | =

P ”{ CH-COO N | Mz + €O, ]‘7

I_b METANOGENESIS <—|

 SULFUROGENESIS | Ll =
METANO Y DIOXIDO DE CARBONO

4 CH, +CO,

H,S +CO,

Figura 1.18: Esquema de reacciones de la digestion anaerobia (AGROWASTE,
2013)
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1.4.1.1 Hidrolisis

La hidrolisis de la materia polimérica a compuestos solubles o0 monémeros es el
paso inicial de la digestion anaerobia de sustratos organicos complejos, ya que los
microorganismos linicamente pueden utilizar materia organica soluble que pueda
atravesar su pared celular. La hidrolisis de estas moléculas complejas es llevada a
cabo por la accion de enzimas extracelulares producidas por los microorganismos
hidroliticos. Ademas, la hidrélisis depende de la temperatura del proceso, de la
composicion del sustrato (porcentaje de lignina, carbohidratos, proteinas y
grasas), del tamano de particula, del pH, de la concentracion de NH4* y de la
concentracion de los productos de la hidrélisis (Speece, 1983).

La hidrolisis es la etapa limitante del proceso de digestion anaerobia debido a la
velocidad de degradacion de los materiales ligninocelulésicos (celulosa,
hemicelulosa y lignina) es muy lenta. Esto es debido sobre todo a que la lighina es
muy resistente a la degradacion por parte de los microorganismos anaerobios
(Ortiz, 2011).

Los principales productos de la hidrodlisis de la celulosa son la celobiosa y la
glucosa y de la hemiceluosa son la pentosa, la hexosa y los acidos urénicos (Ortiz,
2011).

1.4.1.2 Acidogenesis

Las moléculas organicas solubles formadas en la etapa anterior de hidrélisis son
fermentadas por varios organismos fermentativos formando compuestos
como el acido acético, el acido formico y el H2 y compuestos organicos mas
reducidos como el acido lactico, el acido butirico, el acido propionico y el etanol.
Las proporciones entre los productos de la fermentacion varian en funcion del
consumo de H2 por parte de las bacterias que utilizan hidrogeno (Ortiz, 2011).

Fermentacion de carbohidratos solubles

La principal ruta metabdlica de degradacion de glucosa para formar acidos
organicos es la de Embden-Meyerhof mostrada en la figura 1.19 donde el principal
intermediario es el piruvato.
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Figura 1.19: Simplificacion de las rutas metabdlicas de degradacion de la glucosa
por las bacterias acidogénicas (Ortiz, 2011).

1.4.1.3 Acetogénesis

Mientras que algunos de los productos obtenidos en la etapa de acidogénesis
pueden ser metabolizados directamente por los organismos metanogénicos como
el acido acético, el CO2 y el Hz, los demas productos como el etanol, los acidos
grasos volatiles, acido propionico y el acido butirico son transformados en
productos mas sencillos como el acetato, el CO2 y el H> mediante las bacterias
acetogénicas. En la siguiente tabla (Figura 1.20) se muestran las principales

reacciones acetogénicas (Ortiz, 2011).
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Figura 1.20: Principales reacciones acetogénicas (Ortiz, 2011)

1.4.1.4 Metanogenesis

Etapa mas importante del proceso de biodegradacion anaerobia en la que los
microorganismos metanogénicos, considerados los mas importantes dentro de los
microorganismos anaerobios, se encargan de la transformacion de los productos
obtenidos en la etapa de acetogénesis como el acetato el CO2 y el H2 en metano.
La mayoria de los organismos metanogénicos son capaces de utilizar el Hz, como
aceptor de electrones, mientas que solo dos especies son capaces de utilizar el
acetato. A pesar de ello, en ciertos ambientes anaerobios, el H2 es el principal
precursor del metano. Por ello se pueden establecer dos grandes grupos de
microorganismos en funcion del sustrato principal: los hidrogenofilicos que
consumen hidrégeno y los acetoclasticos que consumen acetato. En la siguiente
tabla (Figura 1.21) se muestras las principales reacciones metanogénicas (Ortiz,
2011):
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Heacadanes hidroserortaffcas dGﬂ{_E:,'_'j

4Hy + HY +2HCOS — Acefafo+4H 0 1046
49 +45° =405 + 45+ -1z
4Ho +2HUO; + HY = CH 4 +3H 0 1336
4Hy +4503 + H+ — HS- +4H40 1319
4H 7 + 4 famarato — dsuccinafo 446
AHn + NOT +2H+ = NHAT 43H0 3996
{ntetconvearsion fatmaro-fildrogena
Hq +HCC-‘3‘—>form.:zfo +Hqd -1F
Metanooinesis acaraciastica
Acefato+ Hy — HOOF + CHy A1
Meotanooénesis a frartir de ottos substraros
Foisserda
AHOOOH — CH4 +3002 +2H 20
Adedamal

ACHOH = 3CH 4 +C07 +2H0

i etram
MEET S W +6H 10 = OCH 4 +3C 07 +4NH

Dair el o
%TCHEJENH+2H2C-‘—>3C'H4+CC-‘2 +EI'-.U-I3

Momoveredl arrmma

HCH3INH +2H0 = 30H 4+ C07 +4NH3

Figura 1.21: Principales reacciones metanogénicas (Ortiz, 2011)

1.4.2 Factores que regulan la biodegradacion anaerobia:

1. pH y alcalinidad: el pH debe mantenerse proximo a la neutralidad, variando
entre 6,5y 7,5. En cuanto a la alcalinidad debe mantenerse entre 0,3 y 0,4 siendo
controlado por la relacion de alcalinidad entre los acidos grasos volatiles (AGV) y el
bicarbonato (AGROWASTE, 2013).

2. Potencial redox: con valores recomendados inferiores a -350 mV (AGROWASTE,
2013).

3. Nutrientes: con valores que no aseguren el crecimiento de los microorganismos.
Las principales fuentes de alimento son el carbono (C) y el nitrogeno (N2) por lo
que la relacion entre ellos (C/N2) tiene una gran importancia, siendo
recomendable entre 20 y 30 (AGROWASTE, 2013).

4. Toxicos e inhibidores: Las sustancias inhibidoras que se forman o estan ya
presentes durante el proceso de digestion anaerobia reducen el rendimiento de
dicha digestion, por ejemplo a determinados niveles de AGV se generan serios
problemas de inhibicion combinados con bajos niveles de pH o los problemas
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causados por el amonio, el acido sulfhidrico o los acidos de cadena larga
(AGROWASTE, 2013).

5. Temperatura: A medida que aumenta la temperatura, aumenta la velocidad de
crecimiento de los microorganismos y se acelera el proceso de digestion dando
lugar a mayores producciones de biogas. Se distinguen dos rangos
fundamentales: el rango mesofilo (25°C y 45°C) que es el mas utilizado y el rango
termofilo (45°C y 65°C) que cada que se esta usando mas ya que permite
conseguir una mayor velocidad del proceso y una mejor eliminacion de los
organismos patogenos aunque suele ser mas inestable a cualquier cambio en las
condiciones de operacion y presenta mayores problemas de inhibicion a
compuestos como el amoniaco (AGROWASTE, 2013).

6. Agitacion: Es necesario transferir un determinado nivel de energia necesario
para favorecer la transferencia de sustrato a la poblacion de bacterias siendo
necesario un buen equilibrio entre una buena homogeneizacion y la correcta
formacion de agregados bacterianos (AGROWASTE, 2013).

1.5 Integracion del proceso

En la actualidad existe un gran esfuerzo para lograr la viabilidad economica del
uso de la biomasa ligninocelulésica como una nueva fuente de azlicares para la
produccion de biocombustibles. La no viabilidad se debe sobre todo al coste de los
enzimas y al no aprovechamiento de los coproductos que se generan en el
pretratamiento de la biomasa. Ademas dicha biomasa, tiene un gran potencial
para trabajar de forma integrada con otros procesos, esto conduce a un complejo
productivo de mayor eficiencia técnica, econdmica y ambiental, y una reduccion
de los consumos de energia. El objetivo es el uso eficiente de la biomasa
ligninoceluléosica como materia prima para la produccion integrada de
combustibles, energia y productos quimicos, para ello se lleva a cabo la
integracion del proceso (Gonzalez et al., 2014).

La integracion del proceso nos permite la minimizacion de los requerimientos
energéticos, la minimizacion de la generacion de residuos, la maximizacion de la
eficiencia del proceso o la optimizacion del proceso o de una etapa de éste
(Gonzalez et al., 2014).

El proceso que tiene lugar consiste en la produccion de bioetanol de segunda
generacion a partir de bagazo de azlcar, el cual es sometido primero a una etapa
de pretratamiento que mejore la digestibilidad de la materia prima. Una vez que el
bagazo ha sido pretratado se somete a una etapa de hidrélisis enzimatica donde
los polisacaridos son transformados en sus unidades monomeéricas. Luego tendria
lugar la etapa de fermentacion donde los aziicares fermentables presentes en los
hidrolizados son convertidos a etanol mediante microorganismos y por ultimo una
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etapa de aprovechamiento de los residuos de la fermentacion para producir
biogas mediante biodegradacion anaerobia.(Bolado-Rodriguez et al., 2016) [10].

El inconveniente de este proceso es que se requiere una gran cantidad de energia.
Sin embargo la posibilidad de utilizar el material ligninocelulésico en su totalidad
vinculando asi la produccion de bioetanol con la coproduccion de combustibles,
podria reducir los costes de produccion y reutilizar el material en exceso y los
subproductos generados. Por ello los residuos generados en el proceso de
produccion de bioetanol pueden ser utilizados como sustrato para la
biodegradacion anaerobia, dando lugar en presencia de un determinado inoculo y
unas determinadas condiciones a biogas formado por metano, diéxido de carbono
e hidrégeno (Rabelo et al., 2011).

La produccion del biogas nos permite recuperar la mayoria de la energia que ha
sido utilizada durante el proceso, haciendo dicho proceso economicamente viable
y ambientalmente sostenible. Ademas los residuos de la biodegradacion
anaerobia también podrian ser utilizados posteriormente como fertilizante en
suelos agricolas (Rabelo et al., 2011).
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es estudiar la produccion integrada de etanol y
metano a partir de bagazo de cana de azicar pretratado mediante los
pretratamientos térmico, acido y basico. Para ello se han llevado a cabo los
siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de la influencia de los pretratamientos térmico, acido y basico sobre la
estructura del bagazo de cana de azlcar, mediante analisis de pérdida de masa y
de los principales componentes estructurales (celulosa, xilano y lighina).

2. Analisis de la etapa de hidrélisis enzimatica para evaluar la capacidad de los
pretratamientos estudiados en aumentar la digestibilidad de bagazo de cana de
azucar.

3. Evaluar la fermentabilidad de los hidrolizados producidos por Saccharomyces
cereviae para produccion de etanol.

4. Evaluar la capacidad de produccion de biogas por biodegradacion anaerobia de
los residuos de fermentacion.

5. Realizar un balance preliminar del potencial de energia que podria ser
producida a partir de la produccion integrada de etanol y biogas del bagazo
pretratado, hidrolizado y fermentado.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

El material ligninocelulésico que se utilizo durante este estudio ha sido el bagazo
de cana de azicar procedente de la fabrica de aziicar y etanol Usina Vale, de la
ciudad de Onda Vale, Estado de Sao Paulo (Brasil). El bagazo recogido en la
factoria se lavo para la eliminacion del material particulado, se secé en un horno
ventilado a 37°C y se molio en un triturador agricola hasta un tamano entre 3-5

mm (Travaini et al., 2013).

Figura 3.1: Bagazo de cana de azicar [15]

La composicion del bagazo utilizado se recoge en la Tabla 2.1 (Travaini et al.,

2013):

Componente (%, m/m)*

Bagazo de cana de azlcar

Celulosa 46,21+0,10
Hemicelulosa 20,86+0,05
Lignina acida insoluble 19,54+0,03
Lignina acida soluble 3,131+0,04
Cenizas 1,19+0,10

Resultados en porcentaje de masa en base seca.

Tabla 3.1: Composicion de la materia prima
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3.2 Pretratamientos

Se han elegido los siguientes pretratamientos para pretratamiento de la biomasa:
térmico, acido, utilizando HCI y basico, utilizando NaOH como catalizador cuyas
condiciones han sido establecidas por Bolado-Rodriguez et al. (2016) Hernandez-
Salas et al. (2009), y Toquero & Bolado, (2014). Una, denominada caso bajo, con
buenos resultados de aziicares y con la menor generacion de inhibidores y otra,
denominada caso alto, con la mayor generacion de azilicares, independiente de los
inhibidores encontrados por los autores. Las condiciones detalladas se describen a
continuacion:

3.2.1 Térmico

En el pretratamiento térmico, 10% (w/w, base seca) de bagazo se suspendieron
en agua destilada botellas de borosilicato de 250 mL selladas. Las botellas
conteniendo bagazo y agua se introdujeron en el autoclave, y se les mantuvo a la
presion de 1 bar y a la temperatura de 121°C durante 1 hora para el caso bajo, y 2
horas para el caso alto (Bolado-Rodriguez et al., 2016) (Cardona et al., 2010). Los
ensayos se realizaron por duplicado para cada condicion estudiada.

3.2.2 Acido

En el pretratamiento acido, 10% (w/w, base seca) de bagazo se suspendieron en
una disolucion de HCI de concentracion 0,34% (m/m), para el caso bajo, y en otra
disolucion de 1,50% (m/m) de HCI, para el caso alto. Los ensayos fueron
realizados en botellas de borosilicato de 250 mL selladas, y el pretratamiento
ocurrio en autoclave durante 1 hora a la presion de 1 bar y a la temperatura de
121°C (Bolado-Rodriguez et al., 2016) (Hernandez-Salas et al., 2009). Los ensayos
se realizaron por duplicado para cada condicion estudiada.

3.2.3 Basico
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En el pretratamiento basico, 10% (w/w, base seca) de bagazo se suspendieron en
una disolucion de NaOH 1% (m/m), para el caso bajo, y en disolucion de 2%
(m/m), para el caso alto. Ambos ensayos fueron realizados en botellas de
borosilicato de 250 mL selladas. Luego dichas disoluciones se introdujeron en el
autoclave para el pretratamiento durante 1 hora para el caso alto, y 2 horas para
el caso bajo, a la presion de 1 bar y a la temperatura de 121°C (Bolado-Rodriguez
et al.,, 2016) (Hernandez-Salas et al.,, 2009). Los ensayos se realizaron por
duplicado para cada condicion estudiada.

Después de cada pretratamiento, el autoclave era abierto y las botellas sacadas a
enfriar, y una vez a temperatura ambiente la mezcla obtenida separaba mediante
filtracion a vacio para recuperacion del sélido.

3.3 Hidrolisis enzimatica

Los solidos pretratados obtenidos se hidrolizaron enzimaticamente en matraces
Erlenmeyer de 100 mL a un 6% (m/m) de materia seca en disolucion tampon de
citrato de sodio 0,1 M y pH=4,8, con un volumen final de 25 mL. Se les agrego
enzimas comerciales, en la cantidad de 10 FPU/g celulosa y 30 CPU/g celulosa
Se ha tenido en cuenta la cantidad de celulosa en el bagazo in natura, descrito por
Travaini et al. (2013). La hidrolisis se llevaron a cabo durante 48 horas a 50°C y
300 rpm, y los hidrolizados obtenidos se centrifugaron a 20000 xg durante 5
minutos. El sobrenadante obtenido se filtro a través de filtros de 0,22 ym y se les
almacenaron congelados hasta el momento del analisis por cromatografia para
cuantificacion de azlcares (Travaini, Barrado, & Bolado-Rodriguez, 2016).

Para los calculos de rendimiento, la masa de azlcares liberados se dividio por la
masa inicial del polimero de aziicar correspondiente en la materia prima y se le
multiplico por 100. (Travaini et al., 2016a).

3.4 Fermentacion

3.4.1 Microorganismo y medio de crecimiento

La fermentacion de los hidrolizados se realizdo utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae bakery que se encontraba almacenada en placas de
Petri con medio YEPD a 4°C. (Travaini, Barrado, & Bolado-Rodriguez, 2016).
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La levadura fue traspasada desde las placas a medios de cultivo YEPD para
preparacion del pre-inoculo previamente esterilizados en autoclave durante 20
min a 121°C. El microorganismo se transfirié en condiciones de esterilidad desde
la placa petri al medio de cultivo y se le incub6 durante 24 horas a 175 rpm y
30°C en erlenmeyers de 250 mL con tapon de algodon (Travaini et al., 2016a).

3.4.2 Experimentos de fermentacion

Los solidos pretratados e hidrolizados se trasfirieron a penicilin flasks de 100mL ,
y se les suplemento con disolucion de sales y nutriente(4 g/L de extracto de
levadura 2 g/L de (NH4)2S04, 2 g/L de KH2POsy 0,75 g/L de MgS04*7 H20,
(Wanderley et al., 2013)) y se inocularon con 5,5% v/v del pre-inaculo crecido.

Las fermentaciones se realizaron en forma semi-anaerobica (con oxigeno presente
en el espacio no ocupado por liquido de los penicillin flasks), a 30°C y 175 rpm
durante 24 horas. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Una vez
finalizadas las fermentaciones, se les centrifugaron a 20.000 xg durante 5
minutos para separacion del sélido. Los sobrenadantes se filtraron a través de
filtros de 0,22 um y se analizaron por cromatografia para analizar su contenido en
cuanto a azlicares y etanol (Travaini et al., 2016a).

3.4.3 Calculo del rendimiento de etanol

Los resultados de produccion de liberacion de glucosa y de etanol producido en
g/L, obtenidos por cromatografia (método descrito en el apartado 3.6.3), fueron
utilizados para calcular los rendimientos de conversion respecto al maximo
teorico, como descrito en la Ecuacion 1.

% etanol obtenidos
U rendimiento glucosa en etanol = g = 0,511 = 100 eq(l)

3 glucosa inicial

3.5 Biodegradabilidad anaerobia

Las pruebas para determinar el potencial bioquimico de metano (BMP) se llevaron
a cabo para estudiar la biodegradabilidad de la materia prima pretratada en el
caso del pretratamiento térmico, y de los residuos procedentes de la hidrélisis y
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fermentacion, para los pretratamientos acido y basico. Los ensayos fueron
realizados por triplicado, y los resultados presentados son la media obtenida.

Los ensayos tuvieron lugar en condiciones mesofilas (35-40°C) en botellas de
borosilicato de 120 mL de volumen, en posicion vertical agitadas orbitalmente a
200 rpm. Las muestras fueron anadidas y suplementadas con macronutrientes y
micronutrientes, tamponadas con bicarbonato de sodio (Rabelo et al.,, 2011) y
finalmente inoculadas con fango activo, y luego desoxigenadas con corriente de
He. El in6culo utilizado para los ensayos fue cogido de un digestor anaerobio
mesofilo de una planta de tratamiento de aguas residuales. El inéculo fue pre
incubado 4 dias para minimizar el contenido en materia organica residual
(Ferreira et al., 2013).

El inéculo se anadié en una relacion sustrato/inéculo de 0,5 g SVs/g SV.. El
volumen de trabajo fue de aproximadamente 40 mL, con el objetivo de tener
suficiente espacio para la produccion de gas. Una prueba de control sin sustrato
también se llevo a cabo, para restar la cantidad de metano producida por este
(Bolado-Rodriguez et al., 2016).

La produccion de biogas en el espacio superior de la botella se midio de forma
periodica con un transmisor de presion manual (PN5007, rango 0-1 bar, IFM
Electronics) durante un periodo de 35 dias. La composicion del biogas se
determiné mediante cromatografia de gases. El rendimiento especifico de
metano se expresa como el volumen de CH4 en condiciones normales, es decir, a
25 grados y a 1 atmosfera para los gases,por gramos de SV de sustratos
alimentados en el ensayo (N ml CHs/g SV); como define la Union Internacional de
Quimica Aplicada (IUPAC) (Bolado-Rodriguez et al., 2016).

3.6 Métodos analiticos

3.6.1STySV

Los solidos totales (ST) y solidos volatiles (SV) son medidos mediante los
procedimientos establecidos en los métodos estandares para el analisis de aguas
y aguas residuales (APHA-AWWA-WEF, 2005).

3.6.2 Caracterizacion

Para determinar la composicion del sustrato en términos de cenizas, lignina,
celulosa (como glucosa) y hemicelulosa (como xilosa) en el bagazo pretratado se
siguieron los métodos analiticos del Laboratorio Nacional de Energia Renovable
de EE.UU, segun protocolo especifico (Sluiter et al., 2012).
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3.6.3 Analisis de azicares y etanol por HLPC

Mediante cromatografia liquida de alta resolucion fueron medidos
cuantitativamente glucosa, xilosa y etanol. El cromatégrafo utilizado fue un HPLC
Waters Alliance e2695 con una columna Phenomenex HPLC Rezex™ RPM-
Monosaccharide 300x7,8 mm a 80°C con agua MilliQ como eluyente a un flujo de
0,6 mL/min, equipado con un detector de indice de refraccion (Bolado-Rodriguez
et al,, 2016).

3.6.4 GC (gas chromatography)

La composicion del biogas (CO2, H2S, 02, N2, CHs) se midié por cromatografia de
gases utilizando un cromatoégrafo Varian CP-177 3800 GC-TDC equipado con una
columna CP-Pora BOND Q utilizando helio como gas portador (Bolado-Rodriguez et
al., 2016).

3.7 Determinacion de los parametros cinéticos

Los datos de produccion de metano acumulado de los experimentos fueron
ajustados a un modelo de primer orden (eq(2)), a la ecuacion de Gompertz
modificada (eq(4)). La ecuacion de primer orden se aplica cuando la etapa de
hidrolisis es la etapa limitante del proceso. La ecuacion de Gompertz se aplica
cuando se observa un comportamiento inhibitorio del sustrato, suponiendo que la
produccion de metano es funcion del crecimiento bacteriano (Bolado-Rodriguez et
al., 2016).

B =B,*[1—exp(—ky=t)] (eq(3))

R =g

B = B, * exp {— exp[ (A—1t)+ 1” (eq(4))

o
B: Produccion de metano acumulado (mL CHys/ g SV)

Bo: Potencial de produccion de metano (mL CHs/ g SV relacionado con la
biodegradabilidad del sustrato)

t: Duracion del ensayo (dias)
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kn: Coeficiente de hidrélisis (dias?)
Rm: tasa maxima de produccion de biogas (mL CHs/ g SV*d)

A: tiempo de retraso (dias)
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4. Resultados y discusiones

4.1 Pérdida de masa

Durante el pretratamiento se produjeron pérdidas de masa en el sélido pretratado,
debido a la solubilizacion de componentes estructurales del bagazo en el liquido
de pretratamiento.

En la Tabla 4.1 se muestra la pérdida de masa del bagazo para cada
pretratamiento:

. Pérdida de
Pretratamiento masa (%)
Térmico caso bajo 10,68
Térmico caso alto 15,38
Acido caso bajo 27,50
Acido caso alto 32,82
Basico caso bajo 12,72
Basico caso alto 23,95

Tabla 4.1: Pérdidas de masa

En el caso del pretratamiento térmico, las pérdidas de masa son las menores (11-
15%) de los tres pretratamientos testados. Esto es debido a que este
pretratamiento posee baja capacidad de ataque a la biomasa lighocelulésica, ya
que actlia abriendo los poros de materia y solubilizando los componentes menos
recalcitrantes por hidroélisis (Cho et al., 2013).

En el pretratamiento basico la pérdida de masa en el caso alto es casi el doble
que en el caso bajo, demostrando que las condiciones de operacion han
influenciado fuertemente en el pretratamiento (Sambusiti et al., 2012).

La mayor pérdida de masa se obtiene con el pretratamiento acido (28-33%). Al
contrario del pretratamiento basico, donde las pérdidas de masa fueron
influenciadas por las condiciones de operacion, un aumento de 4 veces en la
cantidad de acido ha llevado a apenas un ligero aumento en la solubilizacion del
bagazo en la fase liquida (Cheng et al., 2008; Sun and Cheng, 2005).
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4.2 Caracterizacion del bagazo pretratado

En la Tabla 3.2 se muestra la composicion del bagazo, en porcentaje de los
polimeros de azlcares (celulosa y xilano) y de las ligninas (acida insoluble y acida
soluble).

Muestra LAl | LAS | Celulosa | Xilano
In natura 19,50|3,13| 46,21 | 20,86
Térmico caso bajo | 17,32 (4,04 | 46,87 | 20,02
Térmico caso alto |17,25(3,86| 46,02 | 20,23
Basico caso bajo |11,35|6,06| 46,98 | 21,87
Basico caso alto |10,34|7,08| 49,97 | 20,56
Acido caso bajo |22,05|3,96| 43,59 | 15,15
Acido caso alto |24,53[4,95| 38,92 | 10,43
Tabla 4.2: Caracterizacion del bagazo in natura y pretratado por proceso térmico,
acido y basico.

Como se puede ver cada uno de los pretratamientos influye de manera diferente
en la materia prima, provocando una alteracion en sus componentes
estructurales.

El pretratamiento térmico, con una reducida pérdida de masa total, produce una
pequena disminucion de la lignina acida insoluble con respecto a la materia prima
sin tratar, de 19,5% a 17,32% para el caso bajoy a 17,25% para el caso alto. Esto
quiere decir que una parte de la lighina se degrada o bien se solubiliza en el
liquido. La cantidad de aziicares se mantiene mas o menos constante, revelando
un ataque bajo a estos, aproximadamente del mismo orden que la pérdida de
masa total.

En el caso del pretratamiento basico se produce una disminucion del porcentaje
de lignina acida insoluble muy notable para los dos casos debido a que se produce
una digestion de la matriz de lignina (Sambusiti et al., 2012). Para el caso bajo
hubo una disminucion del 40% en el contenido de lignina y del 50% para el caso
alto. Estos valores, unidos a las pérdidas de masa totales, corroboran el fuerte
efecto de las condiciones de operacion, encontrados para las pérdidas de masa.
Los aumentos encontrados en la cantidad de lignina acida soluble se deben a la
transformacion de la lignina acida insoluble en soluble (Garcia-Cubero et al.,
2012). El pequeino cambio en los porcentajes de azlcares revela que el
pretratamiento ha generado bajo ataque a estos.
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En el caso del pretratamiento acido, al revés de los demas, se produce una
disminucion notable en los porcentajes de polimeros de azlicares, con valores mas
acentuados para el caso alto. Se observé sobretodo una disminucion en las
cantidades de xilanosa, debido a su mayor solubilidad en ambiente acido
(Hernandez-Salas et al., 2009). El aumento relativo en las cantidades de lignina en
el solido pretratado es debido a la disminucion en los polimeros de azlicares.

4.3 Hidrolisis

El pretratamiento del bagazo de cana incrementa los rendimientos de hidrélisis en
comparacion con el bagazo sin tratar. Esto es resultado de los cambios sufridos
tras el pretratamiento, en los que la estructura tridimensional de la biomasa y su
cristalinidad sufren una alteracion que favoreciendo al ataque enzimatico (Sun
and Cheng, 2002). En la Tabla 4.3 se presentan los rendimientos de conversion de
celulosa y xilano en glucosa y xilosa, respectivamente. Se presentan los valores de
conversion en porcentaje respecto al solido pretratado y también al bagazo de
cana de azicar in natura. Para los rendimientos de hidrélisis respecto al sélido
pretratado, se ha tenido en cuenta la pérdida de masa (Tabla 4.1) y la
composicion del sélido pretratado (Tabla 4.2); mientras que, para el rendimiento
respecto al bagazo in natura, se ha tenido en cuenta la cantidad de polimeros de
azucares en el bagazo inicial.

Celulosa Xilano
Muestra Rendimiento | Rendimiento | Rendimiento | Rendimiento

s6lido bagazo in sélido bagazo in

pretratado (%)| natura (%) |pretratado (%)| natura (%)
Térmico caso bajo 7,76 7,02 6,99 5,98
Térmico caso alto 8,60 7,28 12,36 10,12
Basico caso bajo 47,56 35,06 54,76 41,63
Bésico caso alto 53,12 38,59 65,88 43,58
Acido caso bajo 27,16 22,34 73,48 46,54
Acido caso alto 43,86 28,08 95,60 49,38

Tabla 4.3: Rendimientos de conversion de celulosa y xilano tras los
pretratamientos, respecto al sélido pretratado y al bagazo in natura.

Como se esperaba, tras los cambios estructurales obtenidos, el pretratamiento
térmico se reveld poco eficiente en aumentar la digestibilidad del bagazo. Los
valores obtenidos, respecto al solido pretratado y al bagazo in natura, son muy
parecidos al 6,64% de conversion de celulosa y al 2,05% de xilosa obtenidos por
Travaini et al. (2013) con bagazo sin pretratamiento.
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El pretratamiento basico por otro lado, fue el que produjo un sélido con mejor
capacidad de ser hidrolizado, con los mayores rendimientos de glucosa obtenidos.
Pese a que las dos condiciones de operacion testadas han producido cambios
estructurales muy diferentes, los rendimientos para ambas condiciones son muy
parecidos. Eso puedo haber sido debido o bien a una baja modificacion en la
cristalinidad de los polimeros de azlicares reminiscentes en el sélido pretratado, o
bien por inhibicion de las enzimas utilizadas (Kim et al., 2012; Roncero et al.,
2003).

Los bajos rendimientos obtenidos con el bagazo pretratado por acido, respecto al
bagazo in natura, fueron debido a la alta solubilizacion de los polimeros de
azucares en el liquido de pretratamiento (Hernandez-Salas et al., 2009; Rezende
et al., 2011). Eso se comprueba por los rendimientos respecto al soélido
pretratado, ya que este ha sido satisfactoriamente hidrolizado. Para el xilano, los
mayores rendimientos si se tiene en cuenta la conversion respecto al sélido
pretratado, probablemente debido a que este se ha vuelto muy hidrolizable tras el
pretratamiento.

4.4 Fermentacion

Las fermentaciones de los hidrolizados se condujeron utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae bakery, capaz apenas de aprovechar la fraccion
glucosa. El pretratamiento térmico no fue utilizado para fermentacion debido a los
bajos rendimientos de azlcares obtenidos tras la hidrolisis enzimatica.

En la Tabla 4.4 se muestran las cantidades iniciales y finales de glucosa en las
fermentaciones, el porcentaje que se ha consumido, los g/L de etanol producidos
y el rendimiento de la fermentacion, respecto al maximo teoérico.

GLUCOSA DEL BAGAZO SIN LAVAR
Glucosa | Glucosa Etanol Skl
. . Consumo . respecto al
Muestra | inicial final (%) producido maximo
0
(g/L) | (g/L) (g/L) tedrico (%)
Basico | o, | 172 | 8037 3,01 60,65
caso bajo
Basico | .00 | 218 | 7002 3,04 55,10
caso alto
Addo | o0 | 141 | 7485 1,76 55,72
caso bajo
Adde | .o | 135 | 073 233 58 58
caso alto

Tabla 4.4 Etanol y rendimiento producido tras la fermentacion
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Se puede ver que los porcentajes de consumicion de glucosa para los dos
pretratamientos son muy similares, moviéndose entre el 70-80%, una alta tasa de
aprovechamiento que indica escaso efecto inhibidor por los pretratamientos
empleados.

En el caso del pretratamiento basico la cantidad etanol que se ha producido es de
3 g/L para ambos casos, siendo el mas eficiente de los pretratamientos gracias a
la mayor liberacion de glucosa durante la etapa de hidrélisis. Datos similares para
dicho pretratamiento fueron encontrados por Hernandez-Salas et al. (2009), con
la diferencia de que se obtiene mayor cantidad de etanol (12-13 g/L) debido a una
mayor cantidad de aziicares de partida.

En el caso del pretramiento acido, la cantidad de etanol producida para el caso
alto es de 2,3 g/L y para el caso bajo es de 1,76 g/L. Estos rendimientos mas
bajos son debido a la menor cantidad de glucosa disponible tras la hidrélisis
enzimatica, ya que se ha producido una gran solubilizacion de la celulosa en el
liquido de pretratamiento al igual que ocurre en Hernandez-Salas et al. (2009).

En cuanto al rendimiento de etanol se han obtenido rendimientos muy similares
para todos los ensayos, siendo para el basico del 55-61% y para el acido del 55-
59%. Esto confirma una vez mas que no hubo inhibicién, y que los bajos
rendimientos son debidos a la baja cantidad de azlcares de la que se parti6 para
las fermentaciones (Travaini et al., 2016a, 2016b). Los rendimientos obtenidos
son mayores que en el caso de Hernandez-Salas et al. (2009), donde al partir de
mayor cantidad de azicares sus rendimientos estan entre 38-50% para el
pretratamiento basico y entre 29-35% para el acido.

4.5 Produccion de biogas

El estudio de biodegradabilidad anaerobia se ha llevado a partir de la fraccion
solida procedente del pretratamiento térmico y a partir de los residuos generados
durante la fermentacion del bagazo pretratado de forma acida y basica. Cada uno
de los pretratamientos se llevan a cabo bajo con dos condiciones de operacion
diferentes, como anteriormente descrito (seccion 3.2), cuyos resultados
experimentales son representados de forma conjunta.

La influencia de dichos pretratamientos sobre la materia prima ha sido estudiada
en términos de la produccion de metano, teniendo en cuenta 3 parametros:

1. el rendimiento de metano, definido como el volumen de gas metano
producido por gramo de sélido volatil alimentado en los BMPs;

49



2. la biodegradabilidad, definida como la relacion entre la produccion de
metano por gramo de sélido volatil a partir del sustrato pretratado y el
rendimiento tedrico de metano del sustrato in natura;

3. la produccion de metano normalizada (NP), definida como la relacion entre
la produccion de metano por gramo de solido volatil a partir de sustratos
tratados y no tratados.

El bagazo de cana de azlcar in natura tiene una produccion maxima de metano
acumulada de 218,4 mL CHs4/g SV, y una biodegradabilidad del 52%, con una
cinética de primer orden (Bolado-Rodriguez et al., 2016).

Las curvas de produccion de metano acumulado a partir de la fraccion soélida de
bagazo pretratado aplicando el pretratamiento térmico para el caso bajo (1) y
para el caso alto (2) se representan en la Figura 4.1.:

¢ Modelo Experimental A2 Modelo Experimental A1l

Modelo Tedrico A2 Modelo tedrico Al
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Figura 4.1 Produccion acumulada de metano a partir de la fraccion solida de
bagazo pretratado aplicando el pretratamiento térmico

El pretratamiento térmico proporcioné una produccion de metano acumulada de
157 mL CH4/g SV para el caso bajo y de 147 mL CH4/g SV para el caso alto. En
cuanto a la biodegradabilidad para el caso bajo fue del 37% y para el caso alto del
35%. Por tltimo, el NP para el caso bajo es de 0,72 y para el caso alto es de 0,67.

Los valores obtenidos para la produccion de metano acumulada y la
biodegradabilidad son inferiores a los del bagazo in natura, descritos por Bolado-

50



Rodriguez et al. (2016) y Costa et al. (2014). Eso es debido a la solubilizacion de
solidos volatiles biodegradables en el liquido de pretratamiento, como se ha visto
en el apartado de cambios estructurales.

Si se comparan los dos pretratamientos térmicos, vemos que los dos adquieren la
misma forma en cuanto a su evolucion cinética, observandose un pequeio
periodo de adaptacion (4-5 dias) de los microorganismos al sustrato que se
conoce como fase lag, una vez pasado ese tiempo la produccion de biogas
aumenta de manera mas o menos lineal hasta llegar un momento en el que se
estabiliza.

Las curvas de produccion de metano acumulado a partir del residuo resultante del
proceso de pretratamiento, hidrélisis enzimatica y fermentacion, aplicandose el
pretratamiento acido para el caso bajo (1) y para el caso alto (2), se representan
en la Figura 4.2:
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Figura 4.2: Produccion de metano acumulada a partir del residuo de bagazo
fermentado y pretratado aplicando el pretratamiento acido

El residuo de fermentacion del pretratamiento acido proporciona una produccion
de metano acumulada de 119 mL CH4/g SV para el caso bajoy de 170 mL CHas/g
SV para el caso alto. En cuanto a la biodegradabilidad para el caso bajo es del
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28% y para el caso alto del 40%. Por ultimo, el NP para el caso bajo es de 0,55y
para el caso alto es de 0,78.

Como se ve en los dos casos los valores obtenidos para la produccion de metano
acumulada y para la biodegradabilidad, son inferiores a los del bagazo in natura
de Costa et al. (2014). Esta baja actividad metanogénica se debe a que los SV que
han quedado en el sélido son menos biodegradables. Los azlcares, que son la
fraccion mas biodegradable, parte se han solubilizado durante el pretratamiento y
otra parte se han utilizado para producir etanol durante las etapas de hidroélisis y
fermentacion, restando mayoritariamente lignina y polimeros de azlcares de
dificil degradacion (Costa et al.,, 2014). Entretanto, la cantidad de metano
obtenida es mas alta que en Bolado-Rodriguez et al. (2016) utilizando solamente
el solido pretratado por acido, eso probablemente es debido al aumento de la
biodegradabilidad de determinados compuestos durante las etapas de hidrolisis y
fermentacion, y también a las células de levaduras producidas, que son de facil
biodegradabilidad.

Al comparar los dos pretratamientos acidos, se ve una clara diferencia entre las
dos curvas cinéticas, para el caso bajo existe una fase lag de aproximadamente
10 dias, en cambio, para el caso alto no existe fase lag. Esto es debido a que el
residuo de fermentacion del caso alto es mas biodegradable que el del caso bajo,
probablemente porque los azlicares restantes en el solido estén menos accesibles
en el ultimo caso, aumentando el tiempo para su conversion.

Las curvas de produccion de metano acumulado a partir del residuo de bagazo
pretratado, hidrolizado y fermentado, aplicandose el pretratamiento basico para el
caso bajo (1) y para el caso alto (2) se representan en la Figura 4.3:
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Figura 4.3: Produccion de metano acumulada a partir del residuo de bagazo
fermentado y pretratado aplicando el pretratamiento basico.

El pretratamiento basico proporciona una produccion de metano acumulada de
281,34 mL CH4/g SV para el caso bajo y de 412,48 mL CHas/g SV para el caso alto.
En cuanto a la biodegradabilidad para el caso bajo es del 67% y para el caso alto
del 98%. Por ultimo, el NP para el caso bajo es de 1,29 y para el caso alto es de
1,89.

Como se ve en los dos casos los valores obtenidos para la produccion de metano y
para la biodegradabilidad son mayores que los obtenidos con el bagazo in natura
descritos por Bolado-Rodriguez et al. (2016). Esto se debe, a que la mayoria de la
lighina es solubilizada durante el pretratamiento, y que las etapas de
fermentacion e hidrolisis no removido todo el contenido de azicares, resultado en
un solido de facil conversion (Costa et al., 2014).

Al comparar los dos pretratamientos basicos, se ve que inicialmente las 2 curvas
cinéticas son casi iguales, teniendo las dos una fase lag de aproximadamente 5-6
dias. El caso bajo se comienza a estabilizar a partir de los 15 dias, en cambio, el
caso alto hasta los 25 dias no lo hace, esta diferencia se debe a que el
pretratamiento basico en el caso alto es mas fuerte al ser mayor la concentracion
de NaOH provocando que la digestion de la matriz de lignina sea mayor y mas
eficiente y se genere mayor cantidad de metano acumulado.

Las curvas de produccion de metano a partir de bagazo de cana de aziicar para los
AGV’s se representan en la Figura 4.4:
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Figura 4.4: Produccion de metano acumulada a partir de una disolucion de acidos
grasos volatiles (AGV)

En este ensayo, se lleva a cabo con una disolucion que contiene 3 acidos grasos
volatiles (AGV): acido acético, acido butirico y acido propionico. Si estos acidos son
transformados a metano rapidamente por los microorganimos presentes en el
indculo, se asegura que el inoculo utilizado estaba en buenas condiciones.

Como se observa en la grafica de la Figura 4.4, la cantidad de metano acumulada
crece de manera mucho mas rapida que en cualquiera de los pretratamientos
utilizados anteriormente, ya que la etapa de acidogénesis no se produce al tener
los acidos directamente en la disolucion, ademas de que los microorganismos
necesitan muy poco tiempo para adaptarse (2-3 dias).

4.6 Cinéticas

La produccion de metano para el pretratamiento térmico se ajusté con la cinética
de Gompertz modificada ya que la ecuacion considera la adaptacion de los
microorganimos al sustrato, que constituye la etapa limitante del proceso. A
diferencia de lo que ocurre en Bolado-Rodriguez et al. (2016) donde se ajusté con
una cinética de primer orden ya que no existia dicha fase de adaptacion.

La produccion de metano para el residuo de fermentacion del pretratamiento
acido se ajusté también mediante la cinética de Gompertz modificada, hecho que
se puede apreciar sobre todo en el caso bajo. Estos resultados son diferentes de
los que presenta Bolado-Rodriguez et al. (2016), para el solido solamente
pretratado por acido, donde no existe fase de lag y se ajusté con una de primer
orden. Estas diferencias deben de ser debido principalmente a la baja cantidad de
azlicares presente en el sélido utilizado, ya que los microorganismos tendrian que
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adaptarse para utilizar la parte mas recalcitrante de la lignina restante tras
hidrolisis e fermentacion.

Por ultimo la produccion de metano para el pretratamiento basico, al igual que
para los otros dos pretramientos, se ajustd con la cinética de Gompertz
modificada. En este caso, cuando comparado con Bolado-Rodriguez et al. (2016),
donde el ajuste ha sido de primer orden, probablemente hubo inhibicion de los
microorganismos por compuestos secundarios producidos durante el
pretratamiento.

El proceso de adaptacion de los microorganismos es evidente en los tres
pretratamientos estudiados para el sustrato utilizado, pero con diferente
intensidad. Adema, observando el ratio de produccion de metano maximo, existe
una notable diferencia entre los pretratamientos térmico y acido, y el basico, ya
que éste produce una mayor cantidad de metano diaria.

En la Tabla 4.5 se puede ver un resumen de los parametros cinéticos de cada
modelo en funcion del pretratamiento aplicado:

Pretratamiento| Méddelo B, K A R, R?
Bagazo sin
pretratar Primer orden | 222,00 0,083 - - 0,9884
Térmico caso Gompertz
bajo modificado 154,46 0,149 5,17 22,98 0,9962
Térmico caso Gompertz
alto modificado 150,47 0,137 5,56 20,66 0,9969
Acido caso Gompertz
bajo modificado 114,62 0,291 9,49 33,32 0,9979
Acido caso Gompertz
alto modificado 164,09 0,180 2,85 29,59 0,9940
Basico caso Gompertz
bajo modificado 274,61 0,343 6,16 94,24 0,9862
Basico caso Gompertz
alto modificado 395,26 0,182 6,09 71,98 0,9873
Gompertz
AGV's modificado 101,77 0,156 5,78 15,87 0,9994

Tabla 4.5: Modelos cinéticos y parametros de ajuste de las ecuaciones de
produccion de metano acumulada a partir de materia prima pretratada utilizando
la fraccion sélida del pretratamiento.

Bo: Potencial de produccion de metano (mL CHs/ g SV relacionado con la
biodegradabilidad del sustrato)

kn: Coeficiente de hidrolisis (dias?)

Rm: tasa maxima de produccion de biogas (mL CHs/ g SV*d)
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A: tiempo de retraso (dias)

4.7 Potencial de energia a partir del metano producido

La cantidad de energia generada por el metano a partir del pretratamiento
térmico y de los residuos procedentes de la fermentacion de los pretratamientos
acido y basico se muestran en la Tabla 4.6:

Pretratamiento NmL CH4/g SV MJ/kg bagazo
Térmico caso bajo 156,80 5,05
Térmico caso alto 146,73 4,49

Acido caso bajo 119,21 1,91

Acido caso alto 169,53 2,35

Basico caso bajo 281,34 3,58

Basico caso alto 412,48 3,36

Tabla 4.6: Energia generada por el metano.

El pretratamiento térmico es el que mayor cantidad de energia a partir del metano
producido genera, obteniéndose 5 MJ CHs/kg bagazo para el caso bajoy 4,5 MJ
CHas/kg bagazo para el caso alto, esto se debe a que el bagazo no ha sufrido el
proceso de hidrélisis y fermentacion, a diferencia de los pretratamientos acido y
basico, por lo tanto todos los aziicares estan en el bagazo y permiten una gran
obtencion de energia, lo mismo que ha observado Costa et al. (2014) en un
estudio similar.

El pretratamiento basico produce mayor cantidad de energia a partir del metano
que el pretratamiento acido, debido a la gran eficiencia del basico en la digestion
de la matriz de lignina, generando un sélido con alto contenido de azicares y de
facil accesibilidad. Esta energia extra obtenida en cada caso puede ser utilizada
para satisfacer parte de las necesidades energéticas del proceso de produccion de
etanol.

4.8 Balance energético del proceso

Para conocer la produccion total de energia generada en cada caso, se calcula la
cantidad teodrica de energia que seria obtenida a partir de la combustion del
etanol y del metano.

En la Tabla 4.7 se puede ver la energia total generada por cada pretratamiento:
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MJ EtOH/kg

Pretratamiento bagazo MJ CH4/kg bagazo M Energia/kg bagazo
Térmico caso bajo - 5,05 5,05
Térmico caso alto - 4,49 4,49

Acido caso bajo 0,79 1,90 2,69

Acido caso alto 1,04 2,35 3,39

Basico caso bajo 1,34 3,56 4,90

Basico caso alto 1,35 3,37 4,72

Tabla 4.7: Produccion de energia a partir del etanol

El pretratamiento basico para los dos casos genera mayor cantidad de energia a
partir del etanol que el pretratamiento acido, esto se debe a la mayor liberacion
de azicares durante la hidrolisis enzimatica y por tanto mayor produccion de
etanol en la fermentacion (Hernandez-Salas et al., 2009).

El pretratamiento térmico, solo genera energia a partir del metano producido
durante el proceso de biodegradabilidad anaerobia, porque como se ha destacado
antes, la liberacion de azucares durante la hidrélisis es muy baja haciendo ineficaz
el proceso de produccion de etanol.

Los pretratamientos térmico y basico permiten obtener la mayor cantidad de
energia, 5 MJ/kg bagazo y 4,9 MJ/kg bagazo, respectivamente. La diferencia
radica en que el térmico solo lo hace a partir del proceso de biodegradacion
anaerobia y el basico lo hace a partir del proceso de fermentacion seguido del de
biodegradacion anaerobia.

Esta cantidad de energia obtenida permitiria satisfacer gran cantidad de la
energia requerida durante el proceso global.
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5. Conclusion

En este estudio, entre los pretratamientos, térmico, acido y basico, este lltimo se
revelo el mas eficiente para tratar el bagazo de cana de azlicar para la produccion
integrada de etanol y metano. Es donde se han obtenido también los mayores
rendimientos de azlcares (39% y 44% de conversion de glucosa y xilosa) tras la
hidrolisis enzimatica y etanol tras la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae
bakery (alrededor de 55% de rendimiento respecto al maximo teérico). El
pretratamiento acido resultd en menos rendimientos debido a la solubilizacion de
azucares durante el pretratamiento, y el pretratamiento térmico no se utilizo para
fermentacion debido a la baja conversion de azlcares durante la hidrolisis.

En cuanto a la produccion de biogas a partir de la fraccion sélida procedente de
las fermentaciones, el pretratamiento basico proporcioné la mayor cantidad de
metano con 412,6 NmL CHas/g SV. El pretratamiento térmico y el acido dieron
cantidades de metano menores, debido a la poca solubilizacion de aziicares en el
caso en el primer caso y debido a la formacion de inhibidores en el segundo caso.
Entretanto, el proceso de pretratamiento, hidrélisis y fermentacion produjo un
residuo con buenas caracteristicas para produccion de metano, y con alto
potencial de biodegradabilidad.

El analisis energético preliminar revelo que el pretratamiento térmico aplicado
solamente a la produccion de biogas aportaria la mayor cantidad de energia final
(5,0 MJ/kg bagazo), debido principalmente a las escasas pérdidas de masa
durante el pretratamiento. Por otro lado, aplicando el pretratamiento basico para
la produccion integrada de etanol y metano, la cantidad de energia producida
seria muy parecida (4,9 MJ/kg bagazo). Entretanto, el aprovechamiento de los
compuestos solubilizados en el liquido del pretratamiento basico podria llevar a
un proceso con un balance mas favorable.
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