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Resumen

La contaminacidn generada por los procesos industriales y el transporte es uno de los
principales problemas de la sociedad actual. El consumo de energia y las emisiones de gases
de efecto invernadero crecen anualmente a pesar de los esfuerzos por parte de gobiernos y
organismos reguladores para reducir este aumento. En Europa, el transporte genera
anualmente el 30% de los gases de efecto invernadero, representando el CO; mas del 78% de
ellos. Otro de los grandes problemas es el aumento y la fluctuacion del coste de las fuentes de
energia, especialmente del petréleo y sus derivados. El incremento en costes y en gases
contaminantes ha favorecido la recuperacién de métodos de produccién de combustibles
renovables empleados afios atrds. Uno de estos métodos es la fermentacién de materia
vegetal para la obtencién de biocombustibles liquidos como es el butanol, obtenido mediante
procesos de fermentacién anaerobia, con bacterias del género Clostridium.

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado bagazo de cerveza como fuente de azlcares que
pueden ser fermentados, para la obtencion de butanol. La produccién mundial anual de
bagazo de cerveza se estima en 39 millones de toneladas, de las cuales 0,7 Mt/afio se
producen en Espafia. Una de sus ventajas es que se encuentra disponible a lo largo del afio y
en gran cantidad, al contrario de los cultivos convencionales. El bagazo de cerveza es un
material lignocelulésico tradicionalmente utilizado como alimento para ganado vacuno y otros
rumiantes, debido a su alto contenido en carbohidratos y proteinas y su bajo coste. El alto
contenido en celulosa y hemicelulosa (en torno al 50% m/m MS) lo hace atractivo para la
produccién de biocombustibles como hidrogeno, biogas, etanol y butanol mediante procesos
de fermentacion.

El elevado contenido en lignina del bagazo de cerveza (entre un 12 y un 28% m/m MS)
hace necesario un proceso de pretratamiento para modificar la estructura lignocelulésica,
permitiendo a las enzimas acceder a la celulosa y hemicelulosa durante el proceso de
sacarificacion. Una vez llevado a cabo el pretratamiento, es necesario realizar una hidrélisis
enzimatica para transformar las cadenas de celulosa en monosacaridos que puedan ser
metabolizados por el microorganismo.

Durante la realizacion del Trabajo de Fin de Master con titulo “Valorizacion de bagazo
de la industria cervecera mediante su transformacion en biocombustibles avanzados:
biobutanol.” se determinaron las condiciones idoneas para el pretratamiento del bagazo de
cerveza. Se realizaron experimentos en el intervalo comprendido entre pH 1y 12, a 121°C, 30
minutos de reaccion y 5% m/m MS de carga de sélidos. A pH 1 se alcanzaron recuperaciones
de monosacdridos conjunta de pretratamiento e hidrélisis enzimatica del 87,7% con un
consumo de catalizador de 0,05 g de H,S04/g MS. A pH 12 se alcanzé una recuperacién de
monosacaridos conjunta de pretratamiento e hidrélisis enzimatica del 38,4% con un consumo
de catalizador de 0,03 g de NaOH/g MS. Con estos resultados se decidié establecer como
condiciones de pretratamiento pH 1, 121°C y 30 minutos debido a que permite obtener unas
recuperaciones de monosacdridos altas a la vez que se mantiene la produccién de inhibidores
en niveles bajos.
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En esta Tesis Doctoral, se estudid, en primer lugar, la fermentacién a partir de los
liqguidos obtenidos en el pretratamiento dcido a pH 1y en la posterior hidrdlisis enzimatica del
bagazo pretratado. Como se comenté anteriormente, se realizé el pretratamiento a pH 1,
utilizando cargas de sélidos en el pretratamiento del 5y el 15% m/m MS para determinar la
influencia de este parametro sobre la recuperacién de monosacaridos y la posterior
fermentacion. En la hidrodlisis enzimatica (realizada al 10% m/m MS) se utilizé bagazo
pretratado lavado y sin lavar para determinar la influencia de este proceso de detoxificacion
sobre la produccién de butanol. El lavado del bagazo pretratado reduce la concentracion de
inhibidores, lo que tuvo como consecuencia la obtencion de mayores concentraciones de
butanol al fermentar los hidrolizados enzimaticos, observdndose un aumento de la
concentracién de butanol de 4 g/La 6 g/L. El liquido de pretratamiento obtenido con una carga
de sdlidos del 5% presentd valores bajos de monosacaridos (14 g/L aprox.), lo que dio lugar a
concentraciones de butanol bajas (2,5 g/L aprox.). El liquido de pretratamiento obtenido al
15% de carga de sdlidos presentd valores altos de monosacaridos (43 g/L aprox.) lo que
permitio obtener concentraciones de solventes altos (7 g de butanol/L aprox.). El
pretratamiento al 15% m/m MS de carga de sdlidos permitié liberar grandes cantidades de
azucares tanto en los liquidos de pretratamiento como en la posterior hidrdlisis enzimatica
dando lugar a rendimientos globales de 75 g de butanol/kg bagazo y 95 g ABE/kg bagazo. En
este capitulo se obtuvieron dos conclusiones principales: que el bagazo de cerveza es un
sustrato adecuado para la produccion de butanol y que para la obtencion de concentraciones
altas de monosacaridos es necesario realizar el pretratamiento e hidrdlisis enzimatica con
altas cargas de sdlidos. Una de las consecuencias de estos procesos que usan altas carga de
solidos es la produccién de compuestos inhibidores que afectan de manera negativa al
proceso de fermentacion.

En segundo lugar, se explord la influencia de la carga de sélidos en la etapa de hidrélisis
enzimatica en la liberacion de azucares y en la produccién de compuestos inhibidores ademas
de lainfluencia de varios procesos de detoxificacidn sobre la posterior etapa de fermentacidn.
En estos experimentos se utilizé una carga de sélidos en el pretratamiento del 15% m/m MS
y una carga de soélidos en hidrdlisis enzimatica del 10, 15y 20% m/m MS. La detoxificacion fue
llevada a cabo con éxido de calcio (overliming), carbdn activo o una combinacién secuencial
de ambos procesos. Al fermentar los liquidos de pretratamiento, las concentraciones de
butanol y ABE mas altas se obtuvieron al llevar a cabo la detoxificacion con carbdn activo
(11,540,1 g/L butanol, 16,2+0,2 g/L ABE, consumo de azucares del 95,1%). Respecto a los
hidrolizados enzimaticos se obtuvieron resultados diversos. Utilizando una concentracién del
10% m/m MS de carga de sdlidos no se observaron diferencias entre las alternativas
analizadas, concluyendo que la concentracidén de inhibidores presentes es lo suficientemente
baja como para que no sea necesario un proceso de detoxificacion. Con una concentracion del
15% m/m MS de carga de sélidos fue necesario detoxificar, obteniéndose los mejores
resultados cuando se empled el proceso de detoxificacidon secuencial (11,6£0,2 g/L butanol,
18,3+0,3 g/L ABE, consumo de azucares del 89,6%). Finalmente, la operacidon con un 20% m/m
MS de carga de sélidos no produjo butanol en ningln caso, indicando que la concentracion de
compuestos inhibidores es muy elevada, siendo necesario procesos de detoxificacion mas
12



intensos para conseguir eliminar inhibidores y producir butanol. Los mejores resultados
(liguidos de pretratamiento detoxificados con carbdn activo e hidrolizados enzimaticos
detoxificados secuencialmente, obtenidos con una concentracién de biomasa del 15% m/m
MS) arrojaron una produccion global de 99,9 g de butanol/kg bagazo y 146,5 g ABE/ kg bagazo,
mejorando un 40% los resultados alcanzados sin llevar a cabo procesos de detoxificacion.

Con los resultados obtenidos, se decidi6 llevar a cabo la optimizacién de la etapa de
hidrdlisis enzimatica. Para ello, se realizdé un disefio de experimentos considerando como
principales factores la carga de sélidos (15 -30% m/m MS) y la carga de enzimas (10 -20 FPU/g
MS), con el fin de maximizar la liberacion de monosacaridos y minimizar la generacion de
compuestos fendlicos. Se llevé a cabo un pretratamiento acido diluido previo a la hidrdlisis
enzimdtica en las condiciones previamente establecidas. El dptimo encontrado (carga de
sélidos del 28,1% m/m MS y carga de enzimas de 15,4 FPU/g MS) permitié alcanzar
concentraciones de 47,0 g glucosa/L, 16,8 g xilosa/L y 1,2 g fendlicos/L. Los hidrolizados
enzimaticos fueron sometidos posteriormente a un proceso de fermentacion sin detoxificar y
después de detoxificacidon con carbdn activo. Las concentraciones de compuestos fendlicos
obtenidas fueron moderadas, con lo que en este caso no se observaron diferencias al
detoxificar los hidrolizados. Se obtuvieron producciones maximas de 31,0 g butanol/kg bagazo
pretratado y 46,4 g ABE/kg bagazo pretratado.

Al finalizar el proceso de fermentacion se obtiene un caldo en el que el biobutanol esta
diluido, haciendo necesario un proceso de separacidn para conseguir que tenga la pureza
necesaria que requiere su comercializacion. Tradicionalmente se han utilizado procesos de
separacion basados en destilacién, que consume grandes cantidades de energia. En esta tesis
doctoral se ha explorado una de las alternativas que consumen menos energia y que tiene una
de las mejores perspectivas de implantacion a escala industrial, el uso de procesos
simultaneos de fermentacion y recuperacion mediante gas-stripping. La recuperacién de
solventes mediante gas-stripping integrado con la fermentacién permite reducir la
concentracion de butanol en el reactor y evitar la inhibicién por producto, a la vez que se
obtienen condensados con altas concentraciones de butanol que permiten reducir los costes
de separacién posteriores al proceso. Si ademds se afiade alimentaciéon al proceso
(fermentacion en modo fed-batch), se consigue aumentar el tiempo de operacion, asi como
la produccion de solventes. Para la fermentacién se utilizé como sustrato el hidrolizado
enzimdtico de bagazo de cerveza pretratado, mientras que para alimentar el reactor se
utilizaron medios modelo (disoluciones de glucosa, xilosa o una mezcla de ambas) asi como el
liquido de pretratamiento. Los medios modelo se alimentaron mediante pulsos mientras que
el liquido de pretratamiento se alimentd de forma continua con el fin de integrar todas las
corrientes obtenidas en el proceso. Ambas estrategias de alimentaciéon permitieron
incrementar la concentracién de solventes, en comparacién con la que se obtiene en el
proceso de fermentacién convencional en discontinuo (6 g/L de butanol en fementacion
discontinua frente a concentraciones comprendidas entre 10,2 y 13,2 g/L de butanol
acumulado para los experimentos fed-batch con stripping acoplado). Los rendimientos (Yput
entre 0,14 y 0,2, Yage entre 0,20y 0,29 g/g) y productividad (Quut entre 0,08 y 0,11, Qage entre
0,12y 0,15 g/L-h) son similares a los obtenidos en un proceso batch, no observandose mejoras
en estos parametros. Los condensados del gas-stripping presentaron concentraciones

13



elevadas de solventes en todos los casos, pero la alimentacidon continua presentd unas
concentraciones mas estables que la alimentacién por pulsos (65 g/L de media frente a 50 g/L
de media para la alimentacién por pulsos de glucosa), consumiéndose practicamente la
totalidad de los monosacaridos presentes en el reactor (99,1%). Esta estrategia permite
aprovechar el liquido obtenido durante el pretratamiento acido diluido del bagazo de cerveza,
mediante su co-fermentacién con los hidrolizados enzimaticos, lo que ayuda a reducir los
costes de capital, al disminuir el nUmero de fermentadores necesarios.

Como conclusién general de la Tesis Doctoral se puede afirmar que el bagazo de
cerveza es un sustrato idéneo para la produccion de biocombustibles de segunda generacién,
permitiendo obtener concentraciones de butanol elevadas mediante el uso de
pretratamientos e hiddlisis enzimaticas con altas cargas de sélidos. El uso de procesos
integrados de fermentacién y separacidn mediante gas-stripping aumentd la concentracién
de butanol en los caldos, lo que permite reducir los costes energéticos de purificacion del
butanol.
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Capitulo 1

Introduccion






Introduccion

La contaminacion provocada por la actividad humana, y en especial por los procesos
industriales y el transporte es uno de los mayores problemas actuales (Bespalov et al., 2016).
El uso de combustibles fdsiles provoca que la emisidon de gases de efecto invernadero crezca
anualmente (Figura 1.1) pese a los esfuerzos de gobiernos y organismos de regulacién para
disminuir esta tendencia (Iftikhar et al., 2016). La emision de gases de efecto invernadero
como el CO;, comenzd a aumentar desde la revolucion industrial del siglo XIX, aunque el
crecimiento se disparo a partir de la segunda mitad del siglo XX, llegando a unos valores en la
actualidad que superan los 35000 Mt/a.

En el continente europeo, el transporte genera anualmente el 30% de los gases de
efecto invernadero, representando el CO, mas del 78% de ellos (Nocera & Cavallaro, 2016).

40.000
35.000

30.000

20.000

5.000

Figura 1.1: Evolucidn de las emisiones mundiales de COz entre 1757 y 2017. (Sevilla, 2020)

Por otra parte, el consumo de energia sigue la misma tendencia que la emisidn de
gases de efecto invernadero, creciendo afio tras afio, especialmente la energia obtenida a
partir de combustibles fésiles, representando alrededor del 85% (Figura 1.2). Entre los afios
2012y 2017 un aumento del 11,2% en el consumo de energia provocd un aumento del 12,5%
en las emisiones de CO,. Como nota positiva, en los Ultimos afios el consumo de energia
procedente de fuentes renovables y no contaminantes ha aumentado hasta suponer
alrededor del 10% del total a nivel mundial. En Espafia en 2018 se generd un 38,4% de la
energia a partir de fuentes renovables, siendo las mas utilizadas la edlica (19%), la hidraulica
(13,1%) y la solar fotovoltaica (3%) (Red Eléctrica de Espaiia, 2019).
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Figura 1.2: Evolucién del consumo mundial de energia entre 1993 y 2018
(BP Statistical Review of World Energy, 2019).

El aumento y fluctuacién del coste de las fuentes de energia, principalmente del
petréleo (Figura 1.3) y sus derivados, es otro de los grandes problemas mundiales (Aguilera,
2014), ya que esto puede afectar directamente a la productividad, el stock de capital y el
empleo de los paises importadores de petrdleo.

Un aumento del precio del petrdéleo puede provocar que el porcentaje de la produccién
gue permanece en el pais importador de petréleo disminuya, por lo que un aumento del
precio del petréleo equivale a una reduccidon en la productividad de los dos factores
productivos primarios. El stock de capital se puede ver también afectado por la variabilidad
del precio el petréleo de manera que, a corto plazo, el aumento del coste puede llegar a
provocar que plantas y maquinaria dejen de ser rentables. A largo plazo, un cambio
permanente en el precio del petrdleo acaba teniendo efectos sobre el nivel de equilibrio a
largo plazo del stock de capital. Por ultimo, el empleo también se ve afectado por todo lo
comentado anteriormente, alterandose la oferta y demanda de trabajo, lo que da lugar a
cambios en el nivel de la tasa de paro de equilibrio (Estrada & Hernandez de Cos, 2009).
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Figura 1.3: Evolucién del precio del petréleo entre 1960 y 2018 (Sevilla, 2020).

Debido al incremento tanto en el coste de fuentes de energia no renovables como en
las emisiones de gases contaminantes, se han aprobado diferentes disposiciones normativas,
que incentivan el uso de fuentes renovables y de biocombustibles. En la Directiva 2009/28/CE,
del Parlamento Europeo y del Consejo de 23 de abril de 2009, relativa al fomento del uso de
energia procedente de fuentes renovables y por la que se modifican y se derogan las Directivas
2001/77/CEy 2003/30/CE, se establece que para el afio 2020, el porcentaje de biocarburantes
producidos a partir de cereales y otros cultivos ricos en almiddn, azucares, de oleaginosas y
de otros cultivos plantados en tierras agricolas como cultivos principales con fines energéticos
no podra superar el 7% en los estados miembros.

La Directiva (UE) 2015/1513 del Parlamento Europeo y del Consejo de 9 de septiembre
de 2015 por la que se modifica la Directiva 98/70/CE, relativa a la calidad de la gasolina y el
gasodleo y la Directiva 2009/28/CE, relativa al fomento del uso de energia procedente de
fuentes renovables, especifica que la energia global debera proceder en un 20% de fuentes
renovables y la energia para el transporte debera proceder en un 10% de fuentes renovables
en el afio 2020. Esta directiva también establece que es necesario fomentar la investigacion,
el desarrollo y la produccion de biocarburantes avanzados que no compiten con los cultivos
alimentarios y que contribuyen a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero, siendo
los biocarburantes avanzados aquellos producidos a partir de materias primas lignoceluldsicas
(residuos agricolas, forestales o industriales), biomasa herbacea, algas y residuos.

Todo ello ha derivado en la blisqueda de nuevas materias primas renovables que no
compitan con alimentacion, y en la mejora y optimizacidén de procesos a partir de los cuales
poder generar energia a un bajo coste en competencia con el empleo de los combustibles
fosiles. La biomasa lignoceluldsica se configura, en este sentido, como una materia prima
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atractiva por su composicion y bajo coste para la produccién de biocombustibles (Saladini et
al., 2016).

1.1 Biocombustibles

Los biocombustibles son sustancias quimicas con un alto contenido energético,
generados a través de procesos bioldgicos o derivados de biomasa procedente de microalgas,
plantas y bacterias (Rodionova et al, 2017). Pueden encontrarse en estado sélido, liquido o
gaseoso (biohidrégeno, biometano, bioetanol, biobutanol, biodiésel) y, pueden ser utilizados
para transporte, produccion de calor o generacion de electricidad. En transporte,
comunmente se mezclan con otros combustibles fésiles, en concentraciones entre el 5 y el
85% (Alves et al., 2015) dependiendo del motor, pero también pueden ser usados puros en
motores modificados.

En la Tabla 1.1 se encuentran clasificados los diferentes tipos de biocombustibles,
atendiendo al tipo de biomasa utilizada en su fabricacion.

Tabla 1.1: Biocombustibles; generacién, ventajas y desventajas asociadas.

Biocombustibles Materia prima Ventajas Desventajas
Uso de productos de

Primera Biomasa Proceso de produccidn simple alimentacién humanay

eneracion facilmente animal
g fermentable - . Desabastecimiento de

Competitivo econdmicamente .
alimentos
. . Proceso de produccidn

Segunda Biomasa no usada Uso de residuos complejo

generacion en alimentacion . . .
Materias primas baratas Coste de reactivos
Mayores rendimientos de
Tercera . . . Gran consumo de agua
L, Biomasa algal biomasa por ud. de superficie
generacion L . -
Limpieza de aguas residuales Grandes superficies
. Mayores rendimientos que los Modificacién genética de
Biomasa algal .
Cuarta . combustibles 3G algas
. modificada N .

generacion Limpieza de aguas residuales Gran consumo de agua

genéticamente .
Grandes superficies

La produccién de biocombustibles de primera generacion es simple y competitiva
desde un punto de vista econdmico, pero puede generar problemas como el aumento del
precio de alimentos de primera necesidad como el trigo, cebada y maiz (los principales cultivos
a nivel mundial) y el cambio del uso del terreno cultivable, lo que podria tener graves
consecuencias, especialmente en paises en desarrollo. En el afio 2019, el 93% del bioetanol
de primera generacion fue producido a partir de maiz, mientras que el 82% del biodiésel se
obtuvo a partir de aceites vegetales (CNMC, 2020).

Los biocombustibles de segunda generacién ofrecen la gran ventaja de utilizar como
materia prima materiales que no se utilizan en alimentacién y que muchas veces son
considerados como residuos. Los procesos de obtencidn de biocombustibles a partir de estos
materiales son mas costosos que los de primera generacién ya que los azucares
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potencialmente fermentables no son facilmente accesibles por los microorganismos,
debiendo hacerse un pretratamiento e hidrdlisis enzimatica para liberarlos.

Los biocombustibles de tercera y cuarta generacidn, presentan algunas ventajas frente
a los otros tipos de biocombustibles, alcanzando mayores rendimientos de biomasa por
unidad de superficie que los cultivos terrestres, crecen en zonas no cultivables y se pueden
producir utilizando aguas residuales, limpiando estas aguas a la vez que crecen (Correa et al.,
2017). Al estar generados a partir de biomasa algal, requieren grandes superficies para su
produccidn, asi como un consumo elevado de agua, lo que complica su produccion en regiones
sometidas a un grave estrés hidrico. A los combustibles de cuarta generacidon habria que
afadirle las dificultades de modificar genéticamente las algas, algo que no es sencillo y tiene
unos costes asociados (Abdullah et al., 2019; Tandon & Jin, 2017).

Como consecuencia de todo lo comentado anteriormente, los biocombustibles de
segunda generacion son una alternativa atractiva, desde el punto de vista tanto ético como
técnico, utilizando materiales considerados como residuos, evitando el uso de cultivos
empleados en alimentacion, asi como el consumo de grandes cantidades de agua.

Los biocombustibles mas producidos a nivel mundial son etanol, biodiésel (metil éster
de acidos grasos o combustibles FAME) y combustibles producidos del tratamiento de grasas
animales y aceites vegetales con hidrégeno (aceites vegetales hidrotratados o HVO; acidos
grasos y ésteres hidrotratados o HEFA). Alrededor del 65% de la produccidon de
biocombustibles corresponde a etanol, un 29% a biodiesel y un 6% a combustibles HVO/HEFA,
como se desprende de los datos incluidos en la Figura 1.4. El uso de biometano, aunque crece
rapidamente, sélo representa menos del 1% del total (Global status report 2018 Ren21, 2019).

Energy content (exajoules)

p World Total B HVO/HEFA
3.5 Exajoules Biodiesel (FAME)
Ethanol
3
5
1
3
!
/ -~

2007 2008 2009 2010 20m 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Note: HVO = hydrotreated vegetable oil;
HEFA = hydrotreated esters and fatty
acids; FAME = fatty acid methyl esters

Figura 1.4: Porcentaje de produccidn de biocombustibles mundial. (Global status report 2018 Ren21,
2019).

Aunque los biocombustibles mas empleados son los comentados anteriormente, hay
otros biocombustibles en desarrollo que pueden dar unos resultados iguales o mejores, siendo
uno de estos el butanol. El butanol presenta ciertas ventajas sobre el etanol, como un mayor

poder energético (29,2 vs 21 MJ/L) siendo similar al de la gasolina (32 MJ/L), como se puede
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observar en la Tabla 1.2. Otras ventajas son una menor corrosividad, menor volatilidad, menor
miscibilidad con el agua y posibilidad de ser transportado a través de la red de tuberias
existente (Bellido et al., 2014). Otra de las ventajas que posee es el poder ser utilizado en
motores tipo Otto y Diesel, ya sea en su forma pura o mezclado con otros combustibles
(gasolina, gasoil, hidrégeno, metanol, etanol, isopropanol, acetona) (Zhen et al, 2020). El
butanol también es utilizado como producto intermedio y solvente en industrias de
construccion, automotriz, textil, agroquimica y farmacéutica.

El mercado del butanol se estimd en 4180 millones de USD en 2017, con una prevision
de 5580 millones de USD para el afio 2022 (PRNewsWire, 2018).

Tabla 1.2: Propiedades fisicas de distintos tipos de combustibles.

Metanol Etanol Butanol Biodiesel Gasolina (E10) Gasoil
Poder energético (MJ/L) 16 21 29,2 37,3 32 35,9
Presion :fn\::Z;)r (5%, 1972 59,3 7,5 1,01 525,1 3,04
Miscibilidad agua total total 79 g/L Insignificante 4500 ppm Insignificante
Punto ebullicion (°C) 64,7 78 118 130 33-210 139-385
Densidad (kg/m3) 792 789 810 880 720 870

La produccién de butanol se lleva a cabo mediante sintesis quimica a partir de
productos obtenidos del petréleo o mediante procesos de fermentacion a partir de sustratos
facilmente fermentables.

El butanol petroquimico se genera mayoritariamente a través del proceso de
oxosintesis, en el que el propileno reacciona con mondxido de carbono e hidrégeno formando
una mezcla de n- e iso-butiraldehido, en ratios dependientes del catalizador y de las
condiciones de operacién. Posteriormente, estos dos isomeros son separados e hidrogenados
para formar, como principales productos, el n- e iso-butanol (Informe anual 2013 Abengoa,
2014). Este proceso se lleva a cabo en varias fases, con temperaturas y presiones que varian
entre los 80y 200°Cy 20 y 30 Mpa (Kazemi Shariat Panahi et al, 2019).

El butanol también puede obtenerse mediante transformaciones bioquimicas. El
proceso de fermentacion conocido como fermentacién ABE (acetona-butanol-etanol), utiliza
principalmente materias primas fermentables procedentes de cultivos alimentarios o residuos
lignoceluldsicos de bajo coste procedentes de procesos industriales y agricolas, y emplea
microorganismos del género Clostridium. Este proceso se comentard con mayor detalle en
apartados posteriores.

1.2 Biomasa

La biomasa es el conjunto de la materia organica, de origen vegetal o animal, y los
materiales que proceden de su transformacién natural o artificial que pueden ser utilizables
como fuente de energia. Se pueden agrupar principalmente en agricolas y forestales, aunque
también se considera como biomasa los lodos de depuradora, asi como la fraccién organica
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de los residuos soélidos municipales y otros residuos producidos en procesos industriales. La
biomasa puede calificarse en varios tipos (The Earth Project, 2021):

e Biomasa natural, producida en los ecosistemas, incluyendo todas las plantas
terrestres como pueden ser arboles, arbustos y pastos.

e Biomasa residual, generada por la actividad humana al utilizar la biomasa natural
en diversas industrias. El uso de esta biomasa tiene ventajas asociadas como la
reduccion de la contaminacion y del espacio utilizado en vertederos, y la generacion
de puestos de trabajo.

e Cultivos energéticos, que son cultivos dedicados a la generacidon de energia. Se
utilizan especies vegetales de alta productividad y elevada resistencia a sequias y
enfermedades, pero que no pueden ser utilizadas para alimentacion.

La biomasa disponible en Espafia se estima en 88 millones de toneladas, incluyendo
restos forestales y agricolas, masas forestales sin explotar y cultivos energéticos a implantar.
A estas cifras hay que afiadir 12 millones de toneladas de biomasa obtenida de residuos de
industrias agroforestales (Plan de Energias Renovables 2011-2020).

La energia obtenida a partir de biomasa supone alrededor del 68% del total obtenido
mediante energias renovables (Tabla 1.3), resaltando su importancia en la obtencion de
energia limpia.

Tabla 1.3: Suministro de energia a partir de fuentes renovables a nivel mundial. (Adaptada de World
Bioenergy Association, 2019)

Biomasa Hidroeléctrica Solar Viento Geotérmica

Afio  Total (EJ) (E)) (E)) (E)) (E)) (E)) Otras (EJ)
2000 54,7 42,8 9,43 0,21 0,11 2,19 0,002
2005 59,4 45,9 10,6 0,31 0,37 2,25 0,002
2010 68,2 51,2 12,4 0,77 1,23 2,61 0,002
2015 77,7 55,1 14,1 2,27 3,02 3,24 0,004
2016 80,5 56,5 14,6 2,6 3,45 3,37 0,004
2017 81,1 55,6 14,7 3,07 4,06 3,59 0,004

La biomasa lignocelulésica es la materia mas abundante en la tierra. Al afio se producen
170000 millones de toneladas mundialmente, de las cuales sélo se utilizan alrededor del 5%
(Zhang et al., 2017). Este material estd compuesto mayoritariamente por celulosa (polimero
formado por cadenas lineales de glucosa), hemicelulosa (polimero ramificado formado por
monosacaridos de cinco y seis carbonos) y lignina (polimero formado por compuestos
aromaticos). También esta formado por otros compuestos como proteinas, grasas y almidon.
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Tabla 1.4: Composicion de diversos materiales lignocelulésicos.

Glucano  Xilano Arabinano LAl (%

Tipo d LAS (9
bilcf:qa; Especie (%m/m (%m/m (% m/m m/m m/m I(\/IAS) Referencia
MS) MS) MS) MS)
Pennisetum Nan et al.,
+ + + +
e 36118 182107  nd.  189:02 2,004 D015
Herbdcea PN 590408 173:01  nd. 182401 21:00  Nanetal,
alterniflora 2019
silvergrass 3¢ 3402 17,7401 nd. 19309 2400  enetal
_____________________ chino 2019
Pajade 330,17 186109  nd.  173+15 35:t04 Celdoetal,
trigo 2014
Racimos de
. cascaras de .
Residuo frutade  41,2¢03  n.d. nd.  284+01 34401 Furwandariet
agricola . al., 2013
aceite de
palma
Rastrojode /0116 225503  nd. 202405 15:03  2huetal
______________________ maip  1O7EL6 225303 nd 20205 1503 j010
Pulpade 02119 171003 218:21 19:03 003001 Coldoetal,
remolacha 2015
Residuo  Bagazode ..., 155410 74203 141:04 40:10 222etal
agroindustrial  cerveza 2017
Huesode 05,02 26001 13:00 339:04 17:0,1 2dila-Rascon
o Ova T T etal, 2020
Fernandes-
Resid Poda d
esiauo 0dade 55 8+0,05 10,9t04 1,3t0,1 15,0+0,4 2,4+0,03  Klajn etal,,
forestal olivo 2018

LAI: Lignina 4cida insoluble; LAS: Lignina acida soluble. n.d.: no disponible.

Los materiales lighoceluldsicos son idoneos para la produccién de biocombustibles de segunda
generacion. Esta biomasa representa la mayor fraccién de la materia vegetal. Algunos
ejemplos de este material son los residuos agricolas y forestales, los residuos celuldsicos y la
mayor parte de la fraccion organica de los residuos municipales, industriales y vegetales, tanto
herbaceos como lefiosos, cultivados para la produccidon de biocombustibles (Kumar et al.,
2020).

La composicion en celulosa, hemicelulosa y lignina difiere entre los distintos materiales
lignoceluldsicos, como se indica en la Tabla 1.4. La proporcion de carbohidratos entre distintas
materias primas varia notablemente (36,7% para la poda de olivo y 63,2% para el rastrojo de
maiz), siendo mayor en los residuos agricolas y en la biomasa herbacea, al no haber sido
sometidos a ningun proceso como los residuos agroindustriales. La proporcion de lignina
también varia enormemente entre materias primas, aunque sin observarse diferencias entre
distintos tipos de residuos. (1,9% para la pulpa de remolacha y 35,6% para el hueso de oliva).
Estas diferencias en la composicidn hacen que cada material necesite un enfoque distinto en
el proceso de obtencidn de biocombustibles.
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1.3 Estructura de los materiales lignoceluldsicos

1.3.1 Celulosa

La celulosa forma parte de las paredes celulares y de los tejidos estructurales de los
vegetales. Esta formado por unidades de D-glucosa, unidas mediante enlaces glucosidicos -
(1,4) (Figura 1.5). La celulosa esta compuesta de regiones amorfas y cristalinas (Heldt &
Piechulla, 2011). Las regiones amorfas se hidrolizan mas facilmente que las cristalinas con el
uso de enzimas. La celulosa cristalina forma microfibrillas, que son conjuntos paracristalinos
de varias decenas de cadenas unidas mediante enlaces de hidrégeno a lo largo de su longitud.
Estos enlaces unen firmemente las cadenas, formando una estructura en forma de reja. Esto
les proporciona una gran resistencia a la traccion y a la degradacidn, tanto quimica como
bioldgica.

1.3.2 Hemicelulosa

Este heteropolimero tiene un peso molecular menor que la celulosa. Su estructura es
ramificada, presentando cadenas laterales cortas formadas por distintos monosacaridos
(Figura 1.5). Las cadenas de hemicelulosa contienen xilanos (arabinoxilanos y 4-O-metil-
glucuronoxilanos), galactomananos, glucomananos y xiloglucanos (B-D-glucanos con cadenas
laterales) (Farhat et al., 2017) que a su vez estan formados por diversos monosacdridos como
D-glucosa, D-manosa, D-galactosa, D-fucosa, D-xilosa, L-arabinosa, acido glucurdnico y otros.
La hemicelulosa cubre las microfibrillas de celulosa, aunque también son suficientemente
largas para cubrir la distancia entre éstas y unirlas, formando una red. La hemicelulosa une la
lignina y la celulosa, aportando rigidez a la red tridimensional formada por estos tres
componentes (Shen & Sun, 2021).

1.3.3 Lignina

La lignina es el compuesto organico mas abundante después de la celulosa vy
hemicelulosa, llegando a formar entre el 20 y el 30% de los tejidos vegetales. Los alcoholes
coniferilico, sinapilico y p-cumarilico son sus principales componentes (Figura 1.5). Estos
monolignoles se encuentran unidos entre si mediante enlaces de tipo éster, éter o carbono-
carbono. La lignina se une covalentemente a la celulosa y al xilano. La funcion de la lignina es
dar soporte estructural, impermeabilidad y resistencia frente a ataques microbiales y el estrés
oxidativo (Santander et al., 2021).
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Figura 1.5: Componentes de la pared celular. A- Celulosa; B- Hemicelulosa (Heldt & Piechulla, 2011); C-

Compuestos de la lignina (Lourengo & Pereira, 2017).

1.3.4 Estructura interna

En la actualidad no se ha encontrado un modelo definitivo de la pared celular de los
materiales lignoceluldsicos, especialmente en la relacion entre la composicion y las
propiedades mecanicas. La pared celular primaria (formada después del crecimiento de la
célula) esta formada por celulosa (20-30%), hemicelulosa (25%), pectina (30%) y glicoproteina
(5-10%), siendo permeable al agua. La pectina aporta elasticidad a la pared celular y forma la
matriz en la que se encuentran insertadas las microfibrillas de celulosa junto a las
glicoproteinas y la hemicelulosa (Heldt & Piechulla, 2011). Al alcanzar la célula su tamafio y
forma definitivos, se forma la pared celular secundaria, formada principalmente de celulosa.
Las microfibrillas de celulosa se disponen en capas para posteriormente incorporarse la lignina
en la pared celular secundaria, produciendo la lignificacion de la planta, que provoca la muerte

de células, las cuales pasan a tener Unicamente funcion estructural (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Estructura material lignocelulésico (Yan et al, 2015).

1.3.5 Otros componentes

Los materiales lignoceluldsicos estdn compuestos por otros materiales de forma
minoritaria, como proteinas, grasas, almiddn, extractivos, cenizas (metales). Estos
compuestos, aunque estan presentes en bajas cantidades, son indispensables para funciones
fisioldgicas de gran importancia. En muchos vegetales el olor, color y gusto es determinado
principalmente por los lipidos, siendo también importantes en la defensa contra patdgenos.
Las proteinas se encargan del crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales, ademas de
participar en procesos de divisién celular, transporte en membranas y procesos de fotosintesis
entre otros. El contenido en metales es importante en procesos industriales como la
combustién, pero también para la produccién de pasta de papel y procesos de biorrefineria
(Prinsen, 2010).

1.3.6 Bagazo de cerveza

El bagazo de cerveza (Brewers’ spent grain, BSG) es un residuo de la industria cervecera
considerado como un material de gran interés. Una de sus ventajas es su disponibilidad a lo
largo del afio, a bajo coste y en grandes cantidades, al contrario que los cultivos
convencionales (Robertson et al.,, 2010). La industria de la cerveza produce importantes
cantidades de residuos, suponiendo el bagazo alrededor del 85% del total (Hejna et al., 2021).
Por cada 100 litros de cerveza producida se obtienen 20 kg de bagazo hiumedo (Vieira et al.,
2014). La produccion anual de bagazo de cerveza en Espafia fue de unos 0,762 millones de
toneladas en el afio 2018, siendo la produccion en Europa de alrededor de 8,12 millones de
toneladas (The Brewers of Europe, 2020). La produccién mundial alcanzé aproximadamente
38,1 millones de toneladas en el afio 2018 (The barth report, 2019).

Tradicionalmente el bagazo de cerveza ha sido empleado como alimento de ganado
vacuno y otros rumiantes debido al alto contenido en carbohidratos y proteinas, asi como a
su bajo coste, ya sea seco o humedo (Cook, 2011). Sin embargo, debido al alto contenido en
material lignoceluldsico muchas especies animales no pueden utilizarlo como alimento. Cabe
destacar que, debido al alto contenido en humedad, el bagazo se degrada con facilidad en
pocos dias.
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Este material también se ha utilizado para la produccién de energia, siendo la
alternativa mas simple su combustion, aunque presenta ciertos problemas, ya que el bagazo
debe estar seco y genera gran cantidad de sustancias contaminantes como Oxidos de
nitrégeno (NO;) y 6xidos de azufre (SO;). También se utiliza para la producciéon de carbén
vegetal, pero las propiedades son peores que las del carbon vegetal obtenido a partir de
serrin. Este carbon vegetal puede ser empleado también para capturar nitrégeno presente en
aguas residuales y ser transformado posteriormente en fertilizante (Zhang & Wang, 2016).

Su alto contenido en celulosa y hemicelulosa (celulosa entre 18 y 26% m/m MS vy
hemicelulosa entre 17 y 28% m/m MS, Tabla 1.5) hace del bagazo de cerveza un material
altamente atractivo para la produccion de biocombustibles como el hidrégeno, biogas, etanol
y butanol mediante procesos de fermentaciéon. Como el resto de materiales lignoceluldsicos,
presenta ciertos problemas para ser hidrolizado enzimaticamente, debido a la cristalinidad de
la celulosa, el grado de polimerizacion, la relacion entre tamafo de poro y tamafno de enzima
y el porcentaje de lignina del material (Mussatto et al., 2008).

Tabla 1.5: Variabilidad en la composicion del bagazo de cerveza.

Xilano (%  Arabinano

Glucano (% MS) LAl (% MS) LAS (% MS) LT (% MS) Referencia

MS) (% MS)
23,1+2,8 155+10 7,4+03 141+04 49+1,0 19,0%14 P'azz"’z)‘le;a"'
Lopez-
17,9%03 20,7+0,4 80%0,4 194+12 6,4+01 258%13 Linareset
al., 2019
185t02 187402 8301 16702 52:00 21,9:02 P'azz"’z);ga"'
26607 11502 58%03 77402 33:02 110:04 om0t
al., 2019
Wagner et
+ + . ;. _ +
23,4+0,9 16,7 £ 0,4 2uax06 TS

LAI: Lignina 4cida insoluble; LAS: Lignina acida soluble; LT: Lignina total; MS: Materia seca.

Debido al alto contenido en lignina del bagazo de cerveza (entre un 12 y un 28% m/m
materia seca) se hace necesario un proceso de pretratamiento para modificar la estructura
interna lignoceluldsica, permitiendo que las enzimas accedan a la celulosa y hemicelulosa
durante el proceso de sacarificacion (Corchado-Lopo et al., 2021).
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1.4 Proceso de produccion de biobutanol a partir de residuos
lignoceluldsicos

Bagazo de cerveza

. Fraccion solida o o
Pretratamiento Hidrdlisis enzimética
Fraccion liquida Fraccion liquida
Fermentacién Fermentacion
ABE ABE ) Butanol puro
Separacion —

Figura 1.7: Diagrama de bloques del proceso de produccién del biobutanol.

El proceso de produccion de biocombustibles a partir de materiales lignoceluldsicos
consta de cuatro etapas principales, como se indica en la Figura 1.7. En la primera etapa se
lleva a cabo un pretratamiento del material, dando lugar a una corriente liquida y otra sélida.
En funcion del pretratamiento utilizado se pueden obtener liquidos con suficientes
carbohidratos como para poder llevar a cabo una fermentacién de los azucares. El sélido
pretratado es usado para la hidrdlisis enzimatica, en la cual se producen monosacaridos al
hidrolizar la celulosa y hemicelulosa presentes en el material. Este proceso permite obtener
un liquido rico en azucares que puede ser utilizado en la fermentacion ABE. Durante la
fermentacion, el microorganismo consume los monosacaridos presentes en el medio,
proporcionado acetona, butanol y etanol en una proporcion de 3:6:1 (Bellido et al., 2014). En
el proceso de fermentacion ABE se obtienen concentraciones bajas de los productos de
interés, lo que obliga a afiadir una etapa de separacién que permita obtener el biocombustible
con la pureza necesaria para su comercializacién.

1.5 Etapa de pretratamiento

La compleja estructura de los materiales lignoceluldsicos obliga a realizar un
pretratamiento con el fin de alterar la estructura interna del material para que las enzimas
puedan realizar su funcion. La hidrdlisis enzimatica se ve afectada por varios factores, siendo
uno de estos la cristalinidad de la celulosa. Otros factores son el grado de polimerizacién y el
contenido en lignina (Plaza et al., 2017). La disminucién del tamafio de particula y el aumento
de la superficie disponible también afectan a la hidrdlisis enzimatica (Harmsen et al., 2010).
La presencia de lignina también afecta al rendimiento de la etapa de hidrélisis enzimatica,
limitando la velocidad y el alcance de la accion de las enzimas, impidiendo la hidrélisis de la
celulosa y hemicelulosa (Binod et al., 2019). La manera de limitar estos problemas es realizar
un pretratamiento que altere la estructura interna del material lignoceluldsico, facilitando la
accion de las enzimas (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Efecto del pretratamiento en la estructura del material lignocelulésico (Zhao et al., 2012).

Los pretratamientos pueden ser de diversos tipos: fisicos, fisico-quimicos, quimicos o
biolégicos. En la Tabla 1.6 se resumen los principales pretratamientos reportados en la
bibliografia, incluyendo las condiciones de operaciéon y las principales ventajas e
inconvenientes.

Dentro de los pretratamientos fisicos, los de tipo mecéanico son los principales y su
objetivo es la reduccion del tamafio de particula del material mediante molienda para reducir
la cristalinidad de la celulosa al producirse un incremento de la superficie especifica y la
reduccion del grado de polimerizacidn. El pretratamiento mecanico ayuda a aumentar el
rendimiento de hidrélisis enzimatica entre el 5 y el 25%, dependiendo de la biomasa, el tipo y
tiempo de molienda (Roy et al., 2020).

Entre los pretratamientos fisico-quimicos se engloban varios tipos de pretratamiento
como pueden ser la pirdlisis, el pretratamiento por microondas o el pretratamiento térmico.

En la pirdlisis, la celulosa se degrada por encima de los 300°C, formando hidrégeno,
CO vy carbdn residual. Al terminar el proceso, el carbdon se separa y queda una soluciéon
compuesta principalmente por glucosa que se puede fermentar con el fin de obtener
biocombustibles. La eficacia del proceso depende de la temperatura, el tiempo de reaccién,
el reactor empleado, el catalizador y el material utilizado (Canilha et al., 2012).

El pretratamiento por microondas se basa en la interaccion directa entre el material y
un campo electromagnético (Canilha et al., 2012). Se puede llevar a cabo en combinacion con
otros para mejorar la liberacion de azucares. El factor determinante es el medio en el que se
lleve a cabo, pudiendo ser desde agua, pasando por mezclas de glicol-agua o catalizadores
acidos (Li et al., 2016).
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Tabla 1.6: Pretratamiento de biomasa lignoceluldsica: clasificacion, condiciones de operacién y
principales efectos.

) . Presion Temperatura . . .
Tipo Pretratamiento Fundamento (bar) '(DOC) Efectos Ventajas Inconvenientes Referencia
. Aumenta
Reduccion de L
N rendimiento
cristalinidad P
de la hidrdlisis
de la celulosa s
» enzimatica
Reduccion de fod
. L. tamafio de Tamafio de Roy et al.,
Fisico Mecanico ' Incremento Reduce el particula Y
particula de superficie tiempo de menor de 2020
mediante molido especifica hidrolisis
P 0,425 mm
Reduccion del
grado de
polimerizacién
El material se Separacién de Temperaturas
s somete a glucosa del Simpleza altasy equipos  Canilha et al.,
Pirolisis
temperaturas resto de costosos 2012
mayores a 300°C componentes
Interacciéon Gasto de
directa entre el 5-40 150-250 Dependen del Tiempos cortos energia
Fisico- Microondas material y un catalizador elevado Lietal., 2016
quimicos campo usado Costes
electromagnético elevados
El material se e g L
somete a Solubilizacién Generacién de
P de Equipos inhibidores en Xiang et al.,
Térmico temperaturas y 5-40 170-230 . q P L. &
X hemicelulosa simples condiciones 2021
presiones altas L
) y lignina severas
en medio acuoso
El material se Pretratamiento Generacién de
somete a sencillo inhibidores
temperaturas - Solubilizacién
.- P X v Atmosférica- Plaza et al.,
Acido presiones 40-210 dela . Coste de
6 . Bajo coste de : 2020
moderadas en hemicelulosa . equipos por
R catalizadores L
presencia de corrosiéon
catalizador acido
El material se Baja formacion Pérdida de
somete a de inhibidores azlcares
temperaturas y
. resiones Atmosférica- Hinchamiento Wilkinson et
- Alcalino P 30-130 . .
Quimico moderadas en 3 del material  Pretratamiento al., 2014
presencia de sencillo
catalizador
alcalino
El material se . Perdidas de
Equipos
somete a . celulosay
. sencillos X
temperaturas y Elimina hemicelulosa
L resiones .. lignina, facilita Jénsson &
Oxidativos P Atmosférica 30-80 J X
moderadas en acceso a X Martin, 2016
R Bajo coste Coste de
presencia de celulosa L. N
energético catalizadores
compuestos
oxidantes
Microorganismos Degradacion )
. Tiempos de
L degradan la L. dela Equipos Ramachandran
Bioldgico . Atmosférica 30-35 . X proceso
hemicelulosay la hemicelulosa sencillos etal.,, 2020
L . elevados
lignina y lignina

En el pretratamiento térmico, el material se somete a temperaturas y presiones altas
en medio acuoso. Al incrementar la temperatura, la hemicelulosa y la lignina comienzan a
solubilizarse. Las temperaturas habituales se encuentran entre los 170 y los 230°C,
manteniendo una presidon que evite la evaporacion del liquido. Los tratamientos con
temperaturas que superan los 160°C son capaces de solubilizar la lignina, liberando
compuestos fendlicos que tienen efectos inhibitorios en la posterior fermentacion, debido a
su toxicidad para los microorganismos (Nguyen et al., 2015).
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Los pretratamientos quimicos engloban todos aquellos que basan su accién en el uso
de catalizadores quimicos, ya sean acidos, bases u oxidantes.

En el pretratamiento acido se produce la solubilizacién de la hemicelulosa (Plaza et al.,
2020). Se pueden llevar a cabo con acidos diluidos (presiones entre 2 y 6 bares y temperaturas
entre 120 y 160°C) o en concentracién alta (presion atmosférica y temperaturas entre 40 y
100°C). Al hidrolizarse la hemicelulosa se libera principalmente xilano. Los oligdmeros
solubilizados durante la hidrdlisis de la hemicelulosa pueden a su vez liberar mas mondémeros,
furfural, HMF y otros productos. Al aumentar la concentraciéon de acido se generan
inhibidores. El aumento de los inhibidores es perjudicial para los microorganismos, lo que hace
que los pretratamientos acidos diluidos sean los mas empleados, debido a la menor
generacién de compuestos inhibidores.

Los pretratamientos alcalinos se llevan a cabo a presiones entre 1 y 3 bares y a
temperaturas entre 30 y 130°C. Estos pretratamientos provocan reacciones de solvatacion y
saponificacion (Wilkinson et al., 2014). Esto produce el hinchamiento del material, haciéndolo
mas accesible para las enzimas y microorganismos. Altas concentraciones de compuestos
alcalinos pueden dar lugar al desprendimiento de grupos terminales, degradacion y
descomposicion de los polisacaridos. Este desprendimiento supone una ventaja en
posteriores procesos, aunqgue lleva asociada una pérdida de azucares.

En los pretratamientos oxidativos se emplea un compuesto oxidante, como puede ser
el perdxido alcalino a temperaturas entre 30 y 80°Cy pH 11,5 o como puede ser el ozono, que
se usa como agente deslignificante a presidn y temperatura ambiente. La finalidad es eliminar
la lignina, facilitando el acceso a la celulosa (Jonsson & Martin, 2016). Como contrapartida, el
oxidante no es selectivo, produciéndose pérdidas de celulosa y hemicelulosa. Debido a la
oxidacion de la lignina y formacion de compuestos aromaticos solubles, la probabilidad de
formacién de inhibidores es alta. Al igual que en el pretratamiento alcalino, es necesario lavar
el material para eliminar los inhibidores formados (Chang et al., 2001).

Finalmente, en los pretratamientos bioldgicos, son microorganismos los que se
encargan de degradar hemicelulosa y lignina. Los microorganismos mas utilizados son hongos
de pudricién parda y blanca, que degradan la lignina y hemicelulosa, asi como la celulosa
ligeramente. Los pardos degradan celulosa, mientras que los blancos degradan celulosa y
lignina. Los hongos blancos llevan a cabo la degradacion mediante enzimas como las
peroxidasas y lactasas (Ramachandran et al., 2020). Se han utilizado diversos hongos de
pudricién blanca (Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus,
Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus y Pleurotus ostreaus) con materiales
lignoceluldsicos, mostrando una gran eficiencia en la delignificacién, llegando a eliminar
alrededor del 40% de la lignina utilizando C. comatus y T. reesei (Ma & Ruan, 2015)). Estos
pretratamientos presentan las tipicas ventajas de los bioprocesos, como son un aporte bajo
de energia (temperatura entre 25 y 40°C, pH entre 4 y 5) (Sindhu et al., 2016), no hace falta
ningun aditivo quimico, lo que ayuda a evitar la generacién de inhibidores que puedan afectar
negativamente a la fermentacién. Como desventaja tienen altos tiempos de residencia, asi
como importantes pérdidas de carbohidratos.
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1.6 Hidrodlisis enzimatica

Después de modificar la estructura interna del material mediante el pretratamiento,
se lleva a cabo la hidrdlisis enzimatica con la finalidad de transformar las cadenas de celulosa
en monosacaridos que puedan ser metabolizados por el microorganismo.

Para que se lleve a cabo la hidrdlisis enzimatica es necesario el contacto fisico entre las
enzimas y el material. Las enzimas deben alcanzar la superficie de las particulas, difundir a
través de las distintas barreras fisicas (siendo la lignina la mayor de ellas), adsorberse en la
superficie de la celulosa y catalizar la hidrélisis. Todas estas interacciones y reacciones son
afectadas por las caracteristicas fisicas y quimicas del material, como pueden ser la
cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacién, la porosidad y el contenido en
hemicelulosa y lignina (Plaza et al., 2017).

En los materiales lignoceluldsicos, la celulosa se encuentra fisicamente unida a Ila
hemicelulosa y fisica y quimicamente a la lignina. El acceso de las enzimas a la celulosa
depende de la presencia de ambas, reduciéndose la efectividad de la hidrdlisis al aumentar su
proporcién en el material. La influencia del contenido en hemicelulosa y lignina ha sido
investigada para varios materiales como el bagazo de cana, cdscaras de arroz, rastrojos de
maiz, etc., observandose resultados distintos para cada uno de ellos. Como norma general,
cuanto mas baja sea la proporcion de hemicelulosa y lignina en la biomasa, se obtendran
mejores resultados en la hidrdlisis enzimatica (Sun et al., 2016).

1.6.1 Enzimas

Las celulasas son un tipo de enzimas que se encargan de hidrolizar la celulosa. Son una
mezcla de enzimas formadas por tres grupos principales (Binod et al., 2019).

* PB-1,4-endoglucanasas (EC 3.2.1.4): Atacan regiones de baja

Regiones Regiones
cristalinas amorfas

cristalinidad de la celulosa al azar. Hidrolizan enlaces B-1,4
generando nuevos finales de cadena no reductores. Acortan las
cadenas de celulosa (Figura 1.9).

B-1,4-exoglucanasas (EC 3.2.1.91.): Son conocidas también como
celobiohidrolasas. Degradan los extremos no reductores de las
cadenas de celulosa generados por las B-1,4-endoglucanasas,
formando dimeros de celobiosa. Esta enzima actla sobre
celulosa cristalina y amorfa, asi como sobre celodextrinas, pero
no actua sobre celobiosa ni sobre derivados sustituidos (Figura
1.9).

B-1,4-glucosidasas (EC 3.2.1.21.): Se encargan de hidrolizar la
celobiosa y oligosacaridos de pequefio tamafio, liberando
mondmeros de glucosa. Esta funcion es de gran importancia
debido a que la acumulacion de celobiosa en el medio inhibe la
actividad de las anteriores enzimas (Figura 1.9).
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(Oliva, 2003).
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Las celulasas son producidas por plantas superiores, algunos invertebrados vy
principalmente por microorganismos como hongos y bacterias. Las producidas por los
hongos de los géneros Phanerochaete y Fusarium, son las celulasas mas ampliamente
utilizadas y estudiadas debido a la capacidad para generarlas en gran cantidad vy
extracelularmente, lo que facilita su separacién en los medios de cultivo, ayudando a la
reduccion de costes (He et al., 2021).

Para ayudar a mejorar el proceso se pueden utilizar otras enzimas que ayuden a
hidrolizar la hemicelulosa (xilanasas), enzimas que ayuden a degradar la lignina (peroxidasas
y lacasas) y enzimas de tipo glicosil—hidrolasas que ayuden a inducir cambios estructurales
en la celulosa, provocando que las redes formadas por ésta se relajen (Binod et al, 2019).

1.6.2 Hidrélisis enzimatica con alta carga de sélidos

En los procesos de fermentacidon es necesario obtener un medio con una alta
concentracion en monosacaridos. Para obtener estos medios es necesario llevar a cabo la
etapa de hidrdlisis enzimdtica con alta concentracion de sélidos (Jung et al., 2017). La carga
de sdlidos se considera alta cuando supera el 15% m/m en masa seca segln autores como
Modenbach y Nokes (2012).

En la tabla 1.7 se indican las ventajas e inconvenientes del empleo de altas cargas de
solido durante la hidrdlisis enzimatica. Como ventaja principal, se encuentra la reduccién de
los costes de operacidon ya que se puede operar con un menor nimero de equipos,
reduciendo, por tanto, la energia requerida para mantener la temperatura constante, asi
como se reduce el consumo de agua necesaria (Koppram et al., 2014). En cuanto a las
desventajas, se encuentra la ausencia de agua libre en el medio cuando la carga de sélidos
supera el 15% m/m, lo que provoca un aumento en la viscosidad y, por consiguiente,
limitaciones en la transferencia de materia que reducen la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica
(Vignesh & Chandraraj, 2021). Otro factor que reduce la efectividad del proceso es la
competitividad entre enzimas por los sitios disponibles en la superficie de los materiales
lignoceluldsicos (Varnai et al., 2013)

Aunque hay diversos factores que reducen la efectividad de la hidrdlisis de alta carga
como la acumulacidon de monosacaridos, oligdmeros y acidos organicos en el medio, la peor
transferencia de materia y las mayores exigencias en agitacion, lo que se traduce en
rendimientos mas bajos, este proceso continua siendo interesante debido a que se obtienen
hidrolizados con altas concentraciones de monosacaridos (Vignesh & Chandraraj, 2021) y que
permiten que estos hidrolizados sean utilizados en procesos de fermentacién para obtener
altas concentraciones de biocombustibles.
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Tabla 1.7: Ventajas y desventajas de la hidrdlisis enzimatica de alta carga de sélidos.

Ventajas Desventajas
Menores costes Ausencia de agua libre en el medio
Menor niumero de equipos Alta viscosidad
., , . Limitaciones en la transferencia de materia y
Reduccién de energia consumida .
en el agitado
., Reduccidn de la eficiencia de la hidrélisis
Reduccion del uso de agua .
enzimatica
. Competitividad por los sitios disponibles para
Altas concentraciones de P P . P P
las enzimas

monosacaridos . s
Altas concentraciones de inhibidores

Por otra parte, la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica de alta carga de sélidos depende
altamente del pretratamiento, las condiciones de la hidrdlisis, el disefio del reactor y las
enzimas utilizadas, haciendo necesaria una tecnologia capaz de mezclar uniformemente y
alcanzar conversiones altas a la vez que se mantienen bajos el consumo de energia y el tiempo
de reaccidn, para evitar la desnaturalizacion de las enzimas (Vignesh & Chandraraj, 2021).

1.7 Detoxificacidon

Uno de los problemas del uso de materiales lignoceluldsicos para la produccion de
biocombustibles y en concreto de biobutanol es la generacidon de compuestos téxicos durante
el pretratamiento e hidrdlisis enzimatica que inhiben la fermentacion. Los compuestos que se
pueden producir durante el pretratamiento pueden ser acidos carboxilicos (acido acético,
férmico, levulinico), compuestos fenilicos (acido benzoico, compuestos fendlicos), furanos
(furfural y HMF) y acidos urdnicos (acidos galacturdnico y glucurdnico) (Jonsson & Martin,
2016).

El tipo, nimero y concentracién de estos compuestos (Tabla 1.8) varia dependiendo
de la biomasa utilizada y del pretratamiento empleado. La presencia de estos compuestos
tiene una influencia altamente negativa en los procesos de fermentacidn, reduciendo la
eficiencia y el rendimiento, debido a su toxicidad hacia los microorganismos. Se ha
demostrado que los compuestos fendlicos como el acido ferulico, el p-cumarico, el 4-
hidroxibenzoico, el vanilico y la vanillina pueden causar inhibicion del crecimiento de C.
beijerinckii e inhibir la produccién de butanol (Deng et al., 2019). Algunos estudios han
mostrado que los hidrolizados de bagazo de cerveza contienen compuestos fendlicos,
incluyendo dacidos ferulico y p-cumadrico entre otros, lo que puede afectar a la fermentacion
ABE (Meneses et al., 2013)

El uso de procesos con alta carga de sélidos incrementa la concentracién de todo tipo
de compuestos, intensificando los problemas de inhibicion.
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Tabla 1.8: Inhibidores: origen y efectos inhibitorios en la fermentacién.

Inhibidor Procedencia Efecto
Pentosas (xilosa y Inhibe crecimiento celular y respiracion
Furfural .
arabinosa)
. . . Hexosas (glucosa Inhibe crecimiento celular y respiracion
Hidroximetilfurfural (g ’ yresp
manosa, galactosa)
Grupos acetilo de la Inhibe la actividad celular

Acido acético )
hemicelulosa
Ruptura de la membrana celular, reduccién
Lignina crecimiento celular y asimilacion de

monosacaridos

Compuesto
fendlicos

1.7.1 Procesos de detoxificacion

La detoxificacion puede ser una etapa imprescindible en la produccion de biobutanol
a partir de biomasa lignocelulésica (Maiti et al., 2019). La eliminacidon de compuestos fendlicos
presentes en el medio de fermentacién es indispensable para poder llevar a cabo el proceso
de fermentacién de manera correcta. El proceso de detoxificacion comprende técnicas como
el uso de agentes reductores (Alriksson et al., 2011), detoxificacion electroquimica (Lee et al.,
2015b), overliming con hidréxido de calcio (Jonsson et al, 2013), surfactantes (Lee et al.,
2015a), adsorcidn con carbdn activo o resinas de intercambio idnico, y detoxificacidon bioldgica
(Chandel et al, 2011). Las principales alternativas de detoxificacion reportadas en bibliografia
se resumen en la Tabla 1.9.

El carbon activo presenta numerosas ventajas, como son su estructura porosa, su alta
capacidad de adsorcidn, superficie especifica (500-5000 m?/g), gran microporosidad y amplio
espectro de grupos funcionales en superficie (Soleimani et al., 2015). No obstante, en la
detoxificacion de hidrolizados de biomasa lignoceluldsica debe realizarse una optimizacion de
las principales variables de operacién, como son el pH, la temperatura, o el tiempo de
operacion. Ma et al. (2017) investigaron el efecto de la modificacion de la superficie del carbén
activo para la eliminacién de acido férmico, acético, HMF y furfural, consiguiendo buenos
resultados en la eliminacion de furfural y HMF (81 y 89% respectivamente).

La detoxificacion mediante overliming es uno de los tratamientos mas comunes
debido a su bajo coste y alta eficiencia, aunque presenta pérdidas de monosacdridos (Chi et
al., 2013). Tradicionalmente se lleva a cabo mediante la adicién de CaO 6 Ca(OH); hasta un pH
proximo a 10, para a continuacion ajustar el pH de nuevo al valor de fermentacién. Se ha
demostrado que es capaz de eliminar efectivamente furanos como furfural y HMF (80 y 40%
respectivamente, Paniagua-Garcia et al., 2018)

Los métodos bioldgicos consisten en el uso de enzimas o microorganismos que actdan
sobre los compuestos toxicos presentes en los hidrolizados y los transforman a otros
compuestos no téxicos. Las enzimas utilizadas son del tipo lacasas o peroxidasas, procedentes
de microorganismos como Bacillus subtilis DES-59 (Hu et al., 2018).
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Tabla 1.9: Procesos de detoxificacidn para la eliminacién de compuestos inhibidores en hidrolizados. Principios
de funcionamiento y efectos.

Condiciones de

Detoxificacion Fundamento . Ventajas Inconvenientes
operacion
Baio coste Pérdidas de
. . El C.A. se adiciona al 35-80°C y presion ) monosacdridos ligeras
Carbén activo . . L . e (.
hidrolizado atmosférica Sencillez de Baja eliminacion de acido
aplicacion acético
Pérdidas de
- . Bajo coste monosacaridos
L El CaO se adiciona al 25-60°C y presion J
Overliming . . L moderadas
hidrolizado atmosférica . e -
Sencillez de Baja eliminacion de acido
aplicacién acético
Uso de enzimas o 3 eficienci
microorganismos que  30-35°Cy presidn Baja eficiencia
Biolodgico & q Coste moderado

actuan sobre los
compuestos téxicos

atmosférica

Dificultad moderada de
implementacion

Evaporacion a vacio

Reduce la
concentracion de
compuestos volatiles

50-60°C y presidn
baja

Sencillez del
proceso

Aumenta concentracidn
de compuestos toxicos no
volatiles

Detox
electroquimica

Aplicacién de potencial
eléctrico en medio
oxidante

Temperaturay
presién ambiente

Sin pérdidas de
monosacaridos

Necesidad de medio
oxidante

Uso de resinas de
adsorcidn para

Estabilidad quimica
y mecanica de las

Perdidas moderadas de

Resinas de eliminar los Temperaturay resinas monosacaridos
intercambio idnico compuestos presién ambiente
inhibidores del Sencillez del ]
hidrolizado proceso Coste de las resinas
o Dificultad para la
Eliminaciéon de L
o o . recuperacién del
Extraccién liquido- compuestos téxicos Temperaturay Sencillez del
T ; L ., . extractante
liquido mediante liquido presion ambiente proceso

extractante

Posible toxicidad para
microorganismos

La evaporacion a vacio es capaz de reducir la concentracion de compuestos volatiles,
como son el cido acético, furfural y vanillina. Sin embargo, este método provoca el aumento
de concentracién de los compuestos toxicos no volatiles, como son los compuestos fendlicos,
aumentando los problemas de inhibicion en procesos de fermentacion. Este método suele
combinarse con la extraccion liquido-liquido (Roque et al., 2019).

La detoxificacion electroquimica tiene como principal ventaja la reducida pérdida de
monosacaridos. Los compuestos fendlicos forman radicales en medios oxidativos para
después polimerizar mediante polimerizacién por radicales. Los compuestos fendlicos son
transformados en radicales mediante la aplicacién de un potencial de oxidacidon y son
eliminados como polimeros después de la polimerizacién de radicales (Lee et al., 2015b).
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1.8 Proceso de fermentacion ABE

Durante la primera mitad del siglo XX se llevd a cabo la produccién de acetona y
butanol mediante distintas especies de Clostridium, siendo uno de los primeros procesos de
fermentacion desarrollados a nivel industrial, estando solo por detrds de la obtencién de
etanol. La aparicion de la industria petroquimica durante la segunda mitad del siglo XX
provoco que se dejasen de emplear los procesos de fermentacidn, debido a su incapacidad de
competir econdmicamente con la obtencién del butanol mediante sintesis quimica.

El interés en producir compuestos quimicos a partir de fuentes renovables y los Ultimos
avances en el campo biotecnolégico han provocado que en los ultimos afios se recuperen los
procesos de fermentacion para la obtencidon de butanol y acetona (Patrascu et al., 2017).
Como consecuencia, ha aumentado la investigacion enfocada en obtener un mejor
conocimiento de esta fermentacion para desarrollar procesos mas eficientes y competitivos.

En la fermentacion ABE llevada cabo con cepas del género Clostridium se producen
acetona y etanol, ademdas de butanol. Las cepas mas utilizadas son Clostridium
acetobutylicum, Clostridium saccharobutylicum, Clostridium beijerinckii y Clostridium
saccharoperbutylacetonicum (Kujawska et al., 2015). En la tabla 1.10 se resumen los
microorganismos mas utilizados en la operacién en discontinuo, asi como las principales
caracteristicas del proceso de fermentacion (materia prima concentracién de solventes,
rendimiento y productividad). Los ultimos avances en ingenieria genética han permitido
obtener cepas con capacidad de producir mayores concentraciones de solventes, como C.
beijerinckii BA101.

Las proporciones en las que se producen los solventes varian debido a la cepa usada y
las condiciones de fermentacidon, si bien es frecuente encontrar una relacion
acetona:butanol:etanol 3:6:1 en masa (Bellido et al., 2014).
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Tabla 1.10: Cepas de microorganismos utilizadas en la fermentacién ABE batch, productividades y
rendimientos (Adaptada de Nanda et al., 2017).

Concentracion

Productividad Rendimiento

Microorganismo Materia prima ABE total (g/L) (g/L-h) ABE (g/g) Referencia
C. acetobutylicum 842A Lactosa 1,4 0,77 0,15 Nap;’(')' leot al,
C. acetobutylicum ATCC 824 Jugo de alcachofas de 198 Marchal et al.,
(IFP 904) Jerusalén ! 1985
C acetobutylicum IFP 921 Paja de trigo 17,7 0,47 0,18 Marcr;;:t al,
C. acetobutylicum DSM 1731 Patata 33,0 0,63 0,13 Gmbi’gg;t al,
. Papilla de patata dulce Badr et al.,
C. acetobutylicum P262 desfibrada 7,7 1,00 0,20 2001
C. acetobutylicum P262 Madera de 4lamo 20,1-24,6 0,31-0,34 Paref;;t al,
C. acetobutylicum P262 Rastrojo de maiz 15,8 0,34 Parei(ghgc;t al,
C. acetobutylicum P262 Madera de pino 17,6 0,36 Parelk:82t al.,
. Permeado de suero de Qureshi &
C. acetobutylicum P262 leche 8,6 3,50 0,36 Maddox 1995
. . Efluente de molino de Sombrutai et
C. aurantibutyricum aceite de palma 12,6 al, 1996
C. beijerinckii B-592 Madera de pino 18,5 0,31 0,27 Nanggltzt al,
I . ) Nanda et al.,
C. beijerinckii B-592 Hierba Timothy 17,4 0,29 0,30 2014
e . . Nanda et al.,
C. beijerinckii B-592 Paja de trigo 17,9 0,30 0,28 2014
C. beijerinckii BA101 Fibra de maiz 9,3 0,10 0,39 Qureshi etal,
2008a
o , Ezeji et al.
C. beijerinckii BA101 Maiz desgermada 14,3 0,30 20073
C. beijerinckii BA101 Almidon de maiz licuado 26,5 0,40 0,41 Ez;goe;bal.
C. beijerinckii BA101 Almiddn y glucosa 9,9 0,42 Ezeji et al. 2005
C. beijerinckii P260 Paja de cebada 26,6 0,39 0,43 Qureshi et al,
2010a
I . . Qureshi et al.,
C. beijerinckii P260 Paja de trigo 21,4 0,31 0,41 20082
e . . Qureshi et al.,
C. beijerinckii P260 Paja de trigo 16,6 0,36 2008b
I Rastrojo de maiz y pasto Qureshi et al.,
C. beijerinckii P260 varilla (1:1) 21,1 0,21 0,43 2010b
e . Qureshi et al.,
C. beijerinckii P260 Pasto varilla 14,6 0,09 0,37 2010b
] Voget et al.,
C. butylicum NRRL B592 Pulpa de manzana 1,1 1985
C. butylicum TISTR 1032 & B. Tran et al.,
subtilis WD 161 Cassava 74 0,10 2010
C. saccharobutylicum DSM , Liew et al.,
13864 Sagu 9,1 0,85 0,29 2005
C.
saccharoperbutylacetonicum Bagazo de arroz 18,1 0,30 0,33 Soni et al., 1982
ATCC 27022
C.
saccharoperbutylacetonicum Paja de arroz 13,0 0,15 0,28 Soni et al., 1982
ATCC 27022
¢ Tashiro et al
saccharoperbutylacetonicum Acido butirico y glucosa 16,0 0,42 0,49 v
N1-4 2004
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1.8.1 Clostridium beijerinckii

El microorganismo utilizado en este trabajo de Tesis Doctoral es Clostridium
beijerinckii. Este microorganismo anaerobio presenta dos rutas metabdlicas, una primera en
la que se producen acidos (fase acidogénica) y a continuacién, una fase en la que se producen
los solventes: acetona, butanol y etanol (fase solventogénica).

En la fase acidogénica, el microorganismo utiliza la fuente de carbono presente en el
medio para producir acidos (acetato y butirato). Cuando finaliza la fase acidogénica, se utilizan

los acidos producidos anteriormente y la fuente de carbono del medio para pruducir acetona,
butanol y etanol (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Ruta metabdlica de Clostridium beijerinckii (Buehler & Mesbah, 2016).

El paso de la fase acidogénica a la solventogénica esta controlada por varios factores

como son el pH del medio, los acidos presentes en el medio, el pH interno del microorganismo,
los nutrientes del medio, la temperatura y la presencia de oxigeno.

A continuacion, se enumeran los factores que modula el paso de la fase acidogénica a
la solventogénica (Buehler & Mesbah, 2016).

pH externo: Cuando el pH baja a un valor en torno a 4,5-5 comienza la fase
solventogénica. Si el pH no disminuye el microorganismo solamente produce
acidos. El rango de pH en el que comienza la fase solventogénica depende de la cepa
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empleada. En caso de que el pH baje excesivamente, el crecimiento y el
metabolismo celular se inhiben.

* Produccién de acidos: Cuando la concentracidon de acidos acético y butirico es
elevada (acido acético mayor de 5 g/L, Alves et al., 2021; acido butirico mayor de 5
g/L, Al-Shorgani et al., 2012), se inhiben el crecimiento y el metabolismo celular. Si
las concentraciones son bajas, el crecimiento se ralentiza, pero el consumo de
sustrato y el metabolismo son capaces de continuar. La produccidn de solventes
actia como un mecanismo de detoxificacion, siendo una respuesta adaptiva al
efecto inhibidor de los acidos. El comienzo de la fase solventogénica esta asociado
con la bajada del pH y la acumulaciéon de acidos en el medio.

* pH intracelular: Estos microorganismos no son capaces de mantener constante el
pH interno, pero son capaces de mantener constante un gradiente de pH con el
exterior a través de la membrana celular. El gradiente se mantiene gracias a la
expulsion de protones, consumiendo energia metabdlica en el proceso. En caso de
gue no haya sustrato del que obtener energia, la célula no es capaz de mantener el
gradiente de pH. El mantenimiento del gradiente de pH es critico para el
crecimiento celular y el metabolismo.

e Limitacion de nutrientes: Si la concentracién de carbono en el medio es baja sdlo se
producen dacidos, pero en cantidad insuficiente como para inducir la produccién de
solventes. Es necesario que la concentracidn de monosacaridos sea suficiente para
el inicio y mantenimiento de la produccién de solventes. Otro compuesto limitante
es el amonio, si la concentracion es baja, la glucosa no se consume y no se entra en
fase solventogénica, afectando esta relacién amonio:glucosa al inicio de la fase
solventogénica.

e Temperatura: La temperatura dptima de crecimiento se encuentra entre 30 y 35°C.
Si aumenta, baja la produccion de solventes.

El problema principal de C. beijerinckii es la inhibicion que se produce cuando los
solventes alcanzan una determinada concentracién (Inhibicién por producto).

Cuando el microorganismo se encuentra en fase solventogénica sigue produciendo
solventes hasta llegar a una concentracion total entre 9y 20 g ABE/L dependiendo de la cepa
(Tabla 1.10), en la cual se alcanza la inhibicién por producto. Cuando se alcanza esta
concentracion el metabolismo celular se detiene. Esta inhibicion provoca que las
concentraciones obtenidas de solventes sean bajas, siendo esta una de las principales
limitaciones para la produccion de solventes a nivel industrial. Dentro de los solventes
producidos, el butanol es el mas téxico y el Unico producido en concentraciones inhibitorias
durante la fermentacion. La produccion de solventes se detiene cuando la concentracion de
butanol alcanza los 8 g/L, aunque estos valores dependen del microorganismo y de la cepa
utilizados (Rochodn et al., 2017).

La toxicidad del butanol esta ligada a la naturaleza hidrofdbica de este compuesto, que
provoca la disrupcién del componente fosfolipido de la membrana celular. La membrana
incrementa su fluidez en presencia de butanol, lo que resulta en la desestabilizacion de la
membrana y la interrupcion de las funciones relacionadas con la membrana.
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El rendimiento tipico en butanol y ABE en cepas no modificadas genéticamente se situa
entornoa 0,20 g/gy 0,30 g/g respectivamente, mientras que la productividad se mantiene en
torno a 0,06 g butanol/L-h (Lu et al., 2013). Con cepas modificadas genéticamente (C.
acetobutylicum JB200) se consigue llegar a rendimientos de ABE de 0,40 g/gy productividades
de hasta 0,66 g ABE/L-h (Xue et al., 2013).

1.9 Separacion y purificacion de solventes

Una vez finalizada la etapa de fermentacién se hacen necesarios los procesos de
separacion que recuperen los componentes de interés presentes en el caldo de fermentacién.
La separacidon del biobutanol del medio de fermentacién es similar a la separacion del
bioetanol. Ambos medios son muy diluidos, lo que provoca que la separacidon consuma gran
cantidad de energia, aumentando los costes de manera notable. Ambos compuestos tienen
un tamano de molécula mayor que el del agua, lo que implica que una pequeiia fraccién del
agua puede ser separada mediante tamizado molecular. Ambos compuestos tienen un grupo
funcional —OH, lo que favorece que puedan ser extraidos de mezclas acuosas utilizando
compuestos como el alcohol oleico, el n-dodecanol, butilacetato y [Pss,6,14][DCA]
(trihexiltetradecilfosfonio dicianamida), entre otros (Huang et al, 2014).

Sin embargo, existen diferencias importantes entre ellos. Una de las mas importantes
es la mayor concentracion de etanol en el medio (5-12% m/m etanol en comparacién con 1-
2% m/m butanol). A presién atmosférica, el etanol forma un azeétropo con el agua a un 95,5%
de etanol a 78,2 °C, bastante por debajo de la temperatura de ebullicion del agua, mientras
que el butanol forma azedtropos a un 55,5% m/m de butanol a 93°C, lo que es un poco por
debajo de la temperatura de ebullicion del agua. Esto implica que la separacion del butanol
mediante destilacion consume mucha mas energia que la separacién del etanol, llegando al
punto de que la separacién de butanol mediante destilacion es energéticamente inviable,
debido a que consume mas energia de la que contiene el butanol recuperado. Esto provoca
gue se deban investigar otros métodos de separacidn para preconcentrar el butanol de los
medios de fermentacién.

El etanol es completamente miscible con el agua y los azedtropos formados son
homogéneos. A diferencia de esto, el butanol a 20°C tiene un limite inferior de solubilidad en
agua de 7,7% m/m y un limite superior de solubilidad de 79,9% m/m butanol, lo que implica
gue los azedtropos formados son heterogéneos. A consecuencia de esto, la separacion del
butanol se vuelve mas sencilla cuando se superan los valores comentados, debido a la
separacion de fases. Las soluciones preconcentradas que contengan entre un 7,7 y un 79,9%
de butanol se separan en dos fases, una acuosa conteniendo un 7,7% m/m de butanol y una
organica conteniendo butanol en una proporcién mayoritaria. Esto indica que alternativas de
separacion como el gas stripping y la pervaporacion con membranas pueden ser utilizadas
para llevar a cabo la recuperacion in situ del producto o para concentrar los medios de
fermentacion por encima del 7,7% m/m de butanol (Huang et al, 2014).

En cuanto a las alternativas de recuperacion, las mas utilizadas para la separacion de
butanol y etanol son la destilacidon (Mariano et al., 2011), adsorcidn (Levario et al., 2011), gas
stripping (Sethlaku et al, 2013), extraccién liquido-liquido (Chafer et al., 2020), destilaciéon con
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membranas (Kujawska et al., 2016), termopervaporacién (Borisov et al., 2011), vy
pervaporacién al vacio (Rozicka et al., 2014).

Dentro de los procesos de separacidon se puede distinguir entre dos grandes grupos,
los que se pueden realizar de manera integrada con la fermentacion y los que se realizan de
forma separada.

1.9.1 Procesos de separacidn no integrados con la fermentacién

La destilacion es una de las técnicas mejor conocidas en la que la separacidn se
produce debido a la diferencia de volatilidad de los componentes de la mezcla. Cuando la
temperatura de una mezcla de componentes con volatilidades distintas aumenta hasta su
temperatura de ebullicion, la composicidn del vapor formado serd diferente de la composicion
del liguido. La mezcla acuosa de acetona-butanol-etanol es un sistema complejo en el que se
pueden formar mezclas azeotrdpicas durante la destilacidon. El proceso convencional de
destilacién para la recuperacion de los productos de la fermentacién ABE ha sido descrito por
autores como Chen et al. (2019a), estando comprendido el equipo de separacién por hasta
cinco columnas de destilacion hasta obtener una corriente compuesta por n-butanol con una
pureza del 99,7%.

En la adsorcion, los compuestos presentes en una mezcla liquida o gaseosa se
adsorben sobre la superficie de un sélido segun su afinidad (Fu et al.,, 2021). Aunque los
adsorbentes utilizados tienen una gran selectividad hacia el butanol, hay varios problemas
para la recuperacién por adsorcion durante la fermentacion ABE. Uno de los problemas es la
desorcion de compuestos orgdnicos que se hayan adsorbido previamente en el adsorbente. A
esto se anade la posibilidad de que las bacterias se adhieran al adsorbente, disminuyendo la
eficiencia de la adsorcién, especialmente cuando el adsorbente es reciclado (Kujawska et al.
2015). Este proceso tiene un gasto de energia de hasta 33 MJ/kg de butanol (Xue et al., 2013,
Figura 5)

La destilacion con membranas es un proceso en el que se utiliza una membrana
hidrofobica microporosa para separar soluciones acuosas a distintas temperaturas. Es un
proceso similar a la destilacién convencional, requiriendo el calentamiento de la corriente de
entrada para conseguir llegar al punto de ebullicidn. La destilacion con membranas se basa en
el equilibrio liquido/gas (Khayet, 2011). La diferencia de temperatura entre ambas caras de la
membrana da lugar a diferencias en la presidon de vapor. Gracias a esto, las moléculas en
estado gaseoso son transportadas a través de la membrana de la zona de mayor presion de
vapor a la zona de menor presiéon de vapor. Las membranas utilizadas no pueden
humedecerse y solo los gases deben poder difundir por los poros de la membrana (Kujawska
et al.,, 2016). La mayoria de las membranas utilizadas estan fabricadas con polimeros
altamente hidrofdébicos, como el fluoruro de polivinilideno (PVDF), politetrafluoroetileno
(PTFE), polietileno (PE) y polipropileno (PP) (Kujawska et al., 2015).

La dsmosis inversa es una tecnologia que utiliza membranas cominmente utilizadas

en la desalinizacion de aguas para produccion de agua potable (Pérez-Gonzalez et al., 2011).
En la 6smosis inversa se utilizan membranas semipermeables que separan la corriente de
alimentacion en dos corrientes, un permeado (agua purificada) y un concentrado (solucién
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con los compuestos retenidos). Para este proceso se utilizan membranas de poliamida con
buenos resultados (ratio de rechazo < 85%) (Kujawska et al., 2015).

1.9.2 Procesos integrados de fermentacion y separacion.

Algunos métodos de separacion de los enumerados anteriormente permiten ser
acoplados al proceso de fermentacidn, evitando asi los problemas de inhibicién por producto
presentes en la fermentacién ABE, permitiendo estrategias de alimentacién fed-batch,
aumentando el tiempo del proceso, asi como la produccion de solventes. Algunos autores
probaron acoplar la fermentacion con procesos de pervaporacion, lo que permitiéo mejorar la
productividad de ABE, aunque en operaciones de larga duracion en el tiempo, las membranas
microporosas pueden presentar problemas de colmatacion de los poros por los
microorganismos. Esta estrategia ha sido estudiada por varios autores (Vane et al., 2013;
Qureshi et al, 2014) con diferentes variaciones. Otra alternativa es el uso de gas stripping
acoplado al proceso de fermentacion. Este proceso ha sido investigado por otros autores (Xue
et al, 2014; Rochodn et al., 2017; Chen et al, 2014), alcanzando concentraciones y es uno de los
mas atractivos debido a la simplicidad del proceso, que evita problemas presentes en otras
tecnologias, como pueden ser el ensuciamiento de membranas y el alto coste energético.

Los métodos integrados deben cumplir ciertos requisitos (Staggs & Nielsen, 2015):

e Minimizar los costes de energia y materiales

* No afectar negativamente a los microorganismos

e Tener una alta afinidad y selectividad que permita operar con concentraciones
bajas.

* Quelosreactivos utilizados permitan recuperar el butanol y su reutilizaciéon con
el menor coste energético posible.

e Robustez de los materiales que evite pérdidas de rendimiento por inhibicién,
ensuciamiento y degradacion.

e Que sean faciles de implementar.

En la tabla 1.11 se puede observar un listado de procesos que se pueden integrar con
la fermentacion, asi como las ventajas y desventajas de cada uno de ellos. Existen multitud de
procesos que se pueden utilizar para la recuperacion in situ del butanol, evitando los
problemas de inhibicidn por producto, asi como reduciendo las necesidades energéticas en
posteriores procesos de separacion.

La separacidon por gas stripping permite eliminar compuestos volatiles de manera
selectiva del medio de fermentacidn ABE (Sethlaku et al., 2013). En este proceso se introduce
gas en el fermentador para arrastrar los componentes volatiles, que mas tarde son
condensados y recuperados en un condensador. Esta técnica depende totalmente de la
volatilidad de la acetona, butanol y etanol. Rochén et al., (2017) apuntaron que el uso del gas
stripping acoplado a un proceso de fermentacion ABE permite evitar la inhibicién por
producto, mejorando tanto la produccion de solventes como el rendimiento de la
fermentacion. Esta mejora se debe a que este proceso no elimina los productos intermedios
de la fermentacidén. El gas stripping es capaz de eliminar el butanol del medio, evitando la
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inhibicidn por producto sin tener ningun efecto negativo sobre el microorganismo, llegando a
obtener concentraciones totales de solventes de 31,8 g/L para 98 g/L de azlcares iniciales
utilizando Clostridium acetobutylicum DSM 792 (Rochdn et al., 2017).

La extraccion liquido-liquido es un proceso utilizado para extraer un componente de
una mezcla de liquidos mediante el uso de otro liquido (Grisales Diaz & Olivar-Tost, 2017). La
extraccion liquido-liquido es un proceso que necesita de una intensiva investigacion para
encontrar compuestos que permitan extraer el butanol del medio sin intoxicar al
microorganismo. Utilizando esta tecnologia en combinacion con Clostridium acetobutylicum
B5313 se consiguen producciones de hasta 25,3 g de solventes/L (Bankar et al., 2012).

La pervaporacidon emplea membranas para separar mezclas de componentes liquidos.
El transporte a través de la membrana ocurre debido a la diferencia de potencial quimico entre
las caras de la membrana (Wijmans y Baker, 1995). Esta diferencia puede ser creada mediante
diferencia de temperatura (termopervaporacion-TPV), aplicacion de un gas de arrastre en el
lado del permeado (pervaporacion con gas de arrastre-SGPV) y una diferencia de presién entre
ambas caras de la membrana (pervaporacidén a vacio-VPV). Gracias a esta tecnologia se
pueden llegar a concentraciones de 125 g/L de solventes con Clostridium sp. strain CT7 (Chen
et al. 2019b).

La perstraccidn es un proceso de extraccion liquido-liquido en la que una membrana
separa las dos fases (Kujawska et al., 2015). La perstraccion consiste en la extraccion de
compuestos organicos de mezclas acuosas con la ayuda de membranas. Las membranas
utilizadas son membranas de microfiltracién hidrofébicas, que ayudan a que haya una gran
area de contacto entre ambos liquidos. Ademas, evitan que se mezclen las dos fases, lo que
implica que no hay que separar la mezcla del producto utilizado para la extraccién, lo que
ayuda a disminuir los costes. La membrana también permite que se puedan ajustar los flujos
de ambas fases independientemente, facilitando la tarea de optimizar el proceso. Esto
permite poner en contacto pequeias cantidades de extractante con grandes cantidades del
liguido a tratar (Emis, 2020). Gracias a este proceso se pueden llegar a obtener
concentraciones de hasta 73 g/L de butanol utilizando C. acetobutylicum ABE 1401 (Zhang et
al., 2021).
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Tabla 1.11: Procesos de separacion integrables con la etapa de fermentacion ABE (adaptada de Staggs &

Nielsen, 2015).

Fundamento Tecnologia Ventajas Desventajas
Alto coste de materiales
Facil de implementar  Recuperacion de fase limitada
Adicion directa Maximo contacto entre  Toxicidad del solvente
fases Consumo de energia requerido
para la dispersidn de fases
Mejor control sobre
condiciones de Costes de material, equipo vy
operacion energia altos
Solventes Extractor externo p ' g ° .
Modularidad Recuperacidn de fase limitada
Toxicidad del solvente
Reduccién de toxicidad
de solventes e .
. Difusidn de solvente en el medio
., Mayor seleccion de . .
Perstraccidn Restricciones de transferencia de
solventes
. masa
Recuperacién de fase
Optima
Facil de implementar
Maximo contacto entre Alto coste de materiales
Adicién directa fases Alta carga de adsorbente
Alta biocompatibilidad Recuperacidon de fase dificultosa
Bajo consumo de energia
Disefio modular
Condiciones de Alta presién de operacion
Lecho fijo separacion eficientes  Prefiltrado para eliminaciéon de
Adsorbentes . - .
Alta biocompatibilidad  células
Bajo consumo de energia
Disefio modular
Baja presion de o de flui
N operacién Restricciones de flujo
Lecho fluidizado . ) Columnas de grandes
No requiere prefiltrado . .
’ . dimensiones
Alta biocompatibilidad
Bajo consumo de energia
Facil de implementar
biocompatibilidad Eliminacién de agua significativa
Gas stripping maxima Bajo factor de separacion
Bajos costes de equipoy Uso de gas inertizante
operacion
Facil de implementar  Eliminacidn de agua significativa
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Estos procesos de fermentacion y separacion tienen un consumo energético asociado
que afecta en gran medida a la viabilidad de la obtencion del biobutanol (Figura 1.11). La
separacion tradicionalmente se ha llevado a cabo mediante destilacion, pero el consumo
energético es demasiado elevado como para ser viable (79,5 MJ/kg de butanol; van Wyk et
al., 2018). Posteriormente se desarrollaron otros procesos de separacién que consiguieron
reducir notablemente el gasto energético, como son la adsorcion (hasta 33 MJ/kg de butanol;
Xue et al.,, 2013), el gas-stripping (entre 14 y 31 MJ/kg de butanol; Xue et al., 2013), la
extraccién liquido-liquido (entre 8 y 9 MJ/kg de butanol; Xue et al., 2013), la pervaporacion
(hasta 145 MJ/kg de butanol; Xue et al., 2013) y la perstraccion (entre 7 y 9 MJ/kg de butanol
(Xue et al., 2013). La combinacién de algunos de estos métodos permite reducir mas el gasto
energético, llegando a consumos muy reducidos como en el caso de gas-stripping de dos
etapas (3.7 MJ/kg butanol; Veza et al. 2021)
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Figura 1.11: Técnicas de separacion y consumo energético. van Wyk et al., 2018; Xue et al., 2013; Veza et al.,
2021.
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2.1 Justificacion

Las necesidades energéticas de la poblacion mundial aumentan afo tras afo,
generando grandes cantidades de contaminacién, especialmente CO;, que es uno de los
principales gases de efecto invernadero. Con el fin de solucionar los problemas de
contaminacién, en los ultimos afios ha aumentado la investigacion en la obtencion de
biocombustibles para reducir el uso de combustibles fésiles. La produccion de
biocombustibles se puede realizar a partir de diversas materias primas vegetales, aunque se
esta dando prioridad al uso de materias primas que no son utilizadas para alimentacion
humana o animal para evitar el incremento de costes o de uso de los terrenos agricolas.

Dentro de estas materias primas vegetales que han sido consideradas como residuos
tradicionalmente, se encuentra el bagazo de cerveza, que gracias a su alto contenido en
carbohidratos y proteinas ha sido utilizado cominmente en alimentacion de animales
rumiantes. Este alto contenido en carbohidratos es lo que le hace especialmente atractivo
para la produccion de biocombustibles a través de procesos de fermentacion. Debido a su alto
contenido en lignina, es necesario llevar a cabo un pretratamiento que facilite la posterior
hidrolisis enzimatica para obtener hidrolizados ricos en azucares fermentables. Tanto el
pretratamiento como la hidrdlisis enzimatica necesitan una optimizacién que permita
producir elevadas concentraciones de monosacaridos al menor coste posible para su uso en
posteriores procesos de fermentacion.

En los procesos de fermentacion se pueden producir combustibles tanto gaseosos
como liquidos, aunque estos ultimos han sido los mas producidos debido a su posibilidad de
sustituir a la gasolina y gasoil, ya sea mezclandose con estos o sustituyéndoles totalmente. El
biocombustible liquido mas producido es el etanol, aunque la produccién de butanol por
métodos bioldgicos ha aumentado en interés, debido a sus mejores caracteristicas, como un
mayor poder energético, menor corrosividad, menor volatilidad, menor miscibilidad con el
agua y posibilidad de ser transportado a través de redes ya existentes de tuberias. El butanol
es producido por microorganismos de la familia Clostridium, como pueden ser C.
acetobutyilicum, C. beijerinckii o C. saccharoperbutylacetonicum. Estos microorganismos son
capaces de producir butanol a partir de diversos tipos de monosacaridos, lo cual les hace
idoneos para la fermentacién de hidrolizados obtenidos a partir de residuos vegetales que
pueden contener mezclas de glucosa, xilosa y arabinosa, entre otros.

El principal problema de estos procesos de fermentacion es la toxicidad del butanol
gue provoca que, en concentraciones bajas, el microorganismo se inhiba y detenga su
metabolismo. Hay varias maneras de solventar este problema, como pueden ser la ingenieria
genética aplicada a mejora de los microorganismos o los procesos de separacién integrados
con la fermentacion.

El butanol producido a partir de residuos vegetales mediante procesos de
fermentacion es una alternativa a los combustibles fosiles. Sin embargo, queda un largo
camino por recorrer para optimizar las diversas etapas del proceso de produccién
(pretratamiento, hidrdlisis enzimdtica, fermentacidn y separacidén) y que pueda ser
competitivo frente a la producciéon de butanol mediante la via petroquimica.
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2.2 Objetivos.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es la optimizacidn del proceso de obtencién
de biobutanol a partir de un residuo lignoceluldsico de origen agroalimentario, como es el
bagazo de cerveza. Para ello, se analizaran las diferentes etapas que componen el proceso
global (pretratamiento, hidrdlisis enzimatica, fermentacidon y separacién) con el fin de
optimizar la produccion de biobutanol. Para ello, se han establecido los siguientes objetivos

especificos:

1.

68

Determinar la idoneidad del uso de bagazo de cerveza para la obtencion de
biobutanol, asi como la influencia de la carga de sdélidos en las etapas de
pretratamiento e hidrélisis enzimatica con el fin de maximizar la produccion de
solventes utilizando Clostridium beijerinckii DSM 6422.

Establecer, si es necesario, estrategias de detoxificacion de los hidrolizados
enzimaticos obtenidos en un reactor de alta carga de sdlidos, para seleccionar
la alternativa que permita eliminar inhibidores con las menores pérdidas
posibles de monosacaridos y conseguir concentraciones adecuadas de
solventes en el proceso de fermentacion ABE.

Analizar y optimizar el proceso de hidrélisis enzimatica empleando un reactor
de alta carga que permita operar con altas concentraciones de bagazo
pretratado, de manera que se liberen concentraciones de monosacaridos
elevadas que permitan obtener altas concentraciones de butanol en el
posterior proceso de fermentacion ABE.

Estudiar la eficacia de procesos integrados de fermentacidn/separacion in situ
mediante gas-stripping que permitan superar las limitaciones del
microorganismo debido a inhibicién por producto y aumentar la concentracion
y produccidn de butanol apoyandose en estrategias de alimentacién fed-batch
con el fin de reducir los costes de purificacién de butanol.
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2.3 Desarrollo experimental.

Con el fin de alcanzar los objetivos generales y especificos propuestos (Figura 2.1), se
planifico la Tesis Doctoral en cuatro apartados que se describen a continuacion:

Articulo 1 (Capitulo 3)

En el primer articulo se estudidé el proceso de fermentacién ABE a partir de las
condiciones de pretratamiento seleccionadas en el Trabajo de Fin de Master. Se realizaron
experimentos con diversas cargas de sélidos en el pretratamiento y se analizo la influencia de
esta variable sobre la liberacion de monosacaridos y compuestos potencialmente inhibidores
de la fermentaciéon ABE. Se fermentaron los liquidos de pretratamiento e hidrolizados
enzimaticos producidos a partir de bagazo de cerveza, para producir butanol utilizando como
microrganismo C. beijerinckii.

Articulo 2 (Capitulo 4)

En el segundo articulo se llevaron a cabo experimentos con diversas cargas de solidos
en las etapas de pretratamiento (15% m/m MS) e hidrdlisis enzimatica (10, 15y 20% m/m MS)
para determinar la liberacion de monosacaridos y de inhibidores, en especial de compuestos
fendlicos. Se realizaron experimentos de detoxificacién con carbdn activo y con éxido de calcio
(overliming) con el fin de eliminar los inhibidores (furanos, acido acético y compuestos
fendlicos) y cuantificar pérdidas de monosacaridos durante el proceso de detoxificacién y
seleccionar el mas adecuado con el objetivo de maximizar la produccion de butanol.

Articulo 3 (Capitulo 5)

En el tercer articulo se planificé un disefio de experimentos mediante un software
estadistico con el fin de optimizar la concentracion de sdlidos y la carga de enzimas en la
hidrdlisis enzimatica de forma que se pudiera maximizar la recuperacion de monosacaridos y
minimizar la liberacion de compuestos inhibidores de la fermentacién ABE, en concreto
compuestos fendlicos. Se realizaron ensayos de fermentacion con los hidrolizados enzimaticos
obtenidos para analizar su fermentabilidad y la influencia de la carga de sdlidos sobre la
produccién de butanol.

Articulo 4 (Capitulo 6)

En el cuarto articulo se estudid la integracion de los procesos de fermentacion vy
separacion de manera simultanea con el fin de mejorar la produccién de solventes por parte
del microorganismo, obtener una corriente concentrada en butanol y reducir de esta manera,
los costes de purificacion del butanol. Para ello, se utilizaron liquidos de pretratamiento e
hidrolizados enzimaticos obtenidos a partir de bagazo de cerveza en las condiciones
establecidas en los capitulos anteriores. El uso de liquidos de pretratamiento en alimentacion
en continuo al biorreactor permite la integracién de todos los hidrolizados generados durante
el proceso de sacarificacion del bagazo de cerveza. Se acopld al fermentador un sistema de
gas-stripping para recuperar el butanol del medio de cultivo mediante arrastre con gas. Se
estudiaron estrategias de alimentacién fed-batch por pulsos con disoluciones modelo de
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monosacaridos concentrados y alimentacién continua con liquidos de pretratamiento para

decuada.
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Figura 2.1: Objetivos principales de la tesis y correspondencia con capitulos.
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Capitulo 3

Biobutanol = production  from
brewer’s spent grain hydrolysates
by Clostridium beijerinckii
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Capitulo 4.

Efficient use of brewer’s spent
grain  hydrolysates in  ABE
fermentation @ by  Clostridium
beijerinckii. Effect of high solid
loads in the enzymatic hydrolysis.
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Exploring the use of high solid
loadings in enzymatic hydrolysis to
improve biobutanol production
from brewers’ spent grains.
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Capitulo 6

Bioprocess intensification  for
acetone-butanol-ethanol
fermentation from brewer’s spent
grain: fed-batch strategies coupled
with in-situ gas stripping
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Conclusiones

En esta Tesis Doctoral se han analizado las diferentes etapas que componen la
produccién de biobutanol de segunda generacion a partir de bagazo de cerveza. En la etapa
de pretratamiento se investigd la influencia de la carga de sélidos sobre la liberacion de
monosacaridos. Respecto a la etapa de hidrélisis enzimatica, se ha analizado la influencia de
la carga de sélidos sobre la liberacion de monosacaridos e inhibidores (acidos organicos,
furanos y compuestos fendlicos). Asimismo, se evaluaron diferentes procesos de
detoxificacion para la eliminacion de dichos inhibidores y se optimizd la carga de sdlidos y
enzimas con el fin de maximizar la liberacién de monosacaridos y minimizar la produccién de
compuestos fenodlicos. Respecto a la etapa de fermentacion, se ha determinado si los
hidrolizados producidos a partir de bagazo de cerveza son adecuados para la produccion de
biobutanol utilizando C. beijerinckii DSM 6422. Por ultimo, se ha analizado la produccion de
butanol mediante procesos fed-batch con gas-stripping acoplado, lo que permite recuperar el
butanol del medio de fermentacidn a la vez que se va produciendo.

Del tercer capitulo se extraen las siguientes conclusiones:

* Las concentraciones de monosacaridos obtenidas en los liquidos de
pretratamiento aumentaron al incrementarse la carga de sdélidos (16.3 g/L para
carga de sélidos del 5% m/m MS frente a 47 g/L para carga de sélidos del 15%
m/m MS), lo que provocd que se obtuviera una concentracidén de butanol
mayor (3,0 g butanol/L para carga de sdlidos del 5% m/m MS frente a 6,5 g
butanol/L para carga de sélidos del 15% m/m MS). Esto indica que es mas
adecuado llevar a cabo el pretratamiento a una carga de sélidos alta (15% m/m
MS).

* En los ensayos de hidrélisis enzimatica se observé que el lavado del material
pretratado con agua entre ambas etapas mejora la produccién de butanol
(observandose un aumento de 4 a 6 g butanol/L) debido a que se reduce la
concentracion de compuestos inhibidores de la fermentacion ABE como
pueden ser los furanos, acido acético y compuestos fendlicos.

El cuarto capitulo arrojé las siguientes conclusiones:

e El uso de procesos de alta carga de sdlidos produjo elevadas concentraciones
de monosacaridos con el inconveniente de la generacién de compuestos
inhibidores en concentraciones que pueden ser detrimentales para los
procesos de fermentacidon ABE.

* Se ha demostrado que la concentracion de butanol a partir de los liquidos de
pretratamiento mejoré después de un proceso de detoxificacidn, en especial
cuando se utilizé carbdn activo (9,0 g butanol/L sin detoxificar frente a 11,5 g
butanol/L después de detoxificacion), siendo esto debido a la reduccién de la
concentracion de los compuestos inhibidores, en especial de los compuestos
fendlicos.

* En el caso de los hidrolizados enzimaticos, el aumento de la carga de sdlidos
desde el 10% hasta el 20% m/m MS mejord la liberacion de monosacaridos,
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pero también la liberacion de compuestos inhibidores. Al aumentar la carga de
sélidos del 10 al 15% m/m MS, se hizo necesaria la aplicacidn de un proceso de
detoxificacidon para mejorar la produccién de butanol (de 5,0 a 11,8 g butanol/L
para la detoxificacion secuencial con carbén activo y overliming). Sin embargo,
cuando la carga de sélidos aumentd hasta el 20%, ninguno de los procesos de
detoxificacidon permitié producir butanol, probablemente debido a inhibicion
por concentraciones muy altas de compuestos fendlicos y de sustrato.

Del quinto capitulo se extrajeron las siguientes conclusiones:

El disefio de experimentos mediante software estadistico permitié encontrar
valores dptimos para maximizar la liberacién de monosacaridos y minimizar la
produccién de compuestos fendlicos, correspondiéndose con una carga de
solidos del 28,1% m/m MS y una carga de enzimas celulasas del 15,4% FPU/g
MS.

La mayor concentracion de lignina observada en la composicion del bagazo
utilizado en esta experimentacion influyd sobre la liberacion de monosacaridos
y de compuestos inhibidores, obteniéndose concentraciones mas bajas que las
encontradas en capitulos anteriores.

El sexto capitulo permitié obtener las siguientes conclusiones:

100

Las dos estrategias de alimentacion investigadas (alimentacion por pulsos y
alimentacion en continuo) permiten aumentar la concentracion de butanol
respecto a procesos de fermentacion discontinuos convencionales (13,2 g
butanol/L de maximo), a la vez que se obtienen condensados procedentes del
gas-stripping con altas concentraciones de butanol (maximo de 78 g butanol/L).
El uso del liquido obtenido en el pretratamiento como alimentacién continua
al biorreactor rindié concentraciones altas de butanol (10.2 g/L) a la vez que
permite mantener concentraciones de butanol mas estables en los
condensados (media de 65 g/L frente a 50 g/L de media para la alimentacién
con pulsos).
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Como conclusion global se puede afirmar que el bagazo de cerveza es una materia
prima adecuada para la produccion de biocombustibles de segunda generacién, evitando el
uso de materias primas alimentarias. Mediante la utilizacién de condiciones suaves de
operacion y cargas de sélidos moderadas tanto en el pretratamiento como en la hidrélisis
enzimatica, se liberan concentraciones elevadas de monosacdridos potencialmente
fermentables. También se liberan compuestos fendlicos potencialmente inhibidores de la
posterior etapa de fermentacion, dificultad que es posible solventar con el uso de procesos
de detoxificacion sencillos como son el overliming y la adsorcidn con carbdn activo. Tanto el
liquido obtenido durante el pretratamiento como el hidrolizado enzimatico procedente de la
sacarificacion del sélido pretratado rinden concentraciones elevadas de butanol al llevar a
cabo la fermentacion con el microorganismo C. beijerinckii. En los ensayos de fermentacién
hay inhibicién por producto, de forma queal alcanzarseuna determinada concentracion de
butanol. El microorganismo no es capaz de producir mds, aunque sigan quedando
monosacaridos metabolizables en el medio. Para solucionar este problema se implementd un
sistema de gas-stripping simultaneo a la fermentacion, alcanzandose concentraciones mas
altas de butanol, asi como un condensado rico en butanol, lo que permitird reducir costes
energéticos en posteriores etapas de purificacion.
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Trabajo futuro

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante el trabajo experimental de esta
Tesis, la futura investigacidn en este campo podria abordar los siguientes retos:
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Nuevos pretratamientos que sean capaces de recuperar mas monosacaridos
generando menos compuestos inhibidores, a la vez que utilizan cantidades mas
reducidas de catalizadores como pueden ser los pretratamientos emergentes
tales como el microondas.

Uso de cécteles de enzimas que permitan extraer la totalidad de los azucares
presentes en el material pretratado, tanto los azlcares presentes en la celulosa
como los presentes en la hemicelulosa, mediante combinaciones de celulasas,
xilanasas y pectinasas.

Utilizacion de métodos de detoxificacion que permitan eliminar
concentraciones mayores de inhibidores a la vez que minimizan las pérdidas de
monosacaridos asociadas a estos procesos, como puede ser el uso de resinas
de intercambio idnico o lacasas.

Investigar nuevas estrategias de adaptacién de microorganismos que permitan
aumentar la tolerancia tanto a la presencia de compuestos inhibidores como
de los solventesproducidos en la fermentacion.

Optimizacion de la operacion de fermentacion en continuo con gas-stripping
acoplado, analizando el efecto del flujo de alimentacion con el objetivo de
aumentar los tiempos de operacidn y obtener condensados con altas
concentraciones de butanol.
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