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1. RESUMEN
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La presente Tesis Doctoral de titulo “Produccién de bioetanol de segunda
generacion a partir de bagazo de cerveza” se enmarca en la linea de
investigacién sobre aprovechamiento de residuos lignocelulésicos del Grupo
de Investigacion “Ingenieria Quimica y Ambiental” (TEP-233) de Ila

Universidad de Jaén.

Esta Tesis Doctoral tiene como objetivo principal proponer un esquema
eficiente de proceso para la produccidon de etanol de segunda generacion a
partir de bagazo de cerveza, que es el principal subproducto generado en el
proceso de produccién de cerveza. En la actualidad, su aplicacién principal es
la alimentacion animal, lo que representa un uso limitado, con bajo beneficio
para las fabricas de cerveza. El bagazo de cerveza estd compuesto

principalmente por celulosa, hemicelulosa, proteinas y lignina.

Para lograr el objetivo propuesto en esta Tesis Doctoral, se ha realizado
en primer lugar la optimizacion de dos pretratamientos diferentes. El
pretratamiento con acido fosférico se ha optimizado mediante un disefio
central compuesto rotable, evaluando la influencia de la temperatura de
pretratamiento (140-180 2C) y la concentracion de acido fosférico (2-6 %
p/v), manteniendo una carga de solidos del 12,5 % (p/v). El pretratamiento
con acido sulftrico se ha estudiado de acuerdo con un disefio de experimentos
tipo Box-Benhken en el que las variables estudiadas fueron la temperatura
(110-1302 C), concentraciéon de acido sulfdrico (1-3 % p/v) y tiempo de
pretratamiento (10-40 min) con la misma carga de so6lidos. En ambos casos,
como criterio de optimizacion, se ha maximizado la recuperaciéon de glucosa
por hidrolisis enzimatica y la recuperacion de aziucares hemicelul6sicos en el
prehidrolizado, determinando como condiciones 6ptimas: 1552C, 2% H3PO4; y

130°C, 1% H2S04, 26 min. En dichas condiciones se alcanzaron rendimiento

Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro 11
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de hidrdlisis del 84 y 82,7 % y recuperaciones de azucares hemiceluldsicos
del 80 y 94 % para el pretratamiento con acido fosférico y sulftrico,

respectivamente.

Por otro lado, se han evaluado diferentes configuraciones del proceso de
hidrolisis y fermentacidn, incluyendo hidrdlisis y fermentacién secuencial y
simultadnea de algunos de los sélidos pretratados en las condiciones 6ptimas.
Asi, a partir de bagazo pretratado con acido fosférico, en un proceso de
hidrélisis y fermentacién secuencial (HSF) al 15 % de concentracion de
sustrato, se ha obtenido una disolucién etandlica con una concentracién de
22,6 g/L y un rendimiento del 38 %. Sin embargo, se han obtenido
rendimientos (37,6 %) y concentraciones de etanol bastante similares (18,5
%) con menores tiempos de proceso (30 h frente a 96 h) mediante una

sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS) usando xilanasas.

El pretratamiento del bagazo de cerveza con acido fosférico diluido ha
permitido obtener una disolucién de 16 g etanol/L en la fermentacién del
prehidrolizado con Escherichia coli SL100, lo que corresponde a un 78 % del
rendimiento teorico. En la fermentacion del licor del pretratamiento con acido
sulfurico en condiciones 6ptimas, se ha alcanzado una concentraciéon de 17 g
etanol/L y un rendimiento del 76%. Asimismo, se ha fermentado este
prehidrolizado de acido sulfturico con S. stipitis aunque con menor producciéon

de etanol (11,4 g/L frente a 17 g/L) al mismo tiempo de fermentacién (41 h).

Otra estrategia de aprovechamiento estudiada ha sido la hidroélisis
enzimatica del slurry de pretratamiento (mezcla de las fases sélida y liquida
resultantes del pretratamiento, que no se han separado por filtracién, en
donde la fraccion sdélida es rica en celulosa y la liquida rica en azlcares

hemiceluldsicos y glucosa de almidén). Ademas, con el objetivo de obtener

12 Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro
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disoluciones con alta concentracion de aztcares, los hidrolizados se
concentraron, por evaporacion, en torno a 1,5 veces. A continuacién, ambos
hidrolizados se fermentaron con E. coli SL100 (sin detoxificar y detoxificados
con carbdn activo), alcanzando una concentracién maxima de etanol de 38,6
g/L, que corresponde a un rendimiento del 81% a partir del hidrolizado del
slurry de acido fosférico sin detoxificar. No obstante, el maximo rendimiento
se alcanzé en la fermentacion del hidrolizado de acido sulfirico también sin
detoxificar, 86% con una concentracién en etanol de 37,6 g/L. Para terminar,
se llevd a cabo la fermentacion de los hidrolizados, detoxificados con resina,
con un co-cultivo de S. cerevisiae y S. stipitis. En este proceso se han alcanzado
concentraciones de etanol en torno a 22,2 g/L con un rendimiento maximo del

61%.

Por tanto, se propone el empleo de la configuracién de proceso que
incluye la hidrélisis enzimatica del slurry seguida de la fermentacién con E. coli
del hidrolizado resultante, puesto que los rendimientos alcanzados son muy
similares y con ello se eliminaria la etapa de filtracién ademas de realizar la
fermentacion de todos los azucares en una sola etapa dando lugar a
disoluciones mas concentradas en etanol. No obstante, para elegir una
configuracion de proceso entre las ensayadas en esta Tesis Doctoral, seria
necesario llevar a cabo una evaluacién tecnoecondémica y ambiental que
determine también cual seria el pretratamiento acido mas adecuado para el

bagazo de cerveza.
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2. INTRODUCCION
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2.1 CONTEXTO ENERGETICO ACTUAL

La energia es un contribuyente fundamental al logro de los objetivos de
desarrollo econémico y social de todos los paises. Aunque la mayor parte de la
energia proviene de materias primas de origen fosil, su encarecimiento, la
dependencia de las importaciones de combustibles fésiles, el crecimiento
sostenido de la demanda y la disminucidn de reservas han hecho que se estén

buscando nuevas materias primas de origen renovable (Michalena y Hills,

2012).

La Agencia Internacional de Energia (AIE) estim6 que la dependencia
mundial de los combustibles fosiles se reduciria del 82 % al 76 % en 2035 y
que el 18 % de la energia total consumida seria procedente de los recursos de
energia renovable (Wigley et al, 1996). Esto enfatiza la necesidad de
aumentar la producciéon de energia renovable y, en consecuencia, se estan
realizando inversiones a nivel mundial para expandir la produccion de energia

renovable (Figura 1).
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Figura 1: Inversion acumulada en generacidn de energia basada en energias
renovables, 2013-2035 (Van der Hoeven, 2013).

Estas inversiones se traducen también en la generaciéon de empleos, de
modo que el sector de las energias renovables empled cerca de 10,9 millones
de personas en 2018. La energia solar fotovoltaica y la bioenergia son los

sectores que mas plazas de empleo han generado (Figura 2).
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Figura 2: Cifras totales de empleo en el sector de las energias renovables por
tecnologia (IRENA, 2018).

La produccién primaria de energia procedente de fuentes renovables en
la EU-28 en 2016 ascendi6 a 211 millones de toneladas equivalentes de
petroéleo (tep). La cantidad de energia renovable producida dentro de la EU-28
se increment6 en total un 66,6 % entre 2006 y 2016, lo que equivale a un
incremento medio del 5,3 % anual. Entre las energias renovables, las fuentes
mas importantes en la EU-28 fueron la madera y otros biocombustibles
solidos, asi como los residuos renovables, que representaron el 49,4 % de la

produccién primaria de energias renovables en 2016 (Figura 3).

La energia hidroeléctrica constituy6 la segunda fuente mas importante
(14,3 % del total), seguida de la energia eélica (12,4 %). En la actualidad, los
niveles de producciéon de energia mareomotriz, undimotriz y oceanica son
muy bajos, y estas tecnologias se concentran principalmente en Francia y el

Reino Unido.

Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro 19
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Figura 3: Produccion primaria de energia procedente de fuentes renovables,
EU-28,1990-2016 (Mtep), (IRENA, 2018).

Alrededor de las tres cuartas partes del uso de energia renovable en el
mundo involucra bioenergia, y mas de la mitad del consumo de biomasa

tradicional.

La bioenergia representé aproximadamente el 10 % del consumo total
final de energia y el 1,4 % de la generaciéon mundial de energia en 2015. Por
eso, la bioenergia es importante para luchar contra el cambio climatico y para
lograr los objetivos de desarrollo sostenible de Naciones Unidas (IRENA,

2018).

El uso de energias renovables ayuda a mejorar la calidad ambiental de
su territorio y contribuye al crecimiento econémico de los paises (EPA, 2016).
Mientras que el crecimiento econémico global fue del 45 %, las emisiones de

GEls. UE-28 disminuyeron un 17 % en el periodo 1990-2011.
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La confirmacién de que el uso desenfrenado de recursos naturales y
energias fosiles planteaba una creciente amenaza de cambio climatico,
econdmico y social fue reconocido por primera vez en la Conferencia Mundial
sobre el Clima, en 1979, donde los gobiernos fueron orientados a prever y
prevenir posibles cambios artificiales en el clima. El primer acuerdo
internacional con medidas energéticas y juridicamente vinculantes fue el
Protocolo de Kioto (adoptado el 11 de diciembre de 1997 en Kioto, Jap6n, pero
no entro en vigor hasta el 16 de febrero de 2005). Ratificado por 191 paises
hasta 2013, es considerado como un “hito historico” para conseguir la
reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI). En dicho
acuerdo, la UE se comprometia a disminuir sus emisiones de GEI en un 8 % en
el periodo 2008-2012. Las estrategias para aminorar estos gases consistian

basicamente en la incorporacion de fuentes de energia renovable(Sener et al,,

2018).

La UE esta implantando politicas para contrarrestar el uso desenfrenado
de recursos naturales y energias fosiles. En 2003, la directiva de
biocombustibles (Directiva 2003/30/CE) estableci6 un objetivo energético del
57 % para biocarburantes en el trasporte por carretera para 2010,
alcanzandose finalmente un 4,7 % ese afio (Directiva 2003 /30/CE). A partir de
2011 entr6 en vigor la Directiva Europea sobre Energias Renovables

(Directiva 2009/28/CE) adoptando los siguientes criterios:

- Reduccion del 20 % de las emisiones de GEI para el afio 2020 con
respecto a 1990 (Espafia 20 %).
- Mejorar en el 20 % en la eficiencia energética con relaciéon a las

previsiones para 2020.
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- Establece una cuota del 20 % de energias renovables en el computo
total de energias de la UE (Espafia un 20 %).

- Establece un objetivo minimo del 10 % de energias renovables en el
sector transporte en cada Estado miembro de la UE. La reduccion de las
emisiones de GEI sera de un 35 % como minimo; a partir del 1 de enero
de 2017 sera de un 50 % como minimo y a partir del 1 de enero de
2018, dicha reduccién de las emisiones de GEI seri del 60 % como
minimo para los biocarburantes y bioliquidos producidos en
instalaciones cuya produccién haya comenzado a partir del 1 de enero
de 2017.

A finales de 2015, fue ratificado en Paris por casi 200 naciones, el
“Acuerdo de Paris para el Cambio Climatico”. No impone una legislacién a cada
uno de los paises que después deba ser ratificada por sus parlamentos, sino
que las naciones participantes simplemente anuncian qué porcentaje de
emisiones se comprometen a reducir y en qué plazo, participando también en
las negociaciones posteriores (el siguiente encuentro fue el 2 de diciembre del
2018 en la ciudad polaca de Katowice, y después sera cada cinco afios (Pereda,

2017)).

Otro de los objetivos del Acuerdo, es disminuir la emisiéon de GEI hasta

2030 en al menos el 40 % en comparacion a 1990 (Liobikiene y Butkus, 2017).

Recientemente ha sido publicada la Directiva 2015/1513 del
Parlamento Europeo, que se aplicara en la proxima década. La nueva directiva,
persigue que el consumo final en energias renovables de la UE sea como

minimo del 27 % para 2030. Ademas, establece otros objetivos:

- Limitacion para los biocarburantes de cultivos energéticos y cultivos

alimentarios a un maximo del 7 %.
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- Obligacién de los Estados miembros de establecer objetivos nacionales
indicativos de “biocarburantes avanzados” para 2020, que incluyen a
los residuos y agricolas, industriales y forestales, con un objetivo de
referencia del 0,5 % que los Estados podran rebajar por razones
objetivas.

- Incremento del umbral de reduccién minimo de las emisiones de GE],
aplicable a los biocarburantes y bioliquidos producidos en

instalaciones nuevas.

Por ultimo, debe mencionarse que para lograr los objetivos de
reduccion de emisiones y uso de energias limpias, una posible via seria utilizar
residuos agroindustriales, para su conversion en biocombustibles, principal

objetivo de la presente Tesis Doctoral.
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2.2 LA BIOMASA

La biomasa es la fraccidon biodegradable de los productos, los desechos y
los residuos procedentes de la agricultura, de la silvicultura y de las industrias
conexas (incluidas las sustancias de origen animal), asi como la fraccion
biodegradable de los residuos industriales y municipales. Por sus
caracteristicas fisico- quimicas y calorificas, la biomasa puede ser materia
prima para la produccién de energia (calor y electricidad), de biocombustibles
y de productos quimicos alternativos a los producidos a partir de recursos no
renovables (petroleo, gas y carbén). Su produccioén anual se estima en 1010 MT

(Millones de Toneladas) (Sanchez y Cardona, 2008).

Es una fuente renovable, amigable medioambientalmente y
ampliamente disponible (Behera et al.,, 2014). Sin embargo, como desventajas,
hay que afadir la disponibilidad del combustible, su estacionalidad y la
variacion de los precios, intimamente ligados al comportamiento de las

cosechas, en el caso de residuos agricolas y de la industria agroalimentaria.
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Segun el IDEA (Instituto para Diversificacion y Ahorro de la Energia), la
biomasa puede ser definida como “la materia orgdnica originada en un proceso
bioldgico, espontdneo o provocado, utilizable como fuente de energia, es decir,
cualquier sustancia orgdnica de origen vegetal o animal, incluyendo los
materiales que resultan de su transformacion natural o artificial”. Ya la
Especificacion Técnica Europea CEN/TS 14588 define la biomasa como “todo
material de origen bioldgico excluyendo aquellos que han sido englobados en

formaciones geoldgicas sufriendo un proceso de mineralizacion”.

En relacién a su potencial de aprovechamiento para fines energéticos se
viene apoyando en el uso de la materia prima para la produccion de
biocombustibles, ya que pueden complementar o sustituir por completo a los

combustibles fdsiles derivados del petroéleo (Ozdenkgi et al., 2017).

La clasificacion de biomasa que mejor puede definir su uso vendria
establecida atendiendo a su composicién. Puede ser clasificada en azucarada,

amilacea, lignocelulésica y oleaginosa.

Las biomasas azucarada y amildcea son empleadas en la produccién de
bioetanol de primera generacién. La biomasa lignocelulésica, compuesta por
residuos agricolas, forestales, agroindustriales o industriales, estd siendo
estudiada para la conversion al bioetanol denominado de segunda generacion,
a través de un proceso bastante mas complejo que lo establecido para las
materias primas azucaradas y amildceas en funcién de su estructura fibrosa y

dificil de hidrolizar (Raele et al., 2014).

Es posible extraer de las materias primas oleaginosas un aceite que se
utiliza para la produccién de biodiésel mediante transesterificaciéon quimica
(&cida o basica) de los acidos grasos para la producciéon de los ésteres

metilicos (Tran et al., 2017).
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2.2.1 Composicion de la biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica constituye el mayor depdsito de energia

fotosintética y materia organica renovable. Los biopolimeros mas abundantes

en la naturaleza son la celulosa y lignina. Los componentes de los materiales

lignocelulésicos se pueden clasificar en dos grupos:

26

- Componentes estructurales: celulosa, hemicelulosa y lignina. La
celulosa y hemicelulosa son polisacaridos de alto peso molecular que
representan entre el 60-80 % del peso total de los materiales
lignocelulodsicos. En cambio, la lignina es un polimero no polisacarido
tridimensional de unidades fenilpropano y representa entre el 20-35 %
del total. El contenido en estos componentes principales varia en

funcion de la materia prima (Figura 4):

Componentes no estructurales: compuestos extractos y cenizas. Son
fracciones minoritarias dentro del material lignocelulésico que no
pertenecen a la pared celular, son solubles en agua o solventes
organicos y de bajo peso molecular. En esta fraccién se encuentran
grasas, terpenos, alcaloides, proteinas, fenoles, pectinas, gomas, resinas,
componentes antioxidantes, como la oleuropeina, flavonoides vy
compuestos fenolicos, con interés industrial bastante significativo. Por
otro lado, las cenizas presentes en la biomasa contienen principalmente
Ca, K, Mg y Si, compuestos inorganicos que permanecen después de la
incineracion del material (Fengel y Wegener, 1983), siendo su

proporcién general menor del 1 % de peso seco de la madera.
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Pared celuar

Macrofibrilla
Microfibrilla

Lignina

Hemicelulosa

Celulosa
cristalina

Figura 4: Estructura de la biomasa lignoceluldsica (Alvarado, 2017).
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Como se puede observar en la siguiente tabla, la proporcién de los

diferentes componentes principales de la biomasa lignoceluldsica varia

dependiendo del tipo de material.

Tabla 1: Composicién de diferentes materiales lignoceluldsicos
(%peso seco) (Karagoz et al.,, 2019)

Biomasa Celulosa Hemicelulosa Lignina
Alfalfa 30,4-31,1 17,6-17,7 13,3-14,5
Paja de cebada 36,6-39,1 21,1-25,7 15,2-22,4
Rastrojo de maiz 37 -37,5 18,5-28,9 19,4-22,1
Hierba 31,8-38,5 31,1-42,6 3,1-5,6
Tallos de madera 40-55 24-40 18-25
Microalgas ] )

50-73 No disponible
Fraccion
. 57 No disponible
organica de RSU
Paja de colza 37 -44.,6 19,6-20 18-22
Paja de arroz 38,4-42,5 21,8-24,5 9,2-16,2
Paja de centeno 33,1-37 22,2-40 19,8-22
Algas marinas 30 2,2 No disponible
Tallos de madera
45-50 25-35 25-35
blanda
Bagazo de cafia
i 43-50,4 19,9-25,2 17,0-22,8
de azucar
Pasto varilla 28,2-35,1 20,2-26,9 15,4-21,1
Almidoén de trigo 30,2-48,5 22,3-27,7 8,1-17,9
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2.2.1.1 Celulosa

Se estima la producciéon anual de celulosa en 26,5 x 1010 (donde “T”
indica tonelada), por lo que es la macromolécula mas abundante de la Tierra,
(Brown, 2003). La celulosa fue descubierta en 1838 por el quimico francés
Anselme Payen, que la aisl6 a partir de materia vegetal y determind su férmula
quimica (Payen, 1838). Es un biopolimero de funcién estructural constituido
por unidades lineales de D-glucosa enlazadas por uniones del tipo (-1,4-
glucosidico, siendo la celobiosa, disacarido 4-0-(p-D-glicopiranosil-D-

glucopiranosa), la unidad que se repite (Figura 5) (Harris y DeBolt, 2010).

IlI|'|":|‘ |
HO I O/ HO
OoH & au n OH

Figura 5: Estructura de la celulosa (Ferreira et al., 2009).

Los polimeros de celulosa individuales forman estructuras rigidas de
microfibra, llamadas microfibrillas, de aproximadamente 150 A de seccién
transversal y 300 A de largas, que se estabilizan mediante enlaces de
hidrégeno (los grupos OH del carbono 4 crean puentes de hidrogeno al
interaccionar entre si o con otros atomos de nitrégeno, azufre o 6xigeno), lo

que contribuye significativamente a su resistencia (Cheng etal., 2011).

Hay dos tipos principales de celulosa: la cristalina o nativa, definida por
su ordenamiento molecular que induce a una menor solubilidad en agua, en
disolventes organicos (benceno, éter, cloroformo, etanol) y en disoluciones de
acidos y alcalis diluidas, por lo que sera mas dificil de degradar durante la
hidroélisis, ya sea mediante el uso de enzimas o productos quimicos (Zhang y

Lynd, 2004); y la celulosa modificada, que abarca la celulosa amorfa,
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carboximetilcelulosa y celooligosacaridos. Estas regiones amorfas parecen ser

los lugares donde las enzimas hidroliticas tienen mayor facilidad para atacar

(Gomez et al.,, 2008).

CELOBIOSA CELULOSA

CELOBIOSA
T 1 0“0

Ho N, ..... W) ON o /S‘o ..... N°N ‘CELULOSA
o b il " CRISTALINA
uoo*‘o/_moo \AN H:NOOWA‘»"!‘"DQ \AH HHON

H _CH: "HY_A_;, CH; W

L

4

CELULOSA
AMORFA

HEMICELULOSA

Figura 6: Constitucidn de la celulosa (Nueva Génesis., 2017).
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2.2.1.2 Hemicelulosa

En 1891, Schulze introdujo el término “hemicelulosa”, que se referia al
tejido vegetal que podia extraerse mediante alcali acuoso (Schulze, 1891).
Como tal, la hemicelulosa es un biopolimero heterogéneo de cadena
ramificada, se forma por rutas biosintéticas diferentes a la de la celulosa y esta
formado por pentosas (D-xilosa, D-arabinosa, D-xilulosa, L-arabinopiranosa, L-
arabinofuranosa...), hexosas (D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-fructosa, L-
ramnosa, L-fucosa...) y acidos organicos (principalmente acido glucurénico, y
galacturénico), los cuales se encuentran enlazados entre si mediante enlaces
glicosidicos, dando lugar a estructuras ramificadas y en general, amorfas
(Phitsuwan et al,, 2013). La gran mayoria, se encuentran rodeando a las fibras
de celulosa y proporcionan la unién entre la celulosa y la lignina (Bhaskar et

al, 2011).

Las hemicelulosas, cuya proporcién dentro de la pared celular de las
plantas puede variar entre 15 y 30 % en funcion del tipo de biomasa del que se
trate, es quimicamente heterogénea, presentan una menor longitud que la
celulosa, baja cristalinidad con predominio de regiones amorfas y también un

menor grado de polimerizacion, entre 100 y 200 (Peng et al., 2012).

Se clasifican segun el tipo de aziicar dominante en la cadena principal:
xilanos, glucanos y mananos, siendo los xilanos los mas abundantes. Las
maderas duras (angioespermas lefiosas) y los residuos agricolas tienen mayor
cantidad de xilosa y grupos acetilo, presentdndose en este caso los xilanos
ramificados con pequefias cantidades de acidos glucurénico, mientras que las
maderas blandas (gimnoespermas) presentan mas alta proporciéon de manosa
y galactosa, encontrandose los xilanos parcialmente acetilados y generalmente

ramificados con arabinosa y acidos urdnicos (Girio et al., 2010).
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2.2.1.3 Lignina

La lignina es un biopolimero tridimensional amorfo sintetizado a partir
de la polimerizacién deshidrogenativa de unidades de fenilpropano, unidos a
través de distintos tipos de enlaces que se alternan sin un orden definido,

formando una matriz compleja (Santos et al., 2017).

Es el polimero aromatico no polisacarido mas abundante de la
naturaleza, es insoluble, amorfo y de alto peso molecular (Buranov y Mazza,

2008)

Los monomeros basicos que forman la lignina son los denominados
alcoholes cinamilicos: el alcohol p-cumarilico, el alcohol coniferilico y el
alcohol sinapilico (Figura 7). Gracias a la accion de lacasas y peroxidasas
producen radicales libres que al azar van reaccionando para formar diversos
tipos de uniones, principalmente C-O o C-C, siendo predominante el enlace f3-

0-4.

Estos tres precursores no presentan una proporcion fija, variando
conforme la localizacién de la lignina dentro de la pared celular, la especie de
la planta y el tipo de tejido. Cada uno de ellos va a generar las subunidades de
la lignina: el p-hidroxifenilo, guayacilo y siringilo, respectivamente. Asi, el
alcohol p-cumarilico que da lugar a las unidades p-hidroxifenilo (unidades H)
no presenta ningun sustituyente; el alcohol coniferilico que da lugar a las
unidades guayacilo (unidades G) presenta un grupo metoxilo en la posicién 3
del anillo aromatico; y el alcohol sinapilico que da lugar a las unidades
siringilo (unidades S) presenta dos grupos metoxilo en las posiciones 3y 5 de

dicho anillo (Fengel y Wegener, 1983; Ragauskas et al., 2014).
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Otros compuestos como el coniferaldehido y los monolignoles acilados
también participan de las reacciones de acoplamiento que forman la lignina

(Waldron et al., 2015).

OH OH OH
V. Y y
OCH; H,CO OCH,
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico Alcohol coniferilico Alcohol sinapilico
- OCH, H,CO OCH,4
l‘o “0 "0
Unidad p-hidroxifenilo ~ Unidad guayacilo Unidad siringilo

Figura 7: Alcoholes cinamilicos y precursores de la lignina (Yuan et al,, 2013).
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La estructura irregular y heterogénea de la lignina, sin unidades
repetitivas, es la responsable de esa gran dureza y rigidez de su pared celular,
posibilitando la unién entre las fibras de polisacaridos (Phitsuwan et al,,
2013).

En respuesta al ataque de hongos patogenos, se pueden producir
fendmenos como la lignificacién, que supone un aumento en el contenido de

lignina (Howard et al., 2003).

En general, en las angioespermas (maderas duras) la lignina contiene
principalmente unidades siringilo, mientras que en las gimnoespermas

(maderas blandas) abundan las unidades tipo guayacilo.

Las maderas duras son mas faciles de deslignificar que las maderas
blandas (Oliva et al., 2003). En cambio, las ligninas de biomasa herbacea
(angiospermas monocotiledéneas) contienen los tres tipos de unidades de
fenilpropano, es decir, las unidades H, G y S, provocando un aumento en la
heterogeneidad y complejidad de las ligninas herbaceas en comparacién con

las ligninas de maderas duras y blandas.
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Figura 8: Estructura quimica de la lignina (Bommarius et al., 2004).
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2.3 EL BAGAZO DE CERVEZA

La cerveza es un producto natural elaborado a partir de agua, cereales,
lipulo y levadura. El cereal mas utilizado, para la elaboracion de cerveza es la
cebada. Su cultivo se conoce desde tiempos remotos y se supone que procede

de dos centros de origen situados en el Sudeste de Asia y Africa Septentrional.

Se cree que fue una de las primeras plantas empleadas en la agricultura.
En excavaciones arqueoldgicas realizadas en el Valle del Nilo se descubrieron
restos de cebada en torno a los 15000 afios de antigliedad, ademas los
descubrimientos indican el uso del grano de cebada molido. La cebada ocupa
el cuarto lugar en importancia entre los cereales, después del trigo, maiz y
arroz. La razon se debe a su amplia adaptacion ecolégica y a su diversidad de

aplicaciones.

En algunas ocasiones se utilizan otros cereales como maiz, arroz, trigo,
centeno, avena, sorgo, mijo, etc. Su utilizacion amplia el espectro de estilos de
cervezas disponibles y en algunos casos se reemplazan debido a razones

econdmicas. Parte de la malta de cebada (del 15 % al 20 %) es sustituida por
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cereales como los descritos anteriormente. Usualmente son conocidos como

complementos o adjuntos (Kunze, 1996).

En 2014, 42,8 y 180,3 millones de toneladas de cerveza de cebada se
produjeron en la UE y en el mundo, respectivamente. (FAOSTAT, 2014). El
primer productor de cerveza industrial del mundo es China, con una
produccién anual de 489 millones de hectolitros, seguida de Estados Unidos
con 225 millones de hectolitros y Brasil con 133 millones de hectolitros.
Europa es la segunda region que mas cerveza produce en el mundo, con una
cifra alrededor de 400 millones de hectolitros al afio. Alemania es el pais con
mayor produccion con 95 millones de hectolitros al afio y Espafia ocupa el
cuarto puesto en produccién cervecera dentro de la UE con 33 millones de

hectolitros al afio.

Europa cuenta, con mas de 6500 fabricas de cervezas activas, repartidas
por los 31 paises objeto de estudio. Los paises que cuentan con mayor nimero
de fabricas de cerveza son: Reino Unido que dispone de una cuarta parte de las
fabricas de cerveza con 1700, le sigue Alemania con 1352 y Francia con 663.
Espafia se encuentra por detras de estos paises con 332 (Brewers of Europe,

2016).

El proceso de elaboracién de la cerveza comienza con el malteado, que
es la germinacion controlada del grano de cebada para que libere el almidon; y
su posterior tostado. Asi se prepara para convertirse en azucares mediante

coccidn, y estar disponible para las levaduras en la fermentacion.

Al llegar a la malteria, los granos de cebada se limpian, se clasifican en
funcién del tamafio, y se dejan en remojo en depésitos de agua fria durante 24
h. Asi se inicia la germinacién, interrumpiéndola con descansos al aire para

que los granos respiren y no fermenten.
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A continuacién se transportan a la sala de germinacién: alli una
corriente de aire frio y himedo mantiene la humedad y la temperatura de
germinacién. Cuando el tallo que brota tiene 5/4 de la longitud del grano, ya es
malta verde: el almidon liberado esta listo para convertirse en azucar. Esta

malta verde se seca y se tuesta.

En la sala de coccién se introducen en los molinos, donde se trituran y
humedecen. Los cereales triturados se transportan a la caldera de malta,
donde se mezclan con agua, formando una masa que se calienta para
macerarla. La temperatura se incrementa lentamente (de 372 C a 78 ¢ C) para
promover la hidrélisis enzimatica de los componentes de la malta. Durante la
coccidn, el almidén de los cereales se transforma en azucares fermentables
(principalmente maltosa y maltotriosa) y azucares no fermentables
(dextrinas). Las proteinas se degradan parcialmente a polipéptidos y

aminoacidos.

De la caldera de malta, la masa se transporta a una cuba filtro, que
separa el bagazo de cerveza del mosto. Una vez filtrado, el mosto va a la
caldera de merma, donde se calienta hasta ebullicion (entre 70 y 90 min). Pero

antes, entre 82 2C y 862 C se afiade el lupulo.

De la caldera de merma se bombea el mosto a gran velocidad entrando
tangencialmente a las paredes del tanque remolino o Whirlpool, donde las
fuerzas centripetas consiguen un mosto claro y limpio, listo para su
fermentacion. Toda esta fase dura aproximadamente unas 10 h. El mosto
limpio se enfria hasta la temperatura de fermentacion antes de mezclarlo con

la levadura.

El mosto frio (102 C) y aireado llega a los tanques de fermentacion,

donde se mezcla con las levaduras inicidndose la fase aerobia de la
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fermentaciéon que dura entre 4 y 8 h, consiguiéndose el maximo crecimiento
de las levaduras. Una vez consumido el oxigeno, el metabolismo de la levadura
cambia al encontrarse en un medio anaerobio (ausencia de oxigeno) y
comienza la fermentacidn, transformando el mosto amargo en cerveza verde,
con alcohol, anhidrido carboénico y sustancias aromaticas caracteristicas de

cada tipo de levadura empleada.

La fermentaciéon en las cervezas normales (de 52 aproximadamente)
dura de 4 a 9 dias, seglin el tipo de cerveza. La cerveza verde recién
fermentada se trasiega a nuevos tanques o barricas, donde comienza la
maduracion de la cerveza o guarda, a temperaturas muy bajas (entre 02 Cy 429
C). Las ultimas proteinas y levaduras se precipitan con lentitud, y se disuelve
el CO2 producido por la fermentacion. Dura entre una semana y un mes, segin
el tipo de cerveza. Terminada la maduracion, la cerveza se filtra para adquirir

su transparencia y brillantez caracteristicas.
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Figura 9: Proceso de elaboracidn de la cerveza (Elaboracién propia).
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El bagazo de cerveza es un subproducto de la industria cervecera
resultante del proceso de prensado y filtracién del mosto obtenido tras la
sacarificacion del grano de cebada. Es un subproducto rico en azuicares,
proteinas y minerales. Una mezcla formada basicamente por cascaras del
grano de cebada, capas de tegumento y pericarpio, obtenidas tras la

produccién del mosto, constituyen este material (Mussatto et al., 2006).

La industria cervecera genera cantidades relativamente grandes de
subproductos y desperdicios. El bagazo de cerveza representa el subproducto
mas importante (85 %), estando disponible a bajo costo durante todo el afio
(~$14/T peso mojado) y se produce en grandes cantidades, 20 kg de bagazo
de cerveza por cada 100 L de cerveza producida. (Reinold, 1997). La
composicion quimica de este material puede variar por diversos factores,
entre los que destacan el tipo y calidad de cebada y otros cereales usados en el
proceso, el tiempo de coccion asi como las condiciones usadas en el malteado
y la maceracién. Glucosa, xilosa y arabinosa son los azicares mas abundantes
en este material lignoceluldsico (50 % w/w de su composicion es celulosa y
hemicelulosa) (Mussatto et al., 2007). Sus principales componentes son la
celulosa (15-20 %), hemicelulosa (18-25 %) y lignina (12 %). También

presenta un elevado contenido en proteinas (21-24 %).
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Tabla 2: Diferentes composiciones (% en base seca) del bagazo
de cerveza (Elaboracion propia).

(Beldman (Mussatto (Wilkinson

etal, etal, etal, (Rojas-Chamorro et

Composicion

(%) 1987)  2004) 2014) al, 2017)
Celulosa 15,1 16,8 19,2 15,2
Almidén 2 26,6 5,2
Hemicelulosa 24,8 28,4 18,4 25,1
Lignina 27,8 12,5
Extractos 18,5
Proteina 23,8 24,6 15,3 21,2
Cenizas 3,5 1,2 2,7 2,3

Hasta ahora la aplicaciéon principal del bagazo de cerveza ha sido la
alimentaciéon animal, debido a su alto contenido en proteina y fibra. Es un
excelente ingrediente para los rumiantes, ya que combinandolo con fuentes
baratas de nitrégeno, tales como urea, se pueden proporcionar todos los
aminodacidos esenciales. Su elevado contenido en humedad (alrededor del 80
%) conlleva a que su transporte sea costoso y por lo tanto un factor limitante.
Tampoco es posible el almacenamiento del material porque necesita una
fuente de enfriamiento debido a que el crecimiento microbiano se produce

facilmente (Aliyu y Bala, 2011).

Sin embargo, existe una cantidad aceptable de estudios alternativos para
su posterior aprovechamiento. Una opcién de valorizacion evaluada sobre este
subproducto propone su uso como fuente de arabinoxilanos con actividad
prebiodtica. Cabe mencionar que un prebioético es un ingrediente fermentado

selectivamente que permite cambios especificos en la composicion y/o
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actividad de la microbiota gastrointestinal, mejorando asi el bienestar del
huésped (Figueroa et al., 2011). Son carbohidratos no digestibles debido a su
resistencia al acido gastrico, enzimas gastrointestinales y a la absorcion
gastrointestinal (Voragen, 1998). La fermentacidon de los arabinoxilanos por
las bacterias intestinales humanas indica que promueve el crecimiento de
Bifidobacterium y Lactobacillus (Gullén et al.,, 2014). Los prebidticos parecen
ejercer un efecto beneficioso sobre la salud del hospedador mediante la
modulacion de la microbiota intestinal. La microbiota intestinal juega un papel
fundamental en la prevencién de las enfermedades cardiovasculares, diabetes

tipo II, cancer colorrectal y obesidad.

Debido al creciente interés en la produccion y el consumo de
biocombustibles liquidos, algunos autores también han propuesto la
utilizacién del bagazo para la produccién de butanol y ABE (Acetona, etanol y
butanol). En este estudio se fermentd con Clostridium beijerinckii DSM 6422 el
hidrolizado obtenido tras la hidrélisis enzimatica del sélido, obteniéndose los
siguientes rendimientos: 33 g de butanol /Kg bagazo de cerveza y 40,8 g ABE
/kg bagazo de cerveza (Plaza et al, 2017). Ademas, han optimizado el
pretratamiento hidrotérmico asistido por microondas y tras realizar la
hidrolisis enzimatica del sélido Optimo, la concentracion de butanol y
rendimiento obtenidos fueron de 8,3 g/L y 46 kg/T bagazo de cerveza,

respectivamente (Lopez-Linares et al., 2019).

Otra posible via de aprovechamiento del bagazo es para la produccion
de xilitol. Es un excelente edulcorante y por lo tanto puede ser un sustituto de
la sacarosa en ciertos alimentos, con objeto de conseguir la reduccién
calorifica de estos (Winkelhausena et al., 2007; Edelstein et al., 2008). El uso
de xilitol en la industria farmacéutica se ha extendido debido principalmente a

sus propiedades anticariogénicas. En este contexto, varios estudios han
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demostrado su eficacia contra la formacién de biopeliculas orales (Ammons et
al,, 2011; Lee et al., 2012). Ademas es reconocido por ser capaz de combatir la
calcificacion dental, lo que en la mayoria de los casos es causada por el
envejecimiento (Imazato et al.,, 2006). Su utilizacién resulta eficaz también en
el tratamiento de diversas enfermedades, como por ejemplo, la diabetes
(Islam, 2011), la anemia (Fau et al.,, 1971), la otitis media aguda (Danhauer et
al,, 2011) y la osteoporosis (Mattila et al., 2005). Aunque han sido llevadas a
cabo investigaciones previas sobre produccién de xilitol a partir de diferentes
residuos lignoceluldsicos, el bagazo tiene la enorme ventaja de que no
requiere una etapa previa de detoxificacion, si bien es cierto que la produccién
es mas favorable cuando hay altas concentraciones iniciales de xilosa, una
mayor densidad de indéculo asi como un apropiado suplemento durante la
fermentacion. Debaryomyces hansenii (Carvalheiro et al, 2006) y Candida
guilliermondii (Mussatto y Roberto, 2008) han sido los microorganismos

empleados exitosamente para la produccion de xilitol.

Roukas et al. (1999) plantean la utilizacién del bagazo para la obtencion
de pululano. En sus estudios fermentaron con Aureobasidium pullulans y
obtuvieron una concentraciéon de 6,0 g/L de pululano a partir de bagazo de
cerveza suplementado con 0,5 % de K2HPO4, 1 % de acido L-glutamico, 2,5 %
de aceite de olivay 0,5 % de Tween 80. Cabe destacar que este polisacarido se
utiliza en la industria alimentaria, siendo su principal uso la fabricacion de
peliculas comestibles utilizadas para refrescar el aliento y productos de

higiene bucal. Como aditivo alimentario, es conocido por el nimero E1204.

Mussatto et al. (2008) en sus trabajos mencionaron la utilizacién del
bagazo de cerveza para la produccién de acido lactico. Por ello, fermentaron

un hidralizado rico en glucosa con Lactobacillus delbrueckii, obteniendo en
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todos los casos estudiados un rendimiento de 0,73 g de acido lactico por cada

gramo de glucosa consumida.

Asimismo, el bagazo se ha utilizado como medio de crecimiento para
diferentes microorganismos como: Bifidobacterium adolescentis 94BIM,
Lactobacillus (Novik et al, 2007), Streptomyces (Szponar et al, 2003),
Pleurotus ostreatus 'y Penicillium brasilianum (Panagiotou et al,
2006).También se ha utilizado para la produccién de enzimas. Es un buen
sustrato donde los microorganismos amiloliticos podrian cultivarse para la

produccion de B-amilasa y amiloglucosidasa (Adeniran et al., 2008).

El acido ferulico y el acido p-cumarico son los acidos hidroxicinamicos
mas abundantes en el bagazo de cerveza. Bartolome et al. (2002) emplearon el
bagazo de cerveza para extraer el acido ferulico y obtuvieron un rendimiento
de 0,3 % Por ello, usaron una esterasa de Aspergillus niger y observaron que el
3,3 % del 4cido ferulico total fue liberado por la presencia de ésta. Hay un gran
interés en la utilizacidon de acidos hidroxicindmicos como materia prima para
su posterior bioconversién a otros productos de valor afiadido como

polimeros, derivados del acido vanilico, guaiacol, catecol y vainillina.

Dada la cantidad relativamente alta de proteina presente en el bagazo
(22 %) resulta interesante su extraccién. (Vieira et al., 2014) realizaron una
extraccion selectiva y secuencial de las proteinas presentes en el bagazo de

cerveza por acidificaciéon del medio con una solucién de acido citrico.

Por otro lado, De Song et al. (2010) optimizaron la extracciéon de
proteina usando un disefio compuesto central rotable atendiendo a tres
parametros: tiempo de extraccion, potencia del ultrasonido y relacién solido-
liquido. Las condiciones 6ptimas para dicha extraccion fueron las siguientes:

tiempo de extracciéon 81,4 min, potencia de ultrasonido 88,2 W/100 ml de
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extractante, relacion sélido- liquido de 2,0 g/100 ml. Mas recientemente, Qin
et al. (2018) han utilizado diferentes estrategias de pretratamiento con el
objetivo de extraer la proteina. El pretratamiento alcalino seguido del
pretratamiento con acido diluido result6 ser el mas eficiente, siendo capaz de
extraer hasta el 95 % de la proteina. Sin embargo, esta combinaciéon de
pretratamientos no resulté ser muy selectiva, porque una importante cantidad
de carbohidratos y lignina fueron solubilizados junto con la proteina. No
obstante, el pretratamiento hidrotérmico a 60° C parece ser una opcion
interesante, ya que aunque el porcentaje extraido de proteina es menor (64
%), la selectividad es mayor, ademas estos pretratamientos no requieren altas

temperaturas ni la adiccion de productos quimicos.

Otro compuesto de interés presente en este residuo es la lignina.
Mussatto et al. (2007) lograron obtener lignina a partir de la acidificacion del

licor negro, previo tratamiento acido y alcalino del bagazo de cerveza.

El bagazo de cerveza ha sido utilizado como materia prima en la
produccion biotecnoldgica de algunos biocombustibles como el biogas (CH4 +
COz2). Una de las primeras opciones de valorizacion del bagazo de cerveza para
la produccién de biogas fue llevada a cabo por Ezeonu y Okaka (1996), estos
investigadores evaluaron la cinética del proceso y pretrataron el bagazo de
cerveza para la obtencidon de biogas con un rendimiento total de 3476 cm3
/100 g de bagazo, tras 15 dias de fermentacién. Mas tarde, Cater et al. (2015)
estudiaron la fermentacion anaerdbica del bagazo de cerveza para la
producciéon de biogds, el cual fue fermentado por Pseudobutyrivibrio
xylanivorans Mz5T obteniéndose un 17,8 % de metano. Recientemente, otros
autores han utilizado el bagazo de cerveza para obtener un gas combustible
por medio de la gasificacion alotérmica de vapor. El gas producido estaba

compuesto principalmente por 22,8-30,2 % Hz, 15,1-22,3 % COy 7,2-11,1 %
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CHa4, contribuyendo a un valor de calentamiento de 8,11-9,0 M]J/Nm3. La
principal conclusion de este trabajo es que el gas producido obtenido de la
gasificacién por vapor de bagazo de cerveza tiene la calidad suficiente para
abrir otras opciones a los productores de cerveza para que usen sus propios

desechos y asi satisfacer sus necesidades energéticas (Sérgio et al., 2019).

Debido a su alto contenido en carbohidratos, el bagazo de cerveza
también puede ser utilizado para la produccion de biohidrogeno. En este
estudio se investig6 la utilizacion del pretratamiento con lodo rojo calcinado
para mejorar los rendimientos fermentativos de hidrogeno que aumentaron
en un 67 %, en comparacién con las pruebas de control sin lodo rojo calcinado

(Zhang y Zang, 2016).

Por otro lado, dado el alto valor nutritivo que presenta esta biomasa ha
sido evaluado para la fabricacion de una harina con alta proteina para su
posterior incorporacion a productos de panaderia, incluidos panes,
magdalenas, galletas (Huige, 1994). Sin embargo, solo puede incorporarse en
cantidades pequefias (5-10 %) debido a las alteraciones en el sabor y
propiedades (por ejemplo, textura) que produce en los productos finales

(Hassona, 1993).

Mas recientemente, Jayant et al. (2018) han investigado la posibilidad de
sustituir la harina de soja, utilizada en acuicultura por bagazo de cerveza.
Estos autores sugieren que es posible la sustitucion del 50 % de harina de soja
por bagazo de cerveza sin ningun efecto adverso sobre el crecimiento de los

peces.

Otra posible via de aprovechamiento del bagazo es para la produccién
de carbon. Okamoto et al. (2002) describieron el proceso y evaluaron sus

propiedades fisicas y quimicas. El carbén producido tenia un poder calorifico
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similar (27 M]/Kg) al producido con otras materias primas (cafa de azucar,
sarmiento). Otros autores también se han centrado en la produccion de
hidrocarbén, es decir, cuando el carbén se produce por carbonizacién
hidrotermal (un proceso donde la biomasa se calienta a una temperatura de
200 a 300 ° C en presencia de agua), y se compone de dos fases: liquido y

sélido (Arauzo et al., 2018).

Debido al bajo contenido en ceniza del bagazo y su alto contenido en
celulosa y lignina, lo hacen adecuado para su uso como componente de los
ladrillos. Se podria utilizar para sustituir al aserrin, que normalmente se
utiliza en la fabricacion de ladrillos para aumentar la porosidad (Russ et al,

2005).

Mas recientemente, Klimek et al. (2017) han utilizado el bagazo de
cerveza como aditivo para la fabricacion de tableros de conglomerado de
madera (solamente el tablero en el que se emplea el 10 % de bagazo cumple

con los requisitos).

Por otra parte, Ishiwaki et al. (2000) han estudiado exitosamente la
utilizacion de este residuo como un material lignocelulésico para la
fabricacion de pasta de papel, obteniéndose una pulpa con una gran
resistencia y de gran calidad para la fabricacién de tarjetas de visita,

posavasos y toallas de papel.

El bagazo de cerveza ha sido también utilizado como un eficiente
adsorbente para la eliminacién de los iones Pb (II) y Cd (II) presentes en
soluciones acuosas, con una capacidad maxima de adsorciéon de 17,3 y 35,5
mg/g respectivamente (Lu y Gibb, 2008). Recientemente, Chen et al. (2016)
han conseguido eliminar As (IlI) de disoluciones acuosas. Como

particularidad, el bagazo de cerveza es capaz de eliminar el 4cido naranja 7
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(AO7), un colorante empleado en la industria textil y papelera, causante de
graves problemas ambientales (Silva et al., 2004). Ademas, también ha sido
utilizado para eliminar compuestos organicos volatiles tras ser pirolizado

(Chiang et al., 1992).

Por otro lado, dada la naturaleza lignoceluldsica que presenta este
residuo lignoceluldésico con una cantidad relativamente alta de azucares
celulésicos y hemicelulésicos disponibles (en torno al 45 %), parece
prometedor el estudio de su aprovechamiento bioquimico para la obtencién
de bioetanol de segunda generacidn, linea en la que se enmarca la presente

Tesis Doctoral.

En este contexto, el bagazo de cerveza se ha usado para la produccién de
etanol utilizando el hongo Neurospora crassa y Fusarium oxysporum con un
rendimiento del 74 y 109 g etanol/kg de bagazo seco, respectivamente (Xiros

etal.,, 2010).

Mas recientemente, Wilkinson et al. (2014) utilizaron un prehidrolizado
obtenido tras someter al bagazo de cerveza a un pretratamiento con acido
clorhidrico al 1 %, para su posterior fermentacién con Saccharomyces
cerevisiae NCYC479. El rendimiento teérico fue del 69 9%, con una
concentracion de etanol de 5,4 g/L. También trabajaron con el hidrolizado
obtenido tras la hidroélisis enzimatica del sélido previo pretratamiento alcalino
con hidréxido de sodio y peréxido de hidrégeno y obtuvieron un rendimiento
teorico del 81 % (17,3 g/L de etanol) y del 43 % (8,4 g/L de etanol),
respectivamente. Igualmente, cabe destacar que también estudiaron el
bioproceso consolidado (BCP) con A. oryzae y S. cerevisiae NCYC479 vy
obtuvieron una concentracion final de 37 g/L. A pesar de todas las ventajas

que implicaria la realizacién de este tipo de proceso en la actualidad todavia
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no existen microorganismos lo suficientemente consolidados que puedan
producir, simultdneamente, celulasas y otras enzimas en los niveles

requeridos, ademads de producir etanol con altos rendimientos.

Recientemente, se ha estudiado la hidroélisis del slurry del bagazo de
cerveza para la produccion de etanol. Sin embargo, solamente han fermentado
la fraccion celulésica de los azicares con dos cepas diferentes de
Saccharomyces cerevisiae, dejando los azicares hemiceluldsicos sin fermentar

(Pinheiro et al., 2019)

50 Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro



! i Produccién de bioetanol de seqgunda generacion a partir del bagazo de cerveza

2.4 BIOETANOL

El etanol, es un compuesto organico perteneciente a la clase de los
alcoholes. En condiciones normales se presenta como un liquido incoloro,
facilmente inflamable, de llama azulada y muy hidroscépico. Los alcoholes
pueden obtenerse mediante tres métodos: hidratacién de alquenos en medio
acido; a través del proceso oxo, conversion de alquenos en aldehidos por
hidroformilacién con una mezcla equimolecular de CO y Hz, siendo
posteriormente convertido a alcohol; y a través de la fermentacién de

carbohidratos.

El bioetanol puede ser obtenido a partir de la fermentacién de los
azucares que se encuentran en distintas biomasas, para su uso en motores con
ciclo de combustién de igniciéon por chispa (motor Otto), a partir de dos
maneras: en mezclas con la gasolina utilizandose el etanol anhidro (99,6 °GL,
donde “GL” indica grado Gay Lussac o como combustible puro, empleandose

el etanol hidratado (96 °GL).También puede ser utilizado en vehiculos
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especiales, llamados vehiculos “Flex-fuel”, capaces de utilizar mezclas gasolina-
etanol anhidro (con 20 a 25 % de etanol), etanol hidratado o mezclas entre
etanol hidratado y gasolina-etanol anhidro en cualquier proporcion sin ningin
problema en los motores, ya que estos vehiculos disponen de un sensor que
detecta la relaciéon etanol/gasolina y en funcién de la mezcla ajustan la
carburacion del motor. Las porcentajes de etanol a la gasolina son
representadas por la sigla “E”, asi, E27 indica 27 % de etanol anhidro a la
gasolina, EO no hay ninguna adicién mientras E100 indica 100 % de etanol.
Ademas se puede utilizar para fabricar ETBE (5-Etilter-butil-éter) un aditivo
que se afiade a la gasolina. En Espafa todo el bioetanol es convertido en ETBE
para mezclarse con la gasolina, por su menor poder corrosivo, mayor poder
calorifico y menor emisién de CO y particulas (Rodriguez-Antén et al., 2015;

Yee etal., 2013).

BIOMASA |
AZUCARADA, AMILACEA, LIGNOCELULOSICA

Produccién de aziicares fermentables
(Biomasa amilacea y lignocelulosica) |

Fermentacién
etanélica
Recuperacién del
bioetanol
1
I I L]
Etanol anhidro | Etanol hidratado ETBE |
(99.6°GL) (96° GL)
Mezclado con I_: Combustible puro |_ Aditivo en

gasolina y diesel gasolina

Figura 10: Aplicaciones del bioetanol como biocarburante (Elaboracién
propia).
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Este biocombustible presenta un mayor indice de octano que el de la
gasolina (108), una temperatura de ignicion mas alta (420 2C) y mayores
calores latentes de vaporacion (842-930 kJ/kg) (Zabed et al., 2017). Sin
embargo, un litro de etanol aporta un 66 % de la energia que proporciona la
misma cantidad de gasolina (Nigam y Singh, 2011). Tiene una combustién con
menor emisiéon de compuestos téxicos a la atmdsfera, 80 % menos COz que los

combustibles fésiles (Aditiya et al., 2016; Manochio et al., 2017).

La producciéon mundial de bioetanol mostré un rapido crecimiento, de
17,25 billones de litros en el afio 2000 a mas de 46 billones de litros en 2007
(Balat, 2009). Se espera que supere los 160 billones de litros para 2020 (Bibi
etal.,, 2017).

EEUU es el mayor productor de bioetanol, con una producciéon de 99
billones de litros en 2016, (contribuye en un 59 %) y Brasil con un 27 % (se
impulsé en 1975 con Proalcool). Ademas, China es el principal representante
asiatico, con una producciéon estimada de 3,2 billones de litros en 2016. En
Tailandia la produccién llegé a 1,2 billones de litros, mientras en Canada ha
llegado a 1,7 billones de litros en 2016. En Europa, la produccién ha caido
cerca de un 6 %, aunque se considera que la Unica via para descarbonizar el

sector del transporte es la industria de los biocombustibles avanzados.

Segun un informe de la CE, elaborado por un grupo de expertos en el
sector, las necesidades energéticas del transporte en la UE en 2030 pueden ser
sufragadas entre un 3 y un 4,5 % por el bioetanol (CE, 2017). Espafia es el
quinto pais productor de bioetanol de la UE, la mayor parte de las plantas
productoras utilizan cereales como materia prima, principalmente trigo y

cebada.
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Las fuentes renovables utilizadas para la produccién de bioetanol
pueden clasificarse en materias primas ricas en azucares (principalmente cafa
de azucar, sorgo dulce y remolacha azucarera), en almidén (maiz, trigo,
cebada, leguminosas y frutas verdes e inmaduras), biomasa lignoceluldsica
(pastos perennes, plantas acuaticas, maderas blandas y duras, residuos
agricolas y la porcién organica de los desechos sdlidos de los municipios) y

algas (se limita a la investigacion de laboratorio, no a escala comercial).

El bioetanol obtenido a partir de biomasa azucarada o amilacea se
denomina bioetanol de primera generacion, mientras que el obtenido a partir
de biomasa lignoceluldsica y las algas recibe el nombre de bioetanol de

segunda y tercera generacion, respectivamente.

En la Tabla 3, se muestran las principales diferencias entre el bioetanol

de primera, segunda y tercera generacion.
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Tabla 3: Comparacion de bioetanol de primera, segunda y tercera
generacion (Jambo et al., 2016).

. Primera . Tercera
Comparacion iy Segunda generacion .
generacion generacion
Cultivos no
Fuentes de Cultivos comestibles .
; ; . . L Biomasa de algas
materia prima comestibles (lignocelulésicos,
residuos forestales)
Uso de la : Crece en tierras Agua de mar, agua
; Crece en tierra .
tierra para el ) cultivables y dulce, aguas
. cultivable . .
cultivo marginales residuales
Extraccion de Pretratamiento, e s
, ., Cyr1e s Hidrélisis,
Tecnologias de azucar, hidrélisis, s
7, ., iy fermentacion,
conversion fermentacion, fermentacion, o
o g destilacion
destilacion destilacion
Rendimiento . .
. Bajo Medio Alto
de bioetanol
Baja G
Impacto al A Qs Gran contribucién
. contribuciénala  Gran contribucién a e,
medio e R a la mitigacién del
: mitigaciéon del  la mitigacién del CO>
ambiente CO;
CO;
Proceso de No hay competencia
Principales conversion y P Alta tasa de
; . con los recursos L
ventajas relativamente . L crecimiento
. alimenticios
simple
Inversiones
o Debate "Comida Estructuras limitadas y
Principales . e
) versus recalcitrantes de la dificultades en el
desventajas R . . o
combustible materia prima disefo del
proceso
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A nivel comercial solamente esta totalmente implantado el proceso de
obtencion de bioetanol de primera generacion. GranBio, una compaiiia
biotecnoldgica brasilefia, construy6 la primera fabrica de etanol celulésico a
escala comercial. Comenzd su produccion en septiembre de 2014 y tiene una
capacidad de producir 82 millones de litros de etanol por afio de materia
prima celuldsica. La mayoria de las plantas de etanol celulésico en Europa
todavia se encuentra en etapas piloto o de demostracion. La Tabla 4 muestra

las principales plantas de etanol celulésico en Europa.

Tabla 4: Plantas de etanol celulésico en Europa (Karagoz et al.,2019)

Produccion Ao d
Nombre de . Materia bioetanol Tipo de node
Localidad . puesta en
la Planta prima (Tonelada/  planta
- marcha
ario)
Beta Crescentino . . Comer-
Renewables (Italia) Paja de trigo 60000 cial 2013
Goswinnowice Paja de trigo
BioAgra . y rastrojo de 50000 Demo 2014
(Polonia) ,
maiz
Inbicon Kglundborg Paja de trigo 4300 Demo 2009
(Dinamarca)
Subproductos
PROCETHOL Pomaclle len?sos y 2700 Piloto 2011
2G (Francia) agricolas,
residuos
Astillas de
sEkAB/EpAp  Ornskoldsvik - maderay 160 Piloto 2004
(Suecia) residuos
agricolas
Bergen .
Weyly AS (Noruega) Abeto y pino 158 Demo 2010
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A partir del etanol pueden obtenerse otros productos de interés,
principalmente puede ser convertido a eteno, y éste a su vez puede ser
transformado a polietileno (Kajaste, 2014). Para mejorar la viabilidad de los
procesos de obtencion de bioetanol avanzado se hace indispensable la
diversificacion de los productos que pueden obtenerse a partir de la biomasa
(Oh et al., 2018). Segtin la RFA (Asociacion de Biorefinerias Americana), varias
biorefinerias en lowa, Kentucky, California y Kansas utilizaron desechos de la

industria cervecera para producir etanol (RFA, 2017).
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2.5 PROCESOS DE OBTENCION DE
BIOETANOL LIGNOCELULOSICO

Una de las propiedades caracteristicas de la biomasa lignocelulésica es
su estructura rigida, que es recalcitrante a la descomposicion. La celulosa y la
hemicelulosa se unen firmemente a la lignina formando redes lignocelulésicas
complejas. Por ello, en el proceso de producciéon de bioetanol a partir de la
biomasa lignoceluldésica se encuentran varias etapas o0 procesos:
pretratamiento, hidroélisis enzimatica, fermentacién de los aztcares y la
separacion de los productos y la lignina. A partir de cada una de las fracciones
obtenidas se pueden obtener gran variedad de productos con alto valor

afiadido mediante procesos quimicos, enzimaticos o fermentativos.

Para llevar a cabo un eficaz proceso de obtencién de bioetanol orientado
a la fermentacion de azucares se deben cumplir una serie de criterios

generales (Hahn-Hagerdal et al., 2006):
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- Efectiva despolimerizacién de celulosa y hemicelulosa hasta azucares
solubles.

- Eficiente fermentacion de los hidrolizados, que contienen una mezcla
de hexosas, pentosas y compuestos inhibidores de la fermentacion.

- Una adecuada integracién de las etapas del proceso, que permita
minimizar la demanda energética.

- Aprovechamiento de la lignina.

2.5.1 Pretratamiento

En la ruta de la produccion del bioetanol se hace necesaria una etapa de
pretratamiento, capaz de descomponer la estructura rigida de la biomasa
(Figura 11) y preparar las condiciones para que el coctel enzimatico pueda
actuar sobre el material. Provoca principalmente la eliminacién de la lignina y
la hemicelulosa de la matriz lignoceluldsica, un aumento en la porosidad de la
biomasa y de la superficie, asi como la disminucion de la cristalinidad de la

celulosa (Wyman et al., 2005).
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Celulosa

[ e M. e i—

Hemicelulosa

Pretratamiento

Figura 11: [lustracién del pretratamiento (Adaptado de Mood et al, 2013).

Un pretratamiento adecuado de acuerdo con Guptay Verma (2015) debe:

60

Tener un rendimiento elevado para distintos cultivos, en distintos
lugares y con distintos tiempos de maduraciéon: idealmente, un
pretratamiento deberia ser efectivo para cualquier materia prima
lignocelulosica.

Baja degradaciéon de carbohidratos: una recuperacién de aztcares
fermentables provenientes de la fraccion celuldsica y hemiceluldsica
préximas del 100% es deseable.

Minima producciéon de compuestos inhibidores: dependiendo de las
condiciones del pretratamiento, se pueden formar compuestos
inhibidores para las enzimas y los microorganismos, siendo estos
compuestos agrupados en acidos débiles, compuestos fenodlicos y
derivados del furano.

Que no se requiera una disminucion previa del tamafio del material.
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- Que la realizacion del pretratamiento tenga lugar en reactores con el
menor tamafo y coste posibles: los costes del reactor deben ser bajos y
capaces de aguantar unas presiones de trabajo razonables, ademas de
la corrosién, por el empleo de productos quimicos.

- No generar residuos solidos: seria ideal que el tratamiento realizado
sobre el hidrolizado generado en el pretratamiento no produjese
residuos que necesitasen de posterior pretratamiento, para disminuir
los costes del proceso.

- Trabajar con altas cargas de biomasa.

- Efectivo en materias primas con bajo contenido en humedad: la
utilizacion de materias primas con baja humedad podria reducir el
consumo de energia durante el pretratamiento.

- Obtener materiales con una alta concentracién de azudcares: juntando
los procesos de hidrélisis enzimatica y pretratamiento, es
recomendable que la concentraciéon de azicares sea superior al 10 %
para asegurar una produccion de etanol con concentracion adecuada.

- Recuperacion y valorizacién de la lignina: con la idea de producir el
maximo de compuestos quimicos de valor afiadido a partir de una
materia prima.

- Bajos requerimientos de calor y energia: para que los costes de la etapa
de pretratamiento sean los menores posibles, una baja demanda de
energia o una integracion de procesos que permita el aprovechamiento

del calor generado es necesario.
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Debido a que cada uno de los materiales lignocelulésicos presentan
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, es necesario adoptar una adecuada
tecnologia de pretratamiento para cada una de las materias primas (Alvira et
al,, 2010). Es por ello que durante las ultimas décadas han sido estudiados y
probados multitud de pretratamientos, pudiendo hacerse una clasificaciéon
segin su naturaleza en biologicos, quimicos, fisicos, fisico-quimicos y

combinados.

En la Tabla 5, se muestra un resumen de los principales

pretratamientos:
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Tabla 5: Resumen de los principales pretratamientos (adaptada de Carrillo-Nieves et al.,, 2019)).

Pretratamiento Modo de accion Ventajas Desventajas.
Mecdnico Reducir el tamafio de particula. Fresar, moler, triturar o picar Reduce la cristalinidad de la celulosa Alto consumo energético
- Separacién incompleta de la fraccion
L . . . L. lignina-carbohidrat
La exposicion de la biomasa picada al vapor caliente (160-260 °C) a alta presién durante - 8 carb . o
g . o . . X ;2 . ‘2 L. . - Ineficiente para materias primas con alto
Explosion por un periodo especifico de tiempo seguido de una liberacién repentina de presioén provoca la - Buena relacion coste-beneficio contenido en lienina
vapor autohidrélisis de grupos acetilo de hemicelulosa. Las fibras individuales se separan - Transformacién de la lignina L shna
: - -Generacion de compuestos inhibidores
interrumpiendo la estructura de la pared celular i
para la fermentacién
-Degradacién de parte de las pentosas
- Aumento del area disponible
El tratamiento con amonfaco liquido a temperatura moderada (60-100 °C) durante 30-60  -No produce compuestos inhibidores
AFEX min a alta presion (250-300 psi) seguido de una liberacion repentina de presién provoca para los microrganismos No es eficiente para materias primas con
la interrupcién de las fibras de biomasa y la descristalizacion parcial de celulosa fermentadores alto contenido en lignina
-Eliminacién de lignina y
hemicelulosa
Este método se basa en la utilizacién de CO2 supercritico. Las moléculas de CO2 pueden . . .
s - e . - - Aumento del drea disponible - - .
L penetrar en los poros del material lignocelulésico, facilitando la disrupcion de la - . No modifica la estructura de la lignina ni de
Explosion por CO2 -Buena relacion coste/beneficio

hemicelulosa y celulosa a través de la inyeccion de presién al medio, aumentado el area
disponible para la hidrélisis enziméatica

-No produce compuestos inhibidores

la hemicelulosa

Ozondlisis

El tratamiento con ozono degrada la lignina al atacar la estructura de los anillos
aromaticos, apenas afecta a la celulosa y las hemicelulosas

- Reduce el contenido de lignina;
-No produce compuestos inhibidores

- Altos costes involucrados
- Largas cantidades de ozono requeridas

El acido diluido en lugar de concentrado se usa a alta temperatura (por ejemplo, 180 °C)
durante un periodo corto de tiempo o a una temperatura mas baja (por ejemplo, 120 °C)

- Altera la estructura de la lignina

- Formacién de compuestos inhibidores;

Acidos . 9 ) . o h -Hidroliza la hemicelulosa a azticares -Altos costes involucrados
durante un tiempo de retencién mas largo (30-90 min) para solubilizar hemicelulosas y - L .
o mas simples - Corrosion de equipos
lignina
El tratamiento con alcalis como los hidréxidos de sodio, potasio, calcio y amonio altera el S . L .
. g s L Eliminacién de la hemicelulosa y - Formacion de sales que se incorporan en la
‘o éster y las cadenas laterales glucosidicas causando alteracién en la estructura de la lignina, L .
Bdsicos . . R . AR . lignina materia prima
hinchazén de la celulosa y su descristalizacion parcial y solubilizacion parcial de . . .
) - Aumento del area superficial - Extensos tiempos de contacto
hemicelulosas
Las mezclas de disolventes organicos organicos o acuosos (como etanol, etilenglicol . . - . P
5 Banicos o . .( e gicol Hidroliza la lignina y las Necesidad de eliminacién del solvente del
Organosolvente acetona, metanol, etc.) con catalizadores de acido inorganico se utilizan para extraer .
lignina hemicelulosas reactor y altos costes para recuperarlo
Lo Los hongos de podredumbre blanca, producen lignina, peroxidasas y peroxidasas que - Degradacion de la lignina . . .
Bioldgico 8 P ' P smina, p yp q 8 § y - Largos tiempos de residencia

causan degradacioén de la lignina

hemicelulosa
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Se desbriben a continuacién los pretratamientos utilizados en esta Tesis

Doctoral:

Pretratamiento dcido

En este tipo de pretratamiento, el principal objetivo es la solubilizacién
de la fraccion hemicelul6dsica y facilitar el ataque enzimatico a la celulosa. Es
uno de los tipos de pretratamiento mas prometedores por su capacidad de
reduccion del grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa, alteracion
estructural de la lignina y porque se consigue extraer una mayor cantidad de
azucares hemicelulésicos en comparaciéon con los pretratamientos que no

utilizan la adicién de un agente hidrolitico (Yang et al., 2012).

Se pueden utilizar acidos concentrados o diluidos, pero se ha reducido el
interés de aplicar a nivel comercial el acido concentrado, porque presenta
problemas de corrosién en los equipos y un alto coste operacional. Aunque
puede realizar la conversién de la celulosa y la hemicelulosa a la vez y ofrece
una rapida y eficaz conversidn a azticares monoméricos a bajas temperaturas
de operacion, tiene como principales inconvenientes la formacién de
productos de degradacion que tienen efecto negativo en las etapas posteriores
de produccion del bioetanol, como compuestos fendlicos, acidos carboxilicos y
furanos y la exigencia de equipos que soporten la corrosion. La neutralizacion
del pH para la etapa de hidrdlisis y fermentacién también es otro factor que
debe ser llevado en consideraciéon en la seleccibn de este tipo de

pretratamiento (Wijaya et al.,, 2014).

Por ello, es mejor utilizar acido concentrado para la produccién de
metano, porque las bacterias metanogénicas consiguen una mejor adaptacion

en un medio con presencia de compuestos como 5-HMF y furfural, principales
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productos de degradacion de los azicares presentes en la biomasa (Dagnino et

al, 2013).

En cambio, el pretratamiento con acido diluido se puede realizar a altas
temperaturas (180 2C) durante cortos periodos de residencia (1 a 5 min), o a
temperaturas menores (1202 C) y tiempos de retencion mayores (30 a 90
min). En los procesos realizados con acido diluido, la concentracion del acido

esta entre 0,5y 1,5 % generalmente (Keshav et al., 2016).

Presenta como principales ventajas las siguientes (Manzanares et al.,

2020):

- Alto rendimiento de solubilizacién de hemicelulosas.
- Posibilidad de usar acidos menos corrosivos que el acido sulfurico.
- Ampliamente utilizado a escala industrial.

- Desarrollo extenso de reactores.
Algunas de las desventajas de este pretratamiento son:

- Dependiendo de las condiciones del proceso, hay degradaciéon de
hemicelulosas. Si el tiempo de reacciéon supera 1h a 120 9C, la xilosa
empieza a disminuir su concentracion y formar productos de
degradacion (Cruz et al., 2000).

- Posible formacion de pseudoligninas.

- Necesidad de paso de neutralizacion.

Los A&cidos sulfarico, fosforico, nitrico e hidroclérico son los mas
estudiados, destacando el acido sulfurico por su alta reactividad, bajo coste,
disponibilidad inmediata para fines industriales y bajas preocupaciones

ambientales (Singh et al,, 2015). Cara et al (2008) obtuvo un rendimiento en
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azucares de 36,3 g/100 g de materia prima, al pretratar el olivar a 1802 C con

1 9% de 4cido sulfirico durante 10 min.

Sin embargo, el acido fosférico es mas caro, menos toxico y corrosivo y
puede ser utilizado como nutriente por los microorganismos durante la etapa
de fermentacion, ya que es una fuente de fosforo (Vasconcelos et al., 2013).
Ademas, gran cantidad de productos quimicos de valor afiadido (fosfatos, N, K,
Mg y metales traza) pueden ser recuperados y utilizados como fertilizantes

(Geddes et al., 2010).

2.5.2 Hidroélisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica se basa en la capacidad de algunos
microorganismos, entre los que se encuentran bacterias y hongos, de producir
un conjunto de enzimas extracelulares capaces de hidrolizar tanto la celulosa
como la hemicelulosa en azucares fermentables a través del complejo

enzimatico de celulasas y hemicelulasas (xilanasas), respectivamente.

La hidrolisis es un proceso efectivo (debido a la especificidad de las
enzimas) que se realiza con temperaturas entre 45 y 50 2C. No presentan
problemas de degradacién de azticares ni tampoco generacién de compuestos

toxicos o inhibidores (Zabed et al., 2017).

Sin embargo, a pesar de la reduccién de los costes en la produccién de
enzimas, éste sigue siendo un factor limitante ya que ain representa una de
las etapas mas caras en el proceso de produccion del bioetanol de segunda
generacion. (Chovau et al., 2013), informaron que el coste de las enzimas de
celulasa era superior a $ 26 USD por metro cubico de etanol producido por
hidrolisis enzimatica de celulosa. Algunos géneros de hongos, tales como
Fusarium, Trichoderma, Aspergillus, Penicillium y Phanerochaete tienen la

capacidad de producir enzimas de forma extracelular y en grandes cantidades.
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En este estudio reciente, han realizado la hidrdlisis enzimatica del bagazo de
cerveza con un coctel enzimatico producido por Aspergillus niger CECT 2700.
Los resultados muestran que este hongo puede proporcionar hidrolizados con

concentraciones elevadas de azucares fermentables (Paz et al.,, 2019).

La presencia de lignina en el medio hidrolitico produce una menor
calidad en la hidrélisis enzimatica. La lignina actiia como una barrera fisica
dificultando el acceso al material celulésico por parte de las enzimas, es por
ello que se debe eliminar para conseguir una ataque mas eficaz sobre la
celulosa (Lu et al.,, 2002). Dependiendo del pretratamiento utilizado, puede
ocurrir una reagrupacion o repolimerizacion de la lignina, o incluso la rotura

de los enlaces lignina-carbohidratos (Laureano-Perez et al., 2005).
Las principales enzimas son:
Celulasas.

Las celulasas son un complejo enzimatico compuesto tipicamente por
endoglucanasas, exoglucanasas y [(-glucosidasa. Las fibras de celulosa son
primeramente escindidas por la endoglucanasa, que libera pequefios
fragmentos compuestos de extremos reductores y no-reductores, que a su vez
son atacados por las exoglucanasas. Estas, al interactuar con estos extremos,
liberan un conjunto de oligosacaridos denominados celobiosa, que es
transformada en glucosa a través de la accion de la 3-glucosidasa, siendo esta

enzima la limitante de la velocidad de la hidrolisis (Singhania et al., 2013).

Un esquema ilustrativo de la transformacion de la celulosa en glucosa a
través de la accion de las celulasas se puede apreciar en la Figura 12. La

endoglucanasa inicia la hidrélisis de la region amorfa de la celulosa uniendo el
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enlace (3-1,4 de la celulosa con “n” moléculas de agua, formando “n” moléculas

de celodextrina.

Zona Amorfa Zona Amorfa

Zona Cristalina
\l l Endoglucanasa

Rompe los enlaces internos de la zona amorfade la
celulosa creando terminales reductores y no-reductores

|

Terminales Terminales no-
Reductores reductores

Figura 12: Actuacion de las endoglucanasas (Gupta y Verma, 2015).

En esta transformacién, ocurren la formacién de extremos reductores y
no reductores en los cuales actda la exoglucanasa que, a través de 1,4-3-D
glucano-celobiohidrolasa, transforma la celodextrina reductora y no-reductora

en dos unidades de celobiosa, tal y como muestra la Figura 13.
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Terminal Exoglucanasas . Terminal no-reductor

Reductor e
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Celobiosa (Dos unidades de glucosa) |

Figura 13: Modo de accién de las exoglucanasas (Gupta y Verma, 2015).

Como el aztcar al ser procesado por los microrganismos fermentativos
tiene que estar en una forma mas simple, la $-glucosidasa ataca la celobiosa y

produce glucosa en forma de monémeros, conforme ilustra la Figura 14.

NEING”T NN G”T YXerragYy”

I- ,’ Celobiosa (Dos unidades de glucosa) i "'l

i | !
?;glucosidasa :

Unidades de Glucosa

Figura 14: Modo de accién de la § -Glucosidasa (Gupta y Verma, 2015).
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Hemicelulasas

La hidrdlisis enzimatica de la hemicelulosa es complicada, las enzimas
que actuan sobre la estructura de la hemicelulosa son mas complejas que las
celulasas, pero son mas especificas en modo de accion. Ademas de hidrolizar la
hemicelulosa, las hemicelulasas favorecen la hidrolisis de la celulosa
aumentando la accesibilidad del sistema celulolitico a las fibras de celulosa
(Alvira et al., 2011). Las xilanasas son el conjunto enzimatico que lleva a cabo
las transformaciones de la cadena principal del xilano, estando constituida por
la endo B 1,4-xilanasa y [-xilosidasa. Las endoxilanasas hidrolizan las
principales cadenas de xilano y la (-xilano esterasa ataca los
xilooligosacaridos y los convierte en xilosa. Las enzimas xilanoliticas son un
conjunto de enzimas que actdan sobre las cadenas exteriores del xilano,
incluyen la a-arabinofuranosidasa, a-glucuronosidasa, acetilxilano esterasa y

a-4-0-metilglucuronosidasas xilosidasa (Zabed et al., 2017).

Actualmente, se tiende a utilizar altas cargas de sustrato, buscando traer
una mayor rentabilidad econdmica, ya que para que el proceso de destilacion
sea econOmicamente viable, la concentracion de etanol en el medio debe ser
igual o superior a 4-5 % (Zacchi y Axelsson, 1989), lo que implica la obtencion
de concentraciones de azucares iniciales en los hidrolizados enzimaticos de

alrededor de 100 g/L (Huang et al., 2011).

Para ser considerado un proceso a altas cargas de soélido, la presencia de
agua libre en el medio debe ser nula o muy baja, o tener presente una carga de
sé6lido mayor o igual a 15 % p/p (Hodge et al.,, 2009). Dada la mayor carga
enzimatica presente, se reduce el tiempo de hidrdlisis, asi como el nimero de
reactores y se reducen los problemas relacionados con la eliminaciéon de

desechos, por la menor utilizacion de agua (Modenbach y Nokes, 2013).
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Sin embargo, hay muchos problemas con el uso de esta tecnologia: no
ocurre una relacion lineal entre el aumento en la carga del sdlido y un

aumento en el rendimiento del proceso (Kristensen et al., 2009).

2.5.3 Compuestos toxicos generados en el pretratamiento

Durante la descomposicién del material lignoceluldsico, ademas de la
solubilizacion de los azlcares se generan algunos compuestos que pueden
afectar negativamente al proceso fermentativo, inhibiendo al microorganismo
en la fermentacion, o incluso a la hidrolisis enzimatica, ya que puede afectar a
la accion de las enzimas. Por ello, necesitan ser eliminados parcial o
totalmente del material hidrolizado, a través de procesos de detoxificacion. La
naturaleza y la concentracién de los inhibidores van a depender del tipo de
biomasa, del propio pretratamiento, del empleo o no de catalizadores acidos y

condiciones del proceso (Romero-Garcia, 2016).

2.5.3.1 Compuestos inhibidores

De acuerdo con Jonsson et al. (2013) los compuestos inhibidores se
pueden clasificar atendiendo a su origen en tres grupos: compuestos fendlicos,
derivados del furano y acidos alifaticos (Figura 15). Sin embargo, Ko et al
(2015) clasifican los compuestos inhibidores presentes en el slurry generado
en el pretratamiento en cinco categorias: lignina, compuestos fendlicos
solubles, aldehidos de furano, azlcares y acidos débiles. Otra categoria de
compuestos no incluidos por su pequefa presencia en las biomasas en
general, pero que también poseen cierta importancia en los procesos de
inhibicién, son los extractos. Este grupo es diverso, compuesto de terpenos,
grasas, ceras y compuestos fendlicos (flavonoides, taninos, etc) (Rowell,
2012). Confieren a la planta propiedades como color, olor, proteccién contra
parasitos. Su cantidad y composicién varian mucho dependiendo de la especie,

estacion del afio y localizacion de la planta.

Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro 71



j i Produccién de bioetanol de sequnda generacion a partir del bagazo de cerveza

Oligosaciridos

/ e Disaciridos

Celulosa y
. ~40%
Cenizas Hexosas
Extractivos - Glucosa
2% :
C tos
FOIII-'IeS Manosa
enilicos Galactosa
,fémﬁm'\ ,fjmﬁm ~ Ramnosa
iticos no. Fenolicos
fenolicos
por jemplo: N
o ) . Pentosas o Furanos
i - dldshido enzo-
deido benzoico, conifertlico, .
icido cinimicn iido e Quinonas Arabinosa i
N - acido Aci i
L hidroxibenzoico - Hidrolisis de Fenoles Esterificados e
AT Fidrolisis de it
Acidos .
Urom Acido 4-0-Metil-
FOMCOS Glucurenico
Acido
Galacturénico ] i
Acido - Acido  Acido
e W Acid  Fgrmico Levulinico
Acético
Aldeidos Acidos Carbosxilicos
Alifaticos Alifiticos

Figura 15: Clasificacidn segtin su origen de los compuestos inhibidores
producidos durante el pretratamiento (Jénsson et al., 2013).

2.5.3.2 Lignina

La lignina tras el pretratamiento permanece en la fracciéon sélida del
material, puede provocar la formacién de barreras fisicas y de enlaces
llamados no-productivos con las celulasas que impiden que la hidrolisis
enzimatica fluya de manera satisfactoria. Estos enlaces en general son mas
fuertes en las maderas blandas que en las maderas duras, porque la estructura
mas condensada e hidréfoba de la lignina en las maderas blandas, da lugar a
interacciones mas consistentes con la celulosa (Ko et al., 2015). Su intensidad
puede variar conforme el tipo y severidad del pretratamiento y dependiendo

de la materia prima empleada.

72 Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro



j i Produccién de bioetanol de seqgunda generacion a partir del bagazo de cerveza

. [ Vaina AT
(a) c—5 v o /\J\ cinamico
/qj _ﬁ:h ;I«J -\,:‘vl?:::;}?:::_ i T \’( 0CH; @A\)LJ
e A f™No BT b o
-‘::QLOE-ES.C‘ i) ':':_ HOD T\)L
) HEOH il ol
.l" 2 1” s I S H 1
o i L i Sringaldehido Acido Fertlico
3 '~
T wonbioo Compuestos Fenolicos

0

Lignina .0, |
Aziicares

Acido trars-

(b) )OJ\ Acido Iglenﬂx'nico rou\\/ o\?/cuo \M"Ei i O/\J\
H
A0 RN
/ : “N__CHO
H3C‘<OH Acido acético U ik oo ook,
H

A Furfural : Acido Fertlico
Acidos Débiles Siringaldehido

Aldehidos de Furano Compuestos Fendlicos

Figura 16: Compuestos que actiian como inhibidores en la hidrolisis
enzimatica con celulasa (a) y microrganismos fermentativos (b) (Ko et al,,
2015).

2.5.3.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas.
Ademas de inducir una inhibicién de la actividad enzimatica casi instantanea,
los compuestos fendlicos también desactivan la celulasa a medida que pueden
precipitar junto con ella, siendo esta precipitacidon directamente proporcional

al tiempo de exposicién entre los fenoles y las enzimas (Larsson, 2000).

Kim et al. (2011) obtuvieron una reduccién en la mitad del rendimiento
de la hidrolisis con una concentracion de 1,3 g/L de compuestos fendlicos al

trabajar con concentraciones enzimaticas de 1 a 25 mg de enzima por gramos
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de glucano. También desactivan la celulasa a medida que pueden precipitar
junto con ella, siendo esta precipitacion directamente proporcional al tiempo

de exposicidn entre los fenoles y las enzimas.

Los compuestos fendlicos no sélo son téxicos para las celulasas, sino
también para los microorganismos fermentativos por provocar la rotura de la
membrana celular, afectando en su capacidad de actuar como barrera
selectiva y como matriz de enzimas, modificando ademas su relacidn proteina-

lipidos (Kim et al., 2013).

Compuestos fendlicos de bajo peso molecular, como siringaldehido,
vanilina, acido siringico y aldehido coniferilico son fuertes inhibidores de la
fermentacion en concentraciones muy bajas. Por ejemplo, concentraciones por
debajo de 0,2 g/L de aldehido coniferilico fueron capaces de inhibir el
crecimiento y la produccion de etanol a partir de Saccharomyces cerevisiae (Ko

etal.,, 2015).

Existen microorganismos, tanto bacterias como Kpneumoniae o
Z.mobilis, como levaduras pertenecientes a los géneros Saccharomyces, Pichia,
Pachysolen y Candida capaces de metabolizar algunos compuestos fendlicos en

otros compuestos menos téxicos (Jonsson et al., 2013).
-Derivados del furano

El furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) son derivados del furano
producto de la degradacién de las pentosas y hexosas, respectivamente,
cuando son sometidas a condiciones de pretratamiento severas. El furfural es
mas téxico porque inhibe la actividad de varias enzimas importantes en el

metabolismo del carbono como la aldehido deshidrogenasa, alcohol
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deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa y piruvato

deshidrogenasa (Sindhu et al., 2017).

Los furano aldehidos son conocidos por afectar de manera negativa a la
fermentacion, pero no tienen un efecto significativo sobre la hidroélisis
enzimatica. Estos compuestos actian en la inhibicion del crecimiento celular y
consecuente en la produccién de etanol, reduciendo la actividad enzimatica y
bioldgica del microrganismo al provocar dafios sobre la estructura celular,
inhibir a las enzimas glicoliticas y fermentativas y deteriorar el material
genético y algunas proteinas (Almeida et al., 2007). Algunos microorganismos
pueden convertir el furfural a productos menos téxicos, como el acido 2-

furoico y alcohol furfurilico.
-Acidos débiles

El 4cido férmico y levulinico formados a partir de la degradacién del
HMF vy furfural, y el acido acético, formado de la degradacién de los grupos
acetilo de la hemicelulosa, son los principales representantes de esto grupo de

inhibidores.

Inhiben el crecimiento de la célula microbiana porque inducen un
aumento en la acidez del citosol por la entrada de acidos, resultando en un
agotamiento del mecanismo microbiano al intentar expulsar los protones H+
para mantener el equilibrio de pH. El orden de toxicidad es el siguiente: acido
acético >acido levulinico > acido formico (Pereira et al.,, 2013). Las levaduras
tienen una tolerancia de hasta aproximadamente 5 g/L de concentracién de

las formas no disociadas de acido acético (Axe y Bailey, 1995).

Los mayores efectos inhibitorios del acido férmico se encuentran

relacionados con su menor valor de pKa (3,75) en comparacién con los del
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acido levulinico (4,64) y el acido acético (4,76), lo que hace que se encuentre
en su forma no disociada (es la unica que puede atravesar la membrana

celular), asi como en menores tamafios de molécula.

Tienen amplia influencia sobre el proceso fermentativo, pero una baja
accion sobre la actividad de las celulasas. Son responsables de inhibir el
crecimiento de la célula microbiana al inducir un aumento en la acidez del
citosol por la entrada de acidos, resultando en un agotamiento del mecanismo
microbiano al intentar expulsar los protones H+ para mantener el equilibrio
de pH, llevando a la muerte celular cuando las concentraciones de acido son

demasiada elevadas.
Métodos de detoxificacion

Los métodos convencionales de detoxificaciéon son una de las técnicas
mas utilizadas para atacar el problema de los compuestos inhibidores.
Requieren la adiciéon de compuestos quimicos y la utilizaciéon de equipamiento,
lo que conlleva la produccion de residuos adicionales y la pérdida de azucares,
y de un aumento del coste del proceso (22 % del coste total de la produccién

de bioetanol, (Sivers et al., 1994)).

La necesidad de detoxificacion y el método utilizado dependen del tipo
de inhibidores presentes en el hidrolizado y de la tolerancia de los
microorganismos de fermentacién hacia esos inhibidores (Taherzadeh y

Karimi, 2011).

Pueden ser clasificados en fisicos, fisico-quimicos y bioldgicos, como

puede apreciarse en la siguiente figura:
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Figura 17: Diferentes métodos de detoxificacion (Romero-Garcia, 2016).
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Seguidamente se describen los principales métodos convencionales de

detoxificacion utilizados en esta Tesis Doctoral:

Resinas de intercambio idnico

El uso de resinas de intercAmbio i6nico se demuestra como uno de los
procesos de detoxificacion mas eficientes, actuando en la eliminaciéon de

inhibidores derivados de la lignina, acido acético y furfural.

Las resinas poliméricas son una de las principales representantes de esto
grupo, teniendo estabilidad quimica y mecanica, con alta capacidad de
retencion principalmente de compuestos fenélicos y HMF, pudiendo ser
regenerada en condiciones suaves que no exigen aportacion elevada de
energia (Yu y Christopher, 2017). Para la separacién de inhibidores en
hidrolizados con un pH previamente ajustado a 10, las resinas de intercambio
aniénico resultan mas eficaces, lo cual requiere cantidades significativas de

productos quimicos alcalinos (Ranjan et al., 2009).

Las desventajas del uso de las resinas se resumen a los largos tiempos de
proceso por la lenta difusién en los poros, dificultad en trabajar a nivel
industrial y pérdidas de azucares fermentables durante la purificacién del

medio (Canilha et al,, 2012).

Recientemente, Kumar et al. (2018) detoxificaron con resina de
intercambio aniénica un hidrolizado de mazorcas de maiz. Los resultados
muestran que el tratamiento con resina elimind eficientemente, los

compuestos fendlicos y el 5-HMF (70 %).
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Adsorcion con carbén activo

La detoxificacion de hidrolizados hemicelulésicos mediante el
tratamiento con carb6n activo es conocido como uno de los métodos de
detoxificacion quimicos mas importantes debido a su alta efectividad, bajo
coste del carbdn activo y su alta capacidad de adsorcion de compuestos
inhibidores no proporciona cambios significativos en los niveles de azucares
fermentables (Chyel et al., 2010; Canilha et al, 2008). Ademas, existe la
posibilidad de reutilizar el carbdén activo empleado a través de métodos de

regeneracion, lo que reduce los costes del proceso (Mateo et al., 2013).

La eficiencia en la eliminacién de compuestos inhibidores, depende del
pH, temperatura, tiempo de contacto y la concentracién del carbén activo

utilizado (Mussatto y Roberto, 2001).

El pH influye en la adsorcién de acidos organicos (fenoles o acidos
carboxilicos) y bases organicas, que son mejor adsorbidos en sus formas no-

ionizadas, o sea, en soluciones acidas y basicas, respectivamente.

Tiempos de contacto relativamente cortos (en torno a 20-30 min) resulta
ser suficiente para obtener buenas adsorciones de compuestos inhibidores

(Parajo et al., 1996; Mateo et al., 2013).

El aumento de temperatura aumenta la eliminacién de compuestos
inhibidores (principalmente productos de degradacidén de lignina), siendo una

buena temperatura 40-50 2C (Bernardin, 1985).

A mayores valores de concentracion de carbon activo se obtienen

mayores reducciones de inhibidores (Gupta et al.,, 2017).
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Asi, por ejemplo, Sarawan et al. (2019) optimizaron, a través de un
disefio Box-Behnken de cuatro factores (tiempo de contacto, temperatura de
calentamiento, concentraciéon de acido y pH), la detoxificacién con carbon
activo en un prehidrolizado de desechos de hojas de sorgo, consiguiendo
reducciones del 98 %, 88 % y 37 % en furfural, HMF y acido acético,
respectivamente y una menor pérdida de azucares (7 % menos). Como
demuestra este estudio, el tiempo de contacto y el pH son variables cruciales

que afectan a la adsorcidén en los procesos de desintoxicacion.

2.5.4 Fermentacion

La fermentacién alcéholica es un proceso de produccion de energia en
condiciones anaerobias mediante microorganismos, principalmente levaduras
y algunas bacterias, que termina por generar alcohol y CO; a partir de

monosacaridos y disacaridos.

Es la ultima etapa antes de la separacion final del producto (que se
realiza por destilacién) y en ella, los azucares liberados en forma monomérica
durante la hidrdlisis son transformados a etanol a través de microorganismos,
principalmente levaduras y bacterias segln las siguientes reacciones (Zabed

etal, 2017):

Hexosas: CcH1206— 2C02+ 2CH3CH20H + H20 + Energia

Pentosas: 3CsH1005— 5C02+ 5CH3CH20H + H20 + Energia

La conversion estequiométrica de la glucosa y xilosa a etanol es de 0,51
gramos de etanol por gramo de azucar (Quintero et al, 2011). Este
rendimiento no se alcanza pues el 1 % de los azucares son destinados al

crecimiento celular y 4 % son convertidos a otros bioproductos como glicerol,
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acido succinico, acido malico, aceite de fusel, acido acético y otros productos
minoritarios. Por ello, el maximo rendimiento en la produccién de etanol es

del 92 a 93 % (Zabed et al., 2017; Lopes et al., 2016).

Un buen microorganismo fermentador, debe presentar las siguientes
caracteristicas: buen crecimiento en un medio de cultivo simple y barato,
rendimiento en etanol por encima del 90 % tedrico, productividad en etanol
por encima de 1 g/L/h, tolerancia a compuestos inhibidores y soporte a

concentraciones de etanol mayores de 40 g/L (Zabed et al., 2017).

2.5.4.1 Principales microorganismos fermentativos

De entre los principales microorganismos etanologénicos conocidos,
Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis tienen reconocida capacidad
para procesar azucares con seis &tomos de carbono, pero no consiguen utilizar

la xilosa como fuente productora de etanol.

Algunas especies que naturalmente consiguen utilizar las pentosas son
las del género Pichia y Candida, no tienen una productividad tan elevada,
siendo por lo menos cinco veces menor que S. cerevisiae, ademas de necesitar
oxigeno en cantidades reguladas y poseer sensibilidad a los inhibidores. Para
las levaduras como Scheffersomyces stipitis o Candida shehatae, la tasa de
absorcion de glucosa es mucho mayor que la tasa de absorcién de xilosa. Por lo
tanto, la presencia de altas concentraciones de glucosa en el medio inhibira la
utilizacién de xilosa hasta que la concentraciéon de glucosa sea muy baja

(Karagoz et al., 2019).

Para la viabilidad econdmica del proceso global resulta esencial el
aprovechamiento tanto de hexosas como de pentosas potencialmente

fermentables a etanol (Chyel et al,, 2010).
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En los ultimos anos los avances de la ingenieria genética han permitido
el desarrollo de nuevos microorganismos capaces de cofermentar pentosas y
hexosas. Para ello, se introducen genes implicados en el metabolismo de las

pentosas en microorganismos fermentadores de hexosas (Zabed etal., 2017).

Algunas consideraciones sobre los microorganismos empleados en esta

Tesis Doctoral seran realizadas en los apartados que siguen:

Saccharomyces cerevisiae

El género Saccharomyces (Saccharomyces spp.) es tolerante al estrés
osmotico, a altas concentraciones de etanol y a condiciones anaerobias, lo que
la hace adecuada para la fermentacion alcohdlica a escala industrial. Este
género comprende cerca de siete especies (S. cerevisiae, S. paradoxus, S.
mikatae, S. kudriavzevi, S arboricolus y S. uvarum) de entre las cuales destaca S.

cerevisiae (Wimalasena et al., 2014; Brown et al., 2013).

La glicolisis es la ruta metabdlica, utilizada por S.cerevisiae para la
produccion de etanol a partir de la glucosa. El tipo de glucélisis mas comun y
mas conocida es la via de Embden-Meyerhof- Parnas, mostrada en la Figura
18, este proceso consiste en diez reacciones enzimadticas consecutivas que
convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato. En ausencia de oxigeno,
cada molécula de piruvato produce una molécula de etanol y otra de CO»,
generando globalmente 2 ATPs que es utilizado por la levadura para la

biosintesis de macromoléculas esenciales a su crecimiento.
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Figura 18: Ruta metabdlica general de la S. cerevisiae para la produccién de
etanol a partir de la glucosa (Zabed et al., 2017).

Evidentemente, S. cerevisiae es incapaz de utilizar la xilosa en la
produccién de etanol, pero es capaz de metabolizar un isémero de xilosa, la
xilulosa, siendo esto aplicado por la ingenieria recombinante para creacién de

cepas capaces de fermentar la xilosa.

Kuhad et al. (2011) fueron los primeros en crear con exito una S.
cerevisiae recombinante con la habilidad de fermentar xilosa y glucosa
simultaneamente, a través de la transformacién de un gen de la propia S.

cerevisiae y de genes traidos de P. stipitis.
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Ha sido desarrollada una cepa, denominada GS1.11-26 de un tipo de S.
cerevisiae industrial bastante robusta y de altos rendimientos en etanol
denominada “Ethanol Red”, y de ella han sido desarrolladas otras tres cepas,
llamadas GSF335, GSF767 y GSE16. Estas tres cepas consiguieron fermentar
37 g/L de D-xilosa y 36 g/L de D-glucosa en 32 h, ademas de producir 23 %
mas etanol que el tipo “Ethanol Red”, siendo consideradas aptas para la

aplicacion a escala industrial (Jahnavi et al.,, 2017).

Scheffersomyces (Pichia]) stipitis

S. stipitis es un género de levaduras de la familia Saccharomycetaceae. Es
una levadura facultativa que puede fermentar glucosa y xilosa tanto en
presencia como en ausencia de oxigeno. Aunque es necesario establecer
condiciones limitantes de oxigeno (microaeroéfilas), para estimular la

produccién de etanol a partir de xilosa (Fiaux et al., 2003; Klinke et al., 2004).

Con la eliminacion previa de los compuestos fenodlicos, P. stipitis fue
capaz de producir el doble de etanol. Es por ello que esta levadura es sensible
a la accion de los compuestos fendlicos, pues ataca las membranas celulares

provocando dafios irreversibles (Wang et al., 2017).

En la Figura 19, se muestra la ruta metabolica de S. stipitis a partir de

glucosa, xilosa y arabinosa.

La etapa mas dificil en la conversién de xilosa a etanol es la conversion

de xilosa a xilulosa que se lleva a cabo mediante dos reacciones:

- Reduccidn de xilosa a xilitol.

- Oxidacién de xilitol a xilulosa.

84 Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro



j i Produccién de bioetanol de seqgunda generacion a partir del bagazo de cerveza

O _»OH
H OA

o-glucose 2 Ethanol HgC/\\OH
HO*" "OH
OH
2NAD' 2C0,
ATP: =N ATP:o-glucose |
6-phosphotransferase 2 NADH+H
ADP
% S|
)k/ 0 /k/ O
9 HC HaC

X

U
HO-P-0"" e
5 B-o-glucose- pyrwvate OH  pyruvae ©
HO™ OH

OH
NADH+H*
NADP HLE
B-o-glucose-6-phosphate:
NADP+ 1-oxoreductase 2 ADP

NADPH™ H*

~~NAD"
Pi
OH P-2-keto-
HO-—;a—OA O\ 0 3-deoxy-
" o-glucone-1,5-lactene [o) gluconate
[0} ¢ o 6-phosphate Glyceraldehyde-3- aldolase

HO phosphate 4 OH
OH o
[
0-P-OH
Lactonohydrolase -~ 1
H,0 [oXgg¥e] OH
? b) o
OH O-P-OH
OH &_{ 6-phospho-o-gluconate -0

hydrolyase
2 N Aiad

o o
[9) 1 1 ©H 3%,
OH OH o ﬁ ° 2-dehydro-3-deoxy-p-
6-phospho-p-gluconate (o] gluconate-6P

Figura 19: Ruta metabdlica de S. stipitis (Jeffries, 2006).

Una cepa de Pichia kudriavzevii ha sido transformada para expresar un
gen del Aspergillus aculeatus, siendo sometida a configuracion tipo SFS con
fermentacion a 40 2C y convirtiendo una concentraciéon de 100 g/L de celulosa

microcristalina en 29 g/L en 72 h (Kitagawa et al,, 2010).

Escherichia coli etanologénicas

Escherichia coli es uno de los microrganismos que tiene descifrado su
mapa genético. Se ha convertido en el organismo mejor caracterizado
ampliamente utilizado en los laboratorios debido a la facilidad de cultivo, su
rapido crecimiento, la trazabilidad genética, las condiciones de crecimiento
favorables y la disponibilidad de herramientas versatiles de manipulacién

genética (Pontrelli et al., 2018).
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Para mejorar el rendimiento de etanol se han usado diferentes
estrategias, tales como el uso clones dentro del cromosoma de E.coli o impedir

la produccién de otros metabolitos (Orencio-Trejo et al., 2010).

Grandes avances en ingenieria genética para la produccién de etanol han
sido realizados por el equipo del Dr. Lonnie Ingram, de la Universidad de
Florida, en EE.UU. Inicialmente trabajaron para modificar la actividad de la
enzima alcohol deshidrogenasa combinando genes de la Zymomonas mobilis,
creando la cepa ATC 11303. Esta sufrié mutaciones para aumentar el nivel de
produccion de etanol, creandose la cepa KO4. A través de la supresion del gen
que codifica la generacién de acido succinico, uno de los principales co-
productos generados por E. coli, se form6 una nueva cepa, denominada KO11,
cuya ruta metabdlica se puede apreciar en la Figura 20, que era capaz de
convertir la glucosa y xilosa a etanol proximos a valores del 100% tedrico.
Para mejorar aun mas la producciéon de etanol a partir de pentosas, esta cepa
ha sufrido nuevas mutaciones, donde dos nuevas cepas, la SL28 y SL40, fueron
seleccionadas por producir 20% mas etanol tanto con pentosas cuanto con

hexosas.
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Figura 20: Ruta metabdlica de E. coli KO11 (Huerta-Beristain, 2004).

Geddes et al (2011), utilizaron una cepa de E. coli denominada MM 160,
derivada de la LY180. La nueva cepa fue capaz de resistir con una mayor
efectividad al furfural, 5-HMF y acetato producidos durante el pretratamiento.
Ademas, fue capaz de producir 0,21 g de etanol por gramo de bagazo de cafia

de azucar después de 122 h de fermentacion.

Nieves et al (2011) emplearon E. coli MM170, derivada de la cepa
MM160, que es capaz de producir etanol como producto primario de la
fermentacion. La nueva cepa posee genes derivados de la Zymomonas mobilis
relacionados a la expresion de la enzima piruvato descarboxilasa y de dos
tipos de alcohol deshidrogenasa, ademas de la supresion de genes ligados a

distintos caminos fermentativos. Esta nueva cepa fue capaz de producir entre
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0,25 a 0,27 gramos de etanol por cada gramo de bagazo de cafia de azicar en
80 litros de medio de fermentacion, incluso disminuyendo el tiempo de

fermentacion con la suplementacién de aire.

Geddes et al (2013) trabajaron con una evoluciéon de la cepa MM170,
denominada de E. coli SL100. Esta nueva cepa fue seleccionada a partir de
diversos cultivos en un medio preparado con 50 % de hidrolizado y la otra
mitad de AM1, y también lleva incorporados algunos genes de la Zymomonas
mobilis conjuntamente con la anulacién de algunos propios genes que actian
en competicién con la ruta fermentativa. Los rendimientos alcanzaron entre
0,27 a 0,28 g de etanol por gramo de bagazo de cafia de azicar. Una cepa

etanologénica de E. coli SL100 se ha utilizado en esta Tesis Doctoral.
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2.5.5 Integracion del proceso

Para que el proceso de conversion de biomasa en bioetanol sea eficiente
requiere que el proceso se realice con el menor consumo de energia, asi como
con una eficiente hidrélisis y fermentacion de los aztcares. Para alcanzar estos
objetivos son necesarias altas concentraciones de so6lidos iniciales en el medio
de fermentacién que permitan obtener altas concentraciones finales de
producto, junto con una eficiente integracién de las etapas de proceso que
permita alcanzar altos rendimientos y baja inversién en equipos (Hahn-

Hagerdal et al., 2006).

Dependiendo de las distintas configuraciones en las que se lleve a cabo la
hidrélisis enzimatica y la fermentacion, los procesos de conversidon de las
hexosas o pentosas a bioetanol se pueden realizar en una o varias etapas

secuenciales o simultaneas, en donde podemos distinguir:

1) Hidrdlisis y fermentacion secuenciales (HFS).

2) Hidrolisis y cofermentacion por separado (HCFS).
3) Sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS).

4) Sacarificacion y co-fermentaciéon simultanea (SCFS).

5) Bioproceso consolidado (BCP).

2.5.5.1 Hidrdlisis y fermentacion secuenciales (HFS)

El proceso de hidrdlisis y fermentacidon por separado se realiza en dos
etapas consecutivas, primero, la celulosa, contenida en el RSI (Residuo sélido
insoluble), se hidroliza a glucosa usando enzimas celuldliticas. Después, la
glucosa liberada (que generalmente se encuentra mezclada con otros
azucares, fundamentalmente hexosas y pentosas), se fermenta, convirtiéndose

en etanol (Paulova et al,, 2015).
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Una de las principales ventajas de este proceso es que las dos etapas se
realizan en sus respectivas condiciones Optimas. Sin embargo, el principal
inconveniente es la acumulacién de azicares que pueden inhibir a las enzimas,

que afecta en ultima instancia al rendimiento de etanol (Jambo et al,, 2016).

La variante es la co-fermentacién de hexosas y pentosas (HCFS). En esta
variante, en la que se podria aprovechar también el prehidrolizado, se necesita
un microorganismo con capacidad de fermentar pentosas y hexosas; o un co-
cultivo con dos microorganismos uno para pentosas y hexosas, los cuales
deben ser capaces de operar en las mismas condiciones de pH y temperatura;
o una fermentacion secuencial en la que se consuman primero las hexosas por
un microorganismo y después las pentosas por otro microorganismo (Girio et

al, 2010).

Una modificacién de esta configuracion es aquella en la que se realiza la
hidrolisis enzimatica del slurry. El slurry se puede definir como el conjunto de
las fracciones so6lida (rica en celulosa y lignina) y liquida (rica en azucares
hemiceluldsicos, celulésicos y compuestos inhibidores) que no se ha separado
por filtracion, resultantes del pretratamiento. Al finalizar la hidrolisis
enzimatica del slurry, se filtra, separando el sélido hidrolizado y el liquido.
Posteriormente y si fuese necesario se puede detoxificar para llevar a cabo la

fermentacion. Esta modificacion ha sido empleada en esta Tesis Doctoral.

90 Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro



1 i Produccién de bioetanol de seqgunda generacion a partir del bagazo de cerveza

2.5.5.2 Sacarificacién y fermentacién simultdnea (SFS)

En esta configuracion, la hidroélisis y la fermentacion tienen lugar
simultineamente en un mismo reactor, siendo sometido el residuo sélido
insoluble (RSI) a la accion de las enzimas, y la glucosa producida consumida
por los microorganismos fermentativos presentes. Una tipica SFS tarda de 3 a

6 dias (Jahnavi et al., 2017).

Se presenta como un método viable y eficiente, ademas esta
configuraciéon elimina el problema de inhibiciébn de las enzimas por
acumulacion de azudcares, es mas econémico por reducir el nimero de equipos
y la presencia de etanol en el caldo reduce las posibilidades de contaminacién

(Lan et al.,, 2013).

La principal desventaja es que enzimas y microrganismos fermentadores
en general no trabajan en sus condiciones dptimas, una vez que la hidroélisis
enzimatica funciona mejor alrededor de los 50 2C mientras la fermentacién

entre 28y 372C.

Hay dos posibles soluciones para este problema. Una opcion seria la
utilizaciéon de microorganismos termotolerantes como Kluyveromyces
marxiamus y Kluyveromyces fragilis, que son capaces de trabajar cerca de la
temperatura 6ptima de la enzima (42 ©°C). (Fonseca et al., 2013). La otra
solucion seria bajar la temperatura oOptima de las enzimas a través de

Ingenieria de proteinas, aunque actualmente es mas viable la primera opcidn.

Otro gran inconveniente del proceso de SFS es la inhibicion de la enzima
celulasa por el etanol producido después de la fermentacion, lo que podria
suponer un factor limitante en la obtencién de altos rendimientos de etanol

(Binod etal., 2011).
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2.5.5.3 Sacarificacién y co-fermentacion simultdnea (SCFS)

En esta configuraciéon se orienta a la asimilacién completa por los
microorganismos de todos los azdcares, tanto hexosas como pentosas, llevado
a cabo a través de un conjunto de microrganismos capaces de fermentar
hexosas y pentosas separadamente, o un Unico microorganismo capaz de

fermentar ambos aztcares (Ohgren et al., 2006).

Sin embargo, la capacidad de fermentar pentosas junto con hexosas, no
estd muy extendida entre los microorganismos, siendo la afinidad por la
glucosa 200 veces mayor que por la xilosa. Ventajas como bajo coste, menor
tiempo de operacién, menor riesgo de contaminacién, menos efectos
inhibitorios y eliminacion del problema de crecimiento desigual en el medio
hacen con que la tecnologia de un solo microrganismo esté en creciente

investigacion (Rastogi y Shrivastava, 2017).

2.5.5.4 Bioproceso consolidado

En esta configuracién un Unico microorganismo, en un solo paso del
proceso lleva a cabo las tres etapas bioldgicas necesarias para el
aprovechamiento de la biomasa lignocelulosa en un unico reactor: la

produccion de las celulasas y hemicelulasas, 1a hidrélisis y la fermentacion.

La principal ventaja es que su aplicacion evita los costes involucrados en
la compra o produccion de enzimas. Las desventajas son: los bajos
rendimientos de bioetanol, causados por la formacién de subproductos, la baja
tolerancia del microorganismo al bioetanol y el crecimiento limitado en los

licores de los hidrolizados.

Los microorganismos termofilicos pueden soportar altas temperaturas,

pero tienen baja tolerancia al bioetanol (<2 % v/v). A pesar de esto, una cepa
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de levadura termotolerante K. marxianus crece bien a temperaturas de hasta
48 ° C y produce etanol a partir de (-glucano (material celuldsico) con un
rendimiento de 0,47 g de etanol por gramo de carbohidrato consumido

(Rastogi y Shrivastava, 2017).

La Tabla 6 resume algunas de las principales caracteristicas de los de los

procesos de aprovechamiento de biomasa lignocelulésica
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Ventajas

Inconvenientes

94

Tabla 6: Ventajas y desventajas de distintas configuraciones de hidrdlisis por via enzimatica y fermentacién (adaptada de Carrillo-

Nieves et al., 2019).

SFS

SCFS

BCP

- Condiciones 6ptimas de pH y

temperatura para cada etapa

-Posibilidad de reciclaje de las
células

-Amplia disponibilidad de microorganismos
eficientes para este tipo de procesos
-Disminucidn de costes de inversion y empleo de
menores concentraciones de enzimas
- Se minimiza la inhibicién por producto final lo que
se refleja en rendimientos de hidrdlisis mas altos
- Reduccidn del tiempo total de proceso y
productividades mayores
- Permite el empleo de mayores concentraciones de
sustrato

- Las mismas que SFS
-Puede aumentar el
rendimiento de hidrolisis
enzimatica
- Aprovechamiento de la
mayoria de azicares
presentes en la materia prima

- No se necesita enzimas
externas para realizar la
hidrdlisis
- Reduccién de costes de
produccion

-Proceso en dos etapas con el
consiguiente incremento de costes
de inversion y de tiempo total de
procesamiento
- Inhibicién por producto final
durante la hidrélisis enzimatica
- Posibilidad de contamina-ciones
microbianas
- No hay fermentacién de las
pentosas. Se soluciona si se utiliza
HCFS

- Las condiciones de proceso deben ser un
compromiso entre las condiciones 6ptimas para
hidrolisis y fermentacion
- Imposibilidad de reciclar las células
- No hay fermentacidén de las pentosas

- Las condiciones de proceso
deben ser un compromiso
entre las condiciones 6ptimas
para hidrolisis y fermentacién
- Imposibilidad de reciclar las
células
- Los microorganismos
fermentadores de pentosas no
estan ampliamente
desarrollados

- No existen actualmente
microorganismos con todas
las caracteristicas requeridas
para un eficiente proceso
- Bajos rendimientos y baja
tolerancia a los productos, y
crecimiento limitado
- Se encuentra en etapa de
investigaciéon
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La hipétesis de partida es que el bagazo de cerveza se genera cada afio en
grandes cantidades y actualmente, la principal aplicacion de este subproducto
es la alimentacion animal. Debido a su alto contenido en humedad (~80 %),
una vez producido, si no se usa dentro de los cinco dias posteriores, el
crecimiento microbiano causa un rapido deterioro. Por lo tanto, sino hay

salida comercial para el bagazo, necesariamente tiene que ir al vertedero.

Debido a su composicion, esta biomasa resulta ser una materia prima
adecuada para la produccién de etanol. La valorizaciéon y aprovechamiento de

esta biomasa tendria beneficios medioambientales, sociales y econémicos.

El objetivo general es proponer un esquema eficiente de produccion de
etanol a partir de bagazo de cerveza. Para ello, se evaluarg, en primer lugar, el
pretratamiento con los 4acidos fosforico y sulfurico. Seguidamente, se
comparardn distintas estrategias de sacarificacién y fermentacién para el

bagazo pretratado empleando diferentes microorganismos.

Para alcanzar este objetivo general, se pretende la consecucion de los

siguientes objetivos especificos:

- Determinar la composiciéon de la materia prima y de los liquidos y
solidos obtenidos tras los diferentes pretratamientos estudiados.

- Optimizar el pretratamiento con 4acido fosférico maximizando la
recuperacion global de azucares.

- Optimizar el pretratamiento con Aacido sulfdrico, evaluando sus
ventajas frente al empleo de acido fosfoérico.

- Determinar la configuracion de hidrdlisis enzimatica y fermentacion
mas apropiada para obtener etanol a partir de los so6lidos pretratados

en las condiciones 6ptimas de cada pretratamiento.
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Evaluar la eficacia de distintas técnicas de detoxificaciéon (carbén activo
y resinas de intercambio i6nico) sobre la eliminacién de compuestos
toxicos en el prehidrolizado.

Producir etanol de forma eficiente a partir de los azudcares
hemiceluldsicos de las fracciones liquidas obtenidas en condiciones
6ptimas de ambos pretratamientos.

Evaluar el rendimiento de los procesos fermentativos a través del
empleo de microrganismos con distintas caracteristicas metabdlicas:
Saccharomyces cerevisiae “Ethanol Red”, Scheffersomyces stipitis CBS
6054 y Escherichia coli SL100

Verificar la viabilidad de wun esquema alternativo para el

aprovechamiento conjunto del material resultante del pretratamiento

(slurry).

Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro



1? p‘
Produccién de bioetanol de seqgunda generacion a partir del bagazo de cerveza

4. RESUMEN DE RESULTADOS
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Los resultados obtenidos durante la realizacién de la presente Tesis

Doctoral han dado lugar a los siguientes articulos, que se recogen como anexos

y se enumeran a continuacion:

1.

2.

Autores: José A. Rojas-Chamorro, Cristobal Cara, Inmaculada Romero,
Encarnacion Ruiz, Juan M. Romero-Garcia, Solange Mussatto, Eulogio
Castro.

Titulo: Ethanol production from Brewers’ Spent Grain pretreated by
dilute phosphoric acid.

Publicacién: Energy & Fuels, 32,5226-5233 (2018)

Autores: José Antonio Rojas-Chamorro, Inmaculada Romero,
Encarnacion Ruiz, Cristobal Cara y Eulogio Castro.

Titulo: Comparison of fermentation strategies for ethanol production
from pretreated brewers spent grain.

Publicacién: Chemical Engineering Transactions. 61, 637-642 (2017).

Autores: José Antonio Rojas-Chamorro, Inmaculada Romero, Juan
Carlos Lopez-Linares, Eulogio Castro.

Titulo: Brewer’s spent grain as a source of renewable fuel through
optimized dilute acid pretreatment.

Publicacién: Renewable Energy (en revision por pares).

Autores: José Antonio Rojas-Chamorro, Juan Miguel Romero Garcia,
Inmaculada Romero, Cristobal Cara y Eulogio Castro.

Titulo: Improved ethanol production from the slurry of pretreated
brewer’s spent grain through different co-fermentation strategies.

Publicacion: Bioresource Technology. In press.
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De forma global, el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se esquematiza
en la Figura 21. En primer lugar, se abordé el estudio del pretratamiento del
bagazo de cerveza con dacido fosférico diluido, con la consiguiente
caracterizacion de las fracciones liquidas y sélidas resultantes, asi como la
realizacion de ensayos de hidrolisis enzimatica sobre los sélidos pretratados.
Esto permitié evaluar el pretratamiento y determinar sus condiciones dptimas
(Articulo 1). A continuacidn, se evalud la produccién de etanol a partir del licor
de pretratamiento (Articulo 1) y a partir del sélido pretratado, obtenidos en
condiciones Optimas, mediante diferentes estrategias de sacarificacion y
fermentacion para obtencién de etanol celulésico (Articulo 2). Igualmente, se
evalu6 el pretratamiento con 4acido sulfurico diluido determinando sus
condiciones 6ptimas para esta biomasa (Articulo 3). Finalmente, se trabajé
con una nueva estrategia de proceso que conlleva la hidrélisis enzimatica de
los slurries de ambos pretratamientos generados en las condiciones
previamente optimizadas, y la posterior co-fermentacién de los hidrolizados

resultantes mediante el empleo de diferentes microorganismos (Articulo 4).
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BAGAZO DE CERVEZA

|

Pretratamientos quimicos
12,5% solidos

! Acido sulfirico diluido |
| 110-130 °C; 1-3 % H,S0,
1 1

Acido fosférico diluido
140-180°C; 2-6% H5PO,

., 26 min
Optimizacién it Eealaaiatataialake !
Optimizacién |~~~ """
155 °C; Z(VT H5PO, | | 130 °C; 1% H,S04; 26 min i
________ -2 i
] . Slurries
Filtracién
|
Prehidrolizados Soélidos pretratados Hidrélisis enzimética
i ) , Sélidos
Residuales
Co-fermentacién SSF (RSI-1y RSI-2) Concentracién
con E. coli HSF (RSI-1) HE-1C | | HE-2C !
Etanol
Detoxificacion con Detoxificacion con resina de
carbon activo intercambio idnico
T
|
\ 4 ‘ v
Co-fermentacién Co-fermentacién con co-cultivo
con E. coli de S. cerevisiae y S. stipitis
Etanol

L-1: Licor del pretratamiento con acido fosférico.

L-2: Licor del pretratamiento con &cido sulftrico.

RSI-1: Residuo sélido insoluble del pretratamiento con acido fosférico.
RSI-2: Residuo sélido insoluble del pretratamiento con acido sulftrico.
SL-1: Slurry del pretratamiento con acido fosférico.

SL-2: Slurry del pretratamiento con acido sulfurico.

HE-1: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido fosférico.

HE-2: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido sulfirico.

HE-1C: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido fosférico concentrado.
HE-2C: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido sulftirico concentrado.

Figura 21: Esquema simplificado del proceso experimental.

Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro 103



1 i Produccién de bioetanol de sequnda generacion a partir del bagazo de cerveza

4.1 MATERIA PRIMA

La biomasa utilizada como materia prima en la presente Tesis Doctoral
ha sido el bagazo de cerveza, el cual fue suministrado amablemente por la
planta de fabricacion de cerveza Cruzcampo-Jaén (Heineken Espaia, S. A,
Espafia). Una vez en el laboratorio, este subproducto de la industria cervecera
se lavo con agua hasta alcanzar pH neutro y posteriormente se secd en una
estufa a 502 C hasta alcanzar un contenido total de sé6lidos de alrededor del 90

%. Esta materia prima se almacené a 42 C hasta su uso.

La caracterizacion de la materia prima se ha realizado de acuerdo con
los métodos para biomasa del NREL de EE.UU (Sluiter et al., 2010). Esta
metodologia incluye una extraccion en dos etapas para determinar el
contenido total en extractivos (componentes no estructurales de la biomasa
como ceras, grasas, taninos, azucares, resinas, colorantes, etc...) mediante dos
extracciones en Soxhlet consecutivas de 24 h cada una, una acuosa y otra

etanolica.

104 Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro



1 i Produccién de bioetanol de seqgunda generacion a partir del bagazo de cerveza

La etapa siguiente en la caracterizacion es una hidroélisis acida en dos
etapas, primero con acido concentrado y después con acido diluido, con objeto
de solubilizar todos los carbohidratos estructurales para su determinacion.
Los hidrolizados obtenidos se analizan por HPLC para determinar las
concentraciones de monoémeros (glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y
manosa) y a partir de estos se calcula el contenido en polisacaridos (celulosa y
hemicelulosa) dividiendo por un factor (0,90 para hexosas y 0,88 para
pentosas) para tener en cuenta las moléculas de agua generadas al romperse
los enlaces durante la hidrolisis. En estos hidrolizados, también mediante
HPLC, se determina el contenido en grupos acetilo (acido acético/1,43) y
mediante espectrofotometria el contenido en lignina acido soluble (LAS).
Finalmente, a partir del sélido se determina el contenido en lignina acido
insoluble (LAI) y las cenizas acido insoluble (CAI). En la Figura 22 se recogen
los resultados de la caracterizacién del bagazo empleado en esta Tesis
Doctoral. Los resultados mostrados corresponden a los valores medios de seis

mediciones.

Los azucares, estructurados en forma de celulosa, hemicelulosa y
almidon representan un 46 % del peso seco del bagazo. La glucosa esta
principalmente en forma de celulosa, aunque una fraccién menor, alrededor
del 26 % es glucosa en forma de almidén, que representa el 5,25 % de la
composicion del bagazo. El azucar hemicelulésico principal es la xilosa,
aunque también hay que resaltar el alto contenido del bagazo en arabinosa,
que representa el 25 % de los azicares hemiceluldsicos totales. Con respecto
al contenido en lignina, el bagazo analizado se puede considerar como un
material con un contenido relativamente bajo (12,5 %). Destaca también el
porcentaje de extractos, relativamente alto (18,5 %), de los cuales el 25 %

eran componentes solubles en agua y el 75 % materiales solubles en etanol.
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Ademads, se ha determinado la presencia de lipidos (8,6 %), tras 6 h de
extraccion con hexano. Este subproducto es rico en proteinas, con un
contenido de 21,2 % (9 % insoluble en acido). Junto con la proteina, el

material insoluble en acido (10,13 %), incluye principalmente lignina y

cenizas.
. Galactosa
Lipidos Cze;'zo/as 1,4 %
7’ o ! i
Lignina 8,6 % /_ Ar:;b;r:;sa
soluble : <
55 %
Material
acido Hemicelulosas
insoluble _// 25,1 %
10,1 % ' \
Celulosa Almidén Manosa
15,2 % 5,2% 0,3%

Figura 22: Composicién del bagazo de cerveza (valores medios de seis
determinaciones).
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4.2 COMPARATIVA DE
PRETRATAMIENTOS

El pretratamiento es una de las etapas cruciales para hacer viable una
plataforma de bioproductos a partir de la biomasa, y cuenta con
aproximadamente el 40 % del coste involucrado en la produccién de bioetanol

(Sindhu et al., 2016).

Durante la realizacién de esta Tesis Doctoral se han evaluado dos
pretratamientos acidos para el bagazo a fin de producir azlcares
fermentables. En la Tabla 7 se resumen los pretratamientos aplicados a esta
biomasa lignoceluldsica residual asi como las variables estudiadas y sus

rangos.

El pretratamiento con acido fosférico se llevo a cabo en un reactor Parr,
de acuerdo con un disefio de experimentos central compuesto rotable (13

experimentos) mientras que el pretratamiento con acido sulfdrico se realizé
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en un autoclave a temperaturas mas suaves, por debajo de 1302C, siguiendo
un disefio experimental Box-Behnken (17 experimentos). En ambos casos, se
determinaron las condiciones 6ptimas que maximizan simultaneamente la
recuperacion de azucares hemiceluldsicos en el prehidrolizado y la

recuperacion de glucosa por hidrolisis enzimatica del solido pretratado.

Tabla 7: Condiciones de operacion empleadas en los pretratamientos
aplicados al bagazo.

Pretratamiento Condiciones de operacién
Disefio y parametros fijos Variables
Acido fosférico Central compuesto rotable ~ T: 140-180 °C
(Articulo 1) S/L:12,5 % (p/p) Ca: 2-6 % (p/Vv)
t: 0 min
Acido sulfiirico Box-Behnken T:110-130 °C
(Articulo 3) S/L:12,5% (p/p) Ca:1-3% (p/v)
t: 10-40 min

Ca: concentracién de acido; T: temperatura; t: tiempo; S/L: relacién sélido/liquido.

4.2.1 Composicidn de los so6lidos pretratados

Al tratar el bagazo con acido fosférico diluido se alcanzaron
recuperaciones de sélido comprendidas entre 32 % y 43 % (Tabla 5, Articulo
1). En el pretratamiento con acido sulfurico diluido, se recuperé entre un 37 %

y un 57 % de la biomasa inicial (Tabla 2, Articulo 3).

Como se puede apreciar, en el pretratamiento con acido fosférico mas
del 60 % del bagazo se solubilizéd en todas las condiciones analizadas. Sin
embargo, la solubilizacién fue menor en el pretratamiento con acido sulftrico,
entorno al 50 % en la mayoria de los casos, salvo alguna excepcién (Run 1, 45
% y Run 6, 43 %, Tabla 1, Articulo 3). Este hecho puede ser atribuido al
empleo de temperaturas mas bajas en comparacion con el pretratamiento con

acido fosforico.
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En general, los altos niveles de solubilizacién alcanzados en ambos
pretratamientos estan relacionados con la presencia de fracciones facilmente
hidrolizables, como extractos, hemicelulosa, almidén o incluso proteinas. En
ambos pretratamientos, la hemicelulosa se solubilizé casi por completo,
exceptuando algunos sélidos pretratados con acido sulfarico (contenido
inferior al 6 %). La solubilizacion de las fracciones de hemicelulosa y
extractos, durante el pretratamiento, conduce a un incremento en el contenido
de celulosa de los sélidos pretratados. Si tenemos en cuenta que el bagazo
original contenia un 15 % de celulosa, en ambos pretratamientos se logro
obtener sélidos con casi el doble de contenido en celulosa en la mayoria de las
condiciones ensayadas, entre 29 % y 43 % en el caso del acido fosforico (Tabla
5, Articulo 1) y entre 25 % y 33 % para el pretratamiento con acido sulftirico

(Tabla 2, Articulo 3).

Con respecto a la proteina, cabe resaltar que el pretratamiento con acido
fosforico consiguié una solubilizaciéon superior al 60 % en todas las
condiciones ensayadas, incluso lleg6 al 80 % con la concentracién maxima de
acido (6,83% H3P04). De igual forma, la proteina se solubilizé parcialmente,
durante el pretratamiento con &cido sulfdrico, logrando sélidos pretratados
con un contenido en proteina que oscila entre el 11 % y el 30 % (Tabla 2,

Articulo 3)
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4.2.2 Composicion de las fracciones liquidas

Los azucares presentes en los licores de ambos pretratamientos, en
ambos pretratamientos, se encontraron mayoritariamente en forma de
mondmeros, a excepcion de los experimentos realizados a las concentraciones
mas bajas de acido fosférico en los que se determiné entre 20% y 30% de

azucares en forma oligomérica (Run 10 y 12, Tabla 3, Articulo 1).

El pretratamiento con acido fosférico permitié obtener soluciones de
azucar con concentraciones que oscilan entre 9 y 43,4 g/L. En cambio, las
concentraciones obtenidas en el caso del pretratamiento con acido sulftirico
fueron superiores, 33,2 - 45,6 g/L. En todos los casos, el azlicar mayoritario
fue la xilosa, representando alrededor de un 50 % del total de azucares
hemiceluldsicos presentes en los prehidrolizados. Como segundo azudcar
hemiceluldsico mayoritario se encuentra la arabinosa, que supone en torno al
25 % de los azucares hemiceluldsicos, debido al alto contenido de arabinano
presente en esta biomasa. Ademas, la glucosa también estuvo presente en
todos los prehidrolizados, con concentraciones que variaban entre 4 g/Ly 11
g/L (Tabla 3, Articulo 1; Tabla 2, Articulo 3). Esta glucosa procede
fundamentalmente de la fraccion de almidén del bagazo (5,25 g/100 g de
bagazo seco) ya que el almidén se hidroliza a glucosa en condiciones mas

suaves que la celulosa.

Uno de los objetivos del pretratamiento es la hidrélisis de la fraccién de
hemicelulosa, que se ha evaluado determinando la recuperacién de azucares
hemiceluldsicos (porcentaje de azucares solubilizados en relacién al total de
azucares presentes en la fraccion de hemicelulosa de la biomasa inicial). En el
caso del pretratamiento con acido fosférico, se determinaron valores altos,

superiores al 70 %, alcanzado un maximo de 89,4 % en las siguientes
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condiciones: 140 2C, 6 % H3PO4. Sin embargo, a temperaturas superiores a 180
9C, la recuperacion de azucares hemiceluldsicos disminuyd drasticamente,
debido a la degradacion de aztcares. En cambio, en el pretratamiento con
acido sulftrico, la recuperaciéon de azicares hemiceluldsicos maxima se logra
al nivel mas alto de temperatura y al nivel mas bajo de concentracién de acido.
En este pretratamiento, se alcanzaron recuperaciones de azucares
hemicelulésicas mas altas, superiores al 80 % en todas las condiciones
analizadas con un valor maximo del 98 % (Run 7, Tabla 1, Articulo 3). Esto
pone de manifiesto el efecto perjudicial de la temperatura sobre los azicares
solubilizados, llegando a degradarlos hacia compuestos que resultan téxicos

para los microorganismos fermentativos.

La Figura 23 muestra la concentraciéon de azucares en los licores
obtenidos en las condiciones dptimas de cada pretratamiento. Igualmente, se
recoge el porcentaje de recuperacién de azicares alcanzado en cada caso,
expresado como g azucares hemicelulésicos en el prehidrolizado/100 g

azucares hemicelulésicos en el bagazo original.
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m Xilosa (g/L) M Arabinosa (g/L)
Galactosa (g/L) B Azucares recuperados (%)
50 100

Concentracion (g/L)

% Recuperacion de azicares

40 -
- 75
30 A
50
20
25
10
0 T 0

1559C, 2% H3P04 130 °C, 1% H2S04, 26 min

Figura 23: Concentracién y recuperacion de azicares hemiceluldsicos en el
prehidrolizado bajo las condiciones 6ptimas de cada pretratamiento.

En ambos prehidrolizados, el azicar hemicelulésico mayoritario es la
xilosa, seguido de la arabinosa. Cabe destacar que el pretratamiento del
bagazo con acido sulfurico, en condiciones dptimas, consigui6 la solubilizaciéon
casi completa de su fraccion hemicelul6dsica, con una recuperacion de aziicares
del 98 %. En el caso del pretratamiento con acido fosférico la recuperacion de

azucares hemiceluldsicos en el prehidrolizado alcanzo el 80% (Figura 23).

Las mayores concentraciones de compuestos inhibidores, en general, se
detectaron en los liquidos obtenidos por pretratamiento con acido fosférico.
En estos prehidrolizados se encuentran presentes furfural e
hidroximetilfurfural, formados por deshidratacién de pentosas y hexosas
respectivamente, con concentraciones maximas de 4,4 g/L y 1,7 g/L,
respectivamente. Asimismo, forma parte de la composicién tipica de estos

liquidos, el acido acético procedente de la solubilizaciéon de las hemicelulosas
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(maxima concentraciéon 1,5 g/L). En estos prehidrolizados también fue
detectada la presencia de compuestos fenolicos (concentracién maxima 3,6
g/L), procedentes de los extractivos y de la degradacién de la fraccion de
lignina. Los liquidos obtenidos por pretratamiento con acido sulfturico
presentaron concentraciones significativamente mas bajas de todos estos
compuestos. De hecho, las concentraciones de acido acético, furfural y fenoles
en estos liquidos fueron inferiores a 1,2, 0,9 y 2,2 g/L, respectivamente, y no

llegd a detectarse presencia de hidroximetilfurfural.

4.2.3 Hidrdlisis enzimatica
A pesar de que una pequefia porcién de celulosa también puede
hidrolizarse a glucosa durante el pretratamiento, la mayor parte de esta

fraccién permanece intacta y requiere una hidrolisis adicional (Hamelinck et

al,, 2005).

Para evaluar la efectividad de los pretratamientos, se realizaron ensayos
de hidrolisis enzimatica con todos los sdlidos resultantes de ambos
pretratamientos. Las pruebas se realizaron en condiciones estandar (5 % de
carga de sustrato, 50 2C, pH 4,8) con el complejo enzimatico Cellic CTec3. Esto
permitié conocer la digestibilidad enzimatica del bagazo tras el
pretratamiento mediante el parametro de “eficacia de sacarificacion”
expresado como g de glucosa obtenida por hidrolisis enzimatica por cada 100

g de glucosa en el bagazo pretratado.

Los solidos pretratados con 4acido fosférico rindieron hidrolizados
enzimaticos con concentraciones de glucosa que oscilan en un rango estrecho,
de 16 g/L (Run 13) a 21 g/L (Run 7) (Tabla 6, Articulo 1) alcanzando la
conversion completa de la celulosa en el segundo caso. En el caso de la

hidrolisis enzimatica de los soélidos pretratados con &cido sulftrico, se
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obtuvieron concentraciones de glucosa que oscilaron entre 9,4 g/L (Run 6) y
16 g/L (Run 7) (datos no mostrados), con 70% y 100% de sacarificacion,
respectivamente. El bagazo pretratado, en las diferentes condiciones
ensayadas, resultdé facilmente hidrolizable por las enzimas. Asi, la
concentracion de glucosa se incrementé rapidamente al principio de la
hidrélisis, y en las seis primeras h de hidroélisis el porcentaje de glucosa
generada fue superior al 70 % en todos los casos, alcanzando un 86 % en las
siguientes condiciones: 1302, 3% H2S04, 25 min. El proceso hidrolitico habia

terminado después de solo 24 h en todos los casos.

En general, la eficacia de sacarificacién fue superior al 70 % en los
solidos pretratados con acido sulfurico (datos no mostrados), llegando al 80 %
en el caso de los so6lidos pretratados con acido fosférico. Previamente, se
realiz6 un test de hidrélisis enzimdtica utilizando bagazo sin pretratar como
control con una produccion de glucosa de 4,0 + 0,11 g/L después de 48 h, que
equivale a un 35% de sacarificaciéon enzimatica. Este aumento notable en el
rendimiento indica que el pretratamiento logré desorganizar la estructura de
celulosa incrementando su digestibilidad, por lo tanto, el coctel enzimatico

pudo actuar sobre las cadenas de celulosa.

Igualmente, se determind la cantidad de glucosa celuldsica del bagazo
original recuperada por hidroélisis enzimatica mediante el “rendimiento de
hidroélisis, Rug”, expresado en g de glucosa obtenidos por hidrélisis enzimatica
por cada 100 g de glucosa celuldsica en el bagazo original. De este modo, el
pretratamiento con acido fosférico permitié recuperar mas del 70 % de
glucosa celulésica por hidrélisis enzimatica en todos los casos, con un valor
maximo de Rgn de 94,5 % (Run 6; 160 °C, 6,83 % H3PO04). En cambio, los
valores experimentales en el pretratamiento con acido sulfirico oscilaron
entre 54,2 % (Run 13) y 82,7 % (Run 7). El rendimiento mas alto se obtuvo en
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las mismas condiciones de pretratamiento que produjeron el valor maximo de

eficacia de sacarificacion (Run 7, 130 2C, 1 % de H2S04, 25 min).

La Figura 24 muestra los rendimientos de hidrolisis enzimatica del
bagazo pretratado en las condiciones dptimas de ambos pretratamientos.
Como se observa, aunque la produccién de glucosa fue mayor en el caso del
acido fosfoérico, 19,8 g/L versus 16 g/L, en ambos casos se hidroliz6 la celulosa
completamente (eficacia de sacarificacién superior al 99%) alcanzando

rendimientos de hidrolisis muy similares, 84 % y 83% respectivamente.

¥ Glucosa (g/L) Eficacia de sacarificaciéon (%) = RHE (%)
25 4 - 120
= 20 - o - 100 _
) o - 80 R
g 15 =
%) - 60 I
S 10 - o
El - 40
S 5 A - 20
0 T 0
1552 C, 2% H3P0O4 1302C, 1% H2S04 26 min

Eficacia de sacarificacién: g glucosa obtenidos por hidroélisis/100 g glucosa en el sélido
pretratado. Rue: Rendimiento de hidrdlisis enzimética, g glucosa obtenidos por hidrélisis /100 g

glucosa en el bagazo original.

Figura 24: Produccion de glucosa y rendimientos de hidrolisis a partir del
bagazo pretratado en las condiciones éptimas de cada pretratamiento.

Para conocer la eficacia global de ambos pretratamientos sobre el
bagazo, se determiné la cantidad total de azilcares recuperados tanto por el
pretratamiento como por la posterior hidroélisis enzimatica de los sdlidos
resultantes. Este parametro se denominé “rendimiento global de aztcares” y
se calculé como la suma de azucares recuperados en el liquido y la glucosa

recuperada por hidroélisis enzimatica a partir de 100 g de bagazo original. Se
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determinaron rendimientos globales superiores a 40 g azicar/100 g bagazo
en ambos pretratamientos, excepto en los experimentos realizados a
temperaturas superiores a 180 2C, independientemente de la concentracion de

acido.

En la Tabla 8 se recogen, a efectos comparativos, los azdicares del bagazo
original que se han recuperado en el licor de pretratamiento o prehidrolizado,
la glucosa recuperada en la hidrolisis enzimatica y los rendimientos globales

en azucares obtenidos con las condiciones 6ptimas para cada pretratamiento.

Tabla 8: Recuperacion y rendimientos globales de azticares en las condiciones
optimas de los distintos pretratamientos (expresados como g azucares/100 g

bagazo).
Azucares Glucosa *Rendimiento
Pretratamientoy  recuperadosen  recuperada global
condiciones prehidrolizado  por hidrélisis
6ptimas
Con acido fosférico 31,8 14,6 46,4
Ca:2% (p/V)
T: 1552C
Con &cido sulftrico 33,8 13,8 47,6
Ca:1% (p/v)
T: 130 2C
t: 26 min

*Suma de los azicares recuperados en el prehidrolizado y en el hidrolizado enzimético. Ca:
concentracion de acido; T: temperatura; t: tiempo.

Comparando ambos pretratamientos, se puede apreciar que la cantidad
de azucares recuperados en el prehidrolizado fue superior en el
pretratamiento con acido sulfurico lo que dio lugar a un mayor rendimiento
global, puesto que la recuperacion de glucosa por sacarificacién del sé6lido

pretratado fue practicamente la misma en ambos pretratamientos.

Por otra parte, en el articulo 4, se recoge el estudio de una novedosa

estrategia de sacarificacion y fermentacion ensayada con el bagazo que
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incluy6 la hidrolisis enzimatica de los slurries (fracciones solidas y liquidas
resultantes del pretratamiento sin separar) obtenidos en las condiciones
previamente optimizadas para los pretratamientos con acido fosforico
(Articulo 1) y acido sulftrico diluido (Articulo 3). Las condiciones
experimentales de la hidrdlisis del slurry fueron las siguientes: 4,5y 5,3 % de
carga sdlida insoluble para el s6lido resultante del pretratamiento con acido
fosférico y sulfarico respectivamente, 50 2C y pH 5, con el complejo enzimatico

Cellic CTec2 en ambos casos.

La sacarificacién enzimatica del slurry de acido fosférico produjo 31 g/L
de glucosa en las primeras 6 h, y a las 24 h ya habia superado el 90 % de la
concentracion maxima, 34,2 g/L (21,2 g/L corresponden a glucosa por
hidrélisis enzimatica y el resto corresponde a azucares solubilizados durante
el pretratamiento). En el caso del slurry del pretratamiento con acido sulfurico,
el 82 % de la glucosa se habia liberado a las 6 h y el nivel mas alto, 29 g/L, se

alcanz6 después de solo 12 h (20 g/L corresponde a glucosa de celulosa).

Vale la pena destacar el poco tiempo requerido para la sacarificaciéon de
la celulosa del bagazo, que contrasta con la duracion de la hidrolisis
enzimatica del slurry de otros materiales lignocelulésicos como la paja de
colza (Lopez-Linares et al., 2016) o Agave lechuguilla (Diaz-Blanco et al,

2018) que requirieron tiempos superiores usando la misma carga enzimatica.
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Los rendimientos de hidrdlisis enzimatica logrados en este trabajo
corresponden a eficacias de sacarificacion (referidas a glucosa en sdlidos
pretratados) cercanas al 100 % en ambos casos, lo que significa que el medio
no resultd toxico para las enzimas. Esto se justifica por las bajas

concentraciones de compuestos inhibidores en el medio (Tabla 1, Articulo 3)
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4.3 ETANOL DE CELULOSA

Tras la etapa de pretratamiento, y una vez determinadas las condiciones
Optimas para cada uno de ellos, se ensayaron dos configuraciones de hidrélisis
y fermentacion diferentes, una secuencial (hidrdélisis y fermentacién
secuencial, HFS) y otra simultdnea (sacarificacién y fermentacion simultaneas,
SFS) para la conversiéon a etanol de la celulosa presente en las fracciones
solidas resultantes del pretratamiento. En ambas configuraciones, el
microorganismo fermentativo empleado fue Sacharomyces cerevisiae cepa

“Ethanol Red”.

A modo de resumen, la Tabla 9 muestra los resultados de produccién de
etanol obtenidos mediante las diferentes configuraciones de proceso

ensayadas en cada caso con el bagazo pretratado.
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Tabla 9: Resultados de las configuraciones de proceso llevadas a cabo
para la obtencion de bioetanol a partir del bagazo pretratado en
condiciones 6ptimas

Carga

Rg P
Pretratamiento  Proceso sustrato
L % L/h
%) (g/L) (%) (g /L/h)
) 5 7.3 37,5 0,305
Acido
HFS 10 15,1 38,7 0,629
fosforico
15 22,6 38,6 0,940
5 7,2 36,9 0,285
SFS 10 14,6 37,5 0,544
15 18,5 31,7 0,595
5 7,3 39,8 0,268
SES con 10 146 387 0,558
xilanasas

15 18,5 37,6 0,829
5 5,7 36,8 0,237
Acido 15 15,9 34,0 0,662

SFS
sulfiirico 20 21,1 33,9 0,879
25 26,7 34,4 1,112

Ce: Concentracion de etanol (g/L); Re: Rendimiento en etanol (g etanol/100 g glucosa consumida);
P: Productividad determinada a 24 h (g/L/h)

Para el bagazo pretratado con acido fosférico, se evaluaron las dos
configuraciones de proceso (HFS y SFS) con cargas de sélidos del 5, 15y 20 %
(p/v). También se evalu6 el empleo de xilanasas en la configuracion
simultdnea. Comparando las tres configuraciones de proceso estudiadas, los

mejores resultados se obtuvieron con el proceso secuencial, con una mayor
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produccién de etanol, asi como rendimiento y productividad. Sin embargo,
esta configuracion requirido tiempos de proceso mas largos para lograr
producciones maximas de etanol, 96 h (72 h de hidroélisis mas 24 h de
fermentacion), frente a las 30 h empleadas en el proceso simultaneo con
xilanasas. No obstante, la mayor productividad en etanol se alcanz6 en el

proceso secuencial al 15 % de sélidos, 0,940 g/L/h.

Como se muestra en la Tabla 9, el empleo de xilanasas supuso una
mejora significativa en el rendimiento en etanol cuando el proceso se realizo6
con la mayor carga de sustrato, 15 %, con un incremento del 11 %, ademas de
acortar el tiempo de proceso, mejorando considerablemente su productividad

(0,595 g/L/h versus 0,829 g/L/h).

La producciéon de etanol a partir del bagazo pretratado con acido
sulfirico en condiciones o6ptimas, solo se evalu6 mediante un proceso
simultdneo. Como era esperable, el aumento de la concentraciéon de sustrato
dio lugar a disoluciones etandlicas mas concentradas, alcanzando un valor
maximo de 27 g/L de etanol cuando el proceso de SSF se realizé con un 25 %
de sélidos (Tabla 9). Aunque, en general, el rendimiento en etanol suele caer al
incrementar la carga de sélidos, en este caso, no se produjo un descenso
importante. A modo de ejemplo, en la SSF realizada al 5% de sélido pretratado
con acido sulftrico, el rendimiento fue de 0,37 g etanol/g glucosa (72 % del
rendimiento tedrico) frente a 0,34 g/g al 25 % solidos (68% del rendimiento
tedrico). Este hecho puede considerarse muy ventajoso porque, ademas de
conseguir altos rendimientos, también se requiere producir disoluciones

etandlicas muy concentradas, para mejorar la viabilidad del proceso.

La Figura 25 muestra las concentraciones y rendimientos en etanol

obtenidos, a partir de bagazo pretratado con acido fosférico y sulfdrico, en
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condiciones dptimas, mediante diferentes configuraciones de hidrélisis y
fermentacion al 15% de so6lidos. Como puede apreciarse, el bagazo pretratado
con acido fosférico permitié alcanzar concentraciones y rendimientos
superiores en etanol mediante una configuracion secuencial de proceso (HSF)
con igual carga de soélidos, 15 % (p/v). No obstante, el empleo de xilanasas en
la SSF del bagazo pretratado con acido sulfurico permitié alcanzar un

rendimiento en etanol muy similar, aunque con una menor produccion.

- B Concentracién de etanol (g/L) ™ Rendimiento (%) 0
=20 A
) L 75
E 9
< <
215 - 3
]
< - 50 .§
S £
S10 A .=
]
b 5
= [~
g - 25
=]
S 5
0 - 0
RSI-1 HSF RSI-1 SSF RSI-2 SSF RSI-2 CX SSF

RSI-1: bagazo pretratado con 4cido fosférico; RSI-2: bagazo pretratado con acido sulftirico;
HFS: Hidrdlisis y fermentacion secuencial; SSF: Sacarificacion y fermentacion simultanea;
SSF-xil: Sacarificacién y fermentacién simultanea con xilanasas.

Figura 25: Concentraciones de etanol y rendimientos (referidos al teérico, 0,51 g
etanol/g glucosa) para las configuraciones de proceso ensayadas con 15 % de
carga de sustrato.

Los solidos resultantes del proceso de SSF se caracterizaron para

determinar su contenido residual en celulosa, que oscilaba entre un 10 %,
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cuando la SSF se realiz6 con 5 % de sélidos y un 13%, con 25 % de sélidos. Sin
embargo, el contenido residual de celulosa fue menor en los sdlidos
pretratados con acido fosférico resultantes del proceso de SSF, el contenido en
celulosa fluctu6 entre 4 % y 11 % cuando la SSF se realiz6 con 5 % y 15 % de
solidos, respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con la caida en los
rendimientos de etanol al aumentar la concentraciéon de sustrato y pone de
manifiesto que las enzimas no fueron capaces de hidrolizar toda la celulosa ya
que las altas concentraciones de so6lidos en el medio dificultan las
interacciones enzima-sustrato necesarias para una hidrolisis eficiente

(Koppram et al.,, 2014).
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4.4 FERMENTACION DE LICORES DE
PRETRATAMIENTO

Los azucares solubilizados durante el pretratamiento, principalmente
azucares hemicelulésicos y glucosa procedente de la fraccién de almidén, se
fermentaron con Escherichia coli SL100 (Articulo 1y 3) y con Scheffersomyces
stipitis CBS 6054 (Articulo 3).

Debido a las bajas concentraciones de compuestos inhibidores presentes
en ambos prehidrolizados, estos resultaron fermentables sin ser previamente
detoxificados. En la Tabla 10 se recoge un resumen de los principales

resultados obtenidos para las distintas fermentaciones llevadas a cabo.
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Tabla 10: Principales resultados de la fermentacién de prehidrolizados

de bagazo.

Cazﬁcar Cetanol t 1REtOH P

(g/L)  (g/L) (h) (8/8) (g/L/h)
Licores de E. coli SL 100
pretratamiento
0,40 0,290
L1 40,2 16 55 (78 %) (55 h)
0,38 0,414
L2 43,4 17 41 (76 %) (41h)
S. stipitis CBS 6054

L2 43,4 11,4 41 0,27 0,278

(53 %) (41 h)

L1: licor del pretratamiento de 4cido fosférico.

L2: licor del pretratamiento de acido sulftrico.

1Rendimiento en etanol expresado como g etanol/g azicar consumido. Los datos entre paréntesis se
refieren al rendimiento en etanol expresado como porcentaje respecto al maximo tedrico (0,51 g
etanol/g azuicar).

P: productividad en etanol determinada en cada caso al tiempo que se indica entre paréntesis.

El licor del pretratamiento con acido fosforico, se ferment6 con E. coli
SL100, con un consumo practicamente completo de azucares a las 55 h y una
produccién maxima de etanol de 16 g/L, lo que corresponde a un rendimiento
del 78 % (Tabla 10). La glucosa se consumio6 a las 7 h, mientras que el resto de

azucares se asimilaron de manera mas gradual (Figura 3, Articulo 1).

Si comparamos la fermentaciéon de ambos licores (fosférico y sulfarico),
en términos de concentraciéon y rendimiento son relativamente similares (16
g/L versus 17 g/L) y (78 % versus 76 %) respectivamente. Sin embargo, la
productividad es menor en la fermentacién del licor del pretratamiento con
acido fosfoérico, puesto que requirié 14 h mas para consumir por completo los

azucares presentes en el medio.
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Al comparar la fermentacion del licor de sulfarico (L2) con E. coli y S.
stipitis, se puede apreciar que E. coli asimil6é la glucosa mas rapido que S.
stipitis, 8 h frente a 30 h, (Figuras 4a-4b, Articulo 3). Sin embargo, a diferencia
de S. stipitis con un consumo secuencial de azucares, E. coli comenz6 a asimilar
todos los azucares simultdneamente desde el principio. E. coli alcanzé una
mayor produccion de etanol, 17 g/L a las 41 h, lo que corresponde a un 76 %
del rendimiento tedrico de etanol, mientras que la concentracién maxima de
etanol obtenida por S. stipitis fue de 11,4 g/L (53 % de rendimiento en etanol)
al mismo tiempo de fermentacion. Ademas, la productividad de etanol lograda

por E. coli alas 41 h también fue mayor, 0,414 g/L/h versus 0,278 g/L/h.
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4.5 FERMENTACION DE LOS HIDROLIZADOS
ENZIMATICOS DE SLURRIES

Ademas de los prehidrolizados, también se fermentaron con Escherichia
coli SL100 (Articulo 4) los hidrolizados resultantes de la hidrolisis enzimatica
de los slurries de pretratamiento, tras una etapa de concentracién realizada a
fin de disponer de una unica disolucion de azdcares con una mayor
concentracion inicial. Estos hidrolizados enzimaticos contienen aztcares
hemicelulésicos y glucosa de almidéon (solubilizados durante el
pretratamiento) junto con la glucosa generada en la hidrdlisis enzimatica de la

celulosa.

Como ya se ha indicado anteriormente, a fin de obtener soluciones de
azucar altamente concentradas y lograr asi una concentracién minima de
bioetanol del 4 % p/v (Alvira et al, 2011), ambos hidrolizados (del
pretratamiento con acido fosférico, HE-1 y con acido sulftrico, HE-2) se
concentraron por evaporaciéon en torno a 1,5 veces, dando como resultado
hidrolizados con 103 g/L (HE-1C) y 93 g/L (HE-2C), respectivamente. Ademas
de concentrar, la evaporacion consigui6 eliminar de los hidrolizados el furfural

por completo y mas del 30 % del acido acético. Sin embargo, la concentracién
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de compuestos fenélicos aument6 un 40 % en ambos hidrolizados, alcanzando

valores de 3,54 g/L (HE-1C) y 2,55 g/L (HE-2C) (Tabla 1, Articulo 4).

Una vez concentrados, los hidrolizados se detoxificaron con carbdn
activo con el objetivo principal de reducir su concentracién en compuestos
fendlicos. Este tratamiento permitié reducir los niveles de fenoles de forma
considerable, eliminando mas del 80 % de sus concentraciones iniciales (Tabla
1, Articulo 4). La Tabla 1 recoge los resultados de co-fermentacion para estos
hidrolizados concentrados, antes y después de la detoxificacién con carbdn

activo, con la bacteria E. coli.
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Tabla 11: Principales resultados de la fermentacién de hidrolizados
obtenidos tras la hidrolisis enzimatica del slurry del bagazo

Caziicar Azucar sin

inicial ((:et/a;sl consumir IEE;OH) (}tl) ( /E /h)
(/L) ° (%) B8 8
Hidrolizado
enzimatico del Monocultivo de E.coli SL100
slurry
HE-1C 103,2 38,6 9,5 0,41 100 0,62
(81%) (56 h)
HE-1C detox.con 104 36,7 10,3 0,39 100 0,53
carbdn activo (76%) (56 h)
HE-2C 92,5 37,6 8,5 0,44 91 0,58
(86%) (48 h)
HE-2C detox.con 95,7 37,2 6,7 0,43 68 0,73
carbén activo (84%) (44 1)
Co-cultivo de S. cerevisiae y S. stipitis
HE-1C detox. 94,3 22,2 11,5 0,30 48 0,96
con resina (58%) (20h)
HE-2C detox. 76,8 21,3 0 0,31 48 1,02
con resina (61%) (20h)

HE-1C: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido fosférico concentrado.

HE-2C: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido sulfirico concentrado.

Reton: Rendimiento en etanol expresado como g etanol/g azticar consumido. Los datos entre paréntesis
corresponden a rendimientos, en porcentaje, referidos al maximo teérico (0,51g etanol/g azucar).

P: productividad en etanol determinada al tiempo indicado entre paréntesis.

En la fermentacion de los hidrolizados de 4cido sulftirico, el consumo de
glucosa fue mas rapido una vez detoxificado, 30 h frente a 48 h. Ademas, la
velocidad de consumo de glucosa fue mayor en estos hidrolizados en
comparacion con la fermentacién de los hidrolizados de acido fosférico, que
tard6 menos de 56 h en consumirse en ambos hidrolizados, detoxificado y sin

detoxificar (Figura 3a-3b, Figura 4a-4b, Articulo 4).
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Cabe mencionar que en todas las fermentaciones realizadas se observé
que E. coli no consiguié asimilar todos los azdcares presentes en los
hidrolizados. Asi, después de 100 h de fermentacion, en torno al 10 % de
azucares quedaron sin consumir en la fermentacion de los hidrolizados de
acido fosférico. Sin embargo, en la fermentacion del hidrolizado con acido
sulfirico sin detoxificar el consumo de azucares hemicelulésicos fue mas
completo, quedando en el medio un 6,7 % de los aztcares iniciales después de
100 h de fermentacion. Realmente, la detoxificacién sélo supuso una mejora
en la fermentacion del hidrolizado de acido sulftrico. Asi, aunque se obtuvo
practicamente la misma concentracion de etanol en la fermentaciéon del
hidrolizado con y sin detoxificacion, la fermentaciéon del hidrolizado
detoxificado con carbo6n activo requirié menor tiempo, 68 h frente a 91 h para
alcanzar practicamente la misma concentracién de etanol (Figuras 3a-3b,
Articulo 4), con una productividad de 0,73 g/L/h frente a 0,58 g/L/h para el

hidrolizado sin detoxificar.

En definitiva, el rendimiento de fermentaciéon y la concentracién de
etanol alcanzada en los hidrolizados procedentes del pretratamiento con los
acidos fosforico y sulftirico fueron muy similares. Sin embargo, se alcanzaron
valores mas altos de productividad de etanol en el caso de los hidrolizados de
acido sulftrico lo que puede estar relacionado con una menor concentracion
inicial de azucar. Como se menciond anteriormente, la concentracion inicial de
azucares presentes en los hidrolizados de acido fosférico fue superior a 100
g/L y la relacidn glucosa/xilosa fue de 1,84. Por consiguiente, la utilizacién de
xilosa por E. coli pudo verse obstaculizada debido a la presencia de altas
concentraciones iniciales de xilosa (Romero-Garcia et al, 2016) y altas

proporciones de glucosa/xilosa en el cultivo (Nieves et al., 2011b).
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En el articulo 4, se estudia la co-fermentaciéon de estos hidrolizados
enzimaticos de bagazo de cerveza empleando un co-cultivo de dos levaduras,

S. cerevisiae “Ethanol Red” y S. stipitis CBS 6054.

Previamente, los hidrolizados fueron detoxificados con resina de
intercambio i6nico. Cabe mencionar que la velocidad de consumo de glucosa
fue mayor en la fermentacién del hidrolizado de acido fosférico, 2,5 g/L/h
versus 1,56 g/L/h alas 20 h de proceso (Figuras 4a-4b, Articulo 4). En el caso
de los azucares, xilosa, galactosa y manosa (XGM), su consumo comienza
desde el principio en ambas fermentaciones, aunque con menor velocidad en
el hidrolizado de acido fosférico (0,33 g/L/h frente a 0,42 g/L/h). Ademas, 18
% de los azdcares XGM permanecieron en el medio después de 72 h de
fermentacion en el medio de acido sulftirico. Y en este medio, la arabinosa se
agoté mientras que en el medio de acido fosférico quedé casi un 44 % sin ser

asimilada por S. stipitis.

En lo que respecta a la concentracion de etanol, la mas alta fue alcanzada
con el hidrolizado de acido fosférico (22,2 g/L versus 21,3 g/L a las 48 h),
aunque el rendimiento fue menor (58 % frente a 61 %). Esta caida en el
rendimiento puede ser debida a que el consumo de azicares no se dirigié a la
producciéon de etanol sino a la supervivencia y crecimiento del
microorganismo. No obstante, la productividad maxima en etanol fue
ligeramente superior en la fermentacién del hidrolizado de acido sulfirico

(1,02 g/L/h frente a 0,96 g/L/h alas 20 h).
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Si comparamos las dos estrategias usadas para la co-fermentacion de
hexosas y pentosas, se puede apreciar que los mejores resultados de
fermentacion se han obtenido con el empleo de E. coli, que alcanzdé una
concentracion de etanol superior a 38 g/L, frente a los 22,2 g/L obtenidos con
el co-cultivo de S. cerevisiae y S. stipitis y un rendimiento superior al 81 %

frente a 58 % del co-cultivo.
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4.6 RENDIMIENTO GLOBAL EN ETANOL

En la Tabla 12 se recogen los rendimientos globales en etanol
(expresados como gramos de etanol producidos a partir de 100 g de bagazo
original) para varias de las configuraciones de proceso llevadas a cabo en esta
Tesis Doctoral. Entre paréntesis se indican los tiempos de sacarificaciéon y

fermentacion requeridos en cada caso para alcanzar esa produccion de etanol.

Se puede observar que el mayor rendimiento global se alcanzé al
pretratatar el bagazo con acido sulfurico, en condiciones 6ptimas, seguido de
la hidrdlisis enzimatica del slurry y la fermentacion del hidrolizado resultante
con E. coli. Con esta configuracién se obtuvieron 19,3 g de etanol/100 g de
bagazo, lo que quiere decir que el 74 % de los azucares del bagazo se

convirtieron en etanol.
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No obstante, el resto de configuraciones ensayadas dieron lugar a
resultados de produccién de etanol muy similares aunque con diferentes
tiempos de proceso. Por ello, resulta de gran interés utilizar la configuracién
de proceso basada en la hidrdlisis enzimatica del slurry seguida de la
fermentacion con E. coli ya que, de esta forma, se evita la etapa de filtracién y
ademas se favorece la etapa ultima de destilacién al conseguir disoluciones
mas concentradas en etanol.

Tabla 12: Rendimientos globales en etanol respecto a la materia prima (g
etanol/100 g bagazo original).

Etanol a Etanol del Rendimiento
partir del RSI prehidrolizado global en
etanol

SSF del RSI y fermentacidn del prehidrolizado con E. coli

RSI-1, L1 5,0 (72h) 12,8 (55 h) 17,8 (127 h)
RSI-2, L2 4,6 (72 h) 13,5 (41h) 18,1 (113 h)
Hidrdlisis del slurry y fermentacién del hidrolizado con E. coli

HE-1C - - 17,5 (124 h)
HE-1C detox. con - - 15,2 (124 h)
carbon activo

HE-2C - - 19,3 (112 h)
HE-2C detox. con - - 17,9 (112 h)

carbén activo
RSI-1: Residuo sélido insoluble del pretratamiento con acido fosférico
RSI-2: Residuo sélido insoluble del pretratamiento con acido sulftrico.
L1: Licor del pretratamiento con acido fosfdrico.
L2: Licor del pretratamiento con acido sulfurico.
HE-1C: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido fosférico concentrado.
HE-2C: Hidrolizado enzimatico del slurry de acido sulftirico concentrado.
SSF: Sacarificacion y fermentacion simultanea.

En la fermentacion de los hidrolizados enzimaticos de acido sulfurico,
aunque la detoxificacion con carbdn activo supuso un menor tiempo de
fermentacion (68 h frente a 91 h), la producciéon global en etanol, expresada

como g etanol/100 g bagazo, fue superior en el caso del hidrolizado sin
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detoxificar (19,3 frente a 17,9). Esto es debido a las pérdidas de azucares que

tuvieron lugar en el tratamiento del hidrolizado con carbén activo.

A modo de ejemplo, se muestran los balances de materia de la
configuraciéon de proceso basada en la hidrélisis enzimatica de los slurries
resultantes del pretratamiento, en condiciones 6ptimas, con acido fosforico sin
detoxificacion (Figura 25) y con 4cido sulftrico, tras detoxificaciéon con carbén

activo (Figura 26).

El balance de materia correspondiente a la Figura 25 muestra el
proceso para la produccion de etanol a partir de un pretratamiento del bagazo
con acido fosférico al 2% a 155 °C seguido de la hidrolisis enzimatica del
slurry resultante durante 24 h. Estas dos etapas del proceso, el pretratamiento
y la hidrélisis, consiguieron recuperar el 92% de los aztlicares del bagazo
original. Seguidamente, el hidrolizado resultante se separé del sélido residual
y se concentrd para obtener una concentracién total de azicar superior a 90
g/L y a continuacion, se ferment6 con E. coli SL100 durante 100 h. La co-
fermentacion de esta disoluciéon azucarada con mezcla de hexosas y pentosas
rindi6 17,5 g de etanol a partir de 100 g de bagazo, lo que significa que, con
esta configuracion de proceso, a partir de una tonelada de bagazo se pueden

obtener 222 L de etanol sin necesidad de detoxificacion.

El otro balance de materia (Figura 26) incluye el pretratamiento del
bagazo con acido sulftrico al 1% a 130 2C durante 26 min, seguido de la
hidrdlisis enzimatica de la suspensiéon entera durante 12 h, con una
recuperaciéon de casi el 94% de los azlcares iniciales. El hidrolizado
enzimatico, después de concentrarse hasta 93 g/L, se someti6 a una
detoxificacion con carbdn activo y se ferment6 con E. coli SL100 durante 102 h

dando como resultado 17,9 g de etanol por 100 g de bagazo, que equivale a
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227 L de etanol por tonelada de bagazo. No obstante, la configuraciéon de
proceso sin detoxificacion dio lugar a la mayor produccion de etanol obtenida
en esta Tesis Doctoral, 19,3 g de etanol por 100 g de bagazo, lo que significa
que a partir de una tonelada de bagazo de cerveza se podrian obtener 245 L

etanol.

Finalmente, para determinar qué configuracién de proceso resulta mas
interesante para la produccién comercial de etanol a partir de bagazo de
cerveza, seria necesaria la realizacion de un andlisis tecnoeconémico y
ambiental que evalie también cudl seria el pretratamiento acido mas

adecuado para esta biomasa.
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BAGAZO DE CERVEZA
100 g peso seco
Glucosa: 22,5g
Xilosa: 19,1g
Galactosa: 1,4 g
Arabinosa: 7,5 g
Manosa: 0,3 g
Lignina: 12,5g
Proteina:21,2g

PRETRATAMIENTO
ACIDO FOSFORICO
1559C,0 min, 2 % p/p

HIDROLISIS
ENZIMATICA DEL
SLURRY
24h,pH 4,8,50°C
Cellic CTec2 15FPU/g
3-glucosidasa 151U/g

A 4

SOLIDO
RESIDUAL
157g

Acido férmico: 0,1 g

XGM: Suma de xilosa, galactosa y manosa

LIQUIDO
Glucosa: 20,4 g
XGM:189¢g
Arabinosa: 7,4 g
Fenoles: 2,6 g
Acido férmico: 0,1 g
Acido acético: 0,6 g
HMF:01g

Furfural: 1,1 g v

CONCENTRACION:

Evaporaciéna 105 2C

LiQuiDo
Glucosa: 20,4 g
XGM:189¢
Arabinosa: 7,4 g
Fenoles: 2,6 g

Acido acético: 0,6 g
HMF: 0,04 ¢ v

FERMENTACION
E. coli SL100
pH6,5,372C, 300 rpm, 100 h

LIQUIDO
Etanol: 17,5¢g
—

Figura 26: Balance de materia de la configuracidn de proceso basada en la hidrélisis enzimatica del slurry resultante del
pretratamiento del bagazo con acido fosférico en condiciones 6ptimas.
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BAGAZO DE
CERVEZA HIDROLISIS SOLIDO
100 g peso seco PRETRATAMIENTO ENZIMATICA DEL  |RESIDUAL
Clucosa:225g 3| ACIDO SULFURICO | SLURRY | 19568 o
Xilosa: 19,1 g 130°2C, 26 min, 12h,pH 4,8,50°C
Galactosa: 1,4 g 1 %p/p Cellic CTec2 15FPU/g
Arabinosa: 7,5 g B-glucosidasa 151U/g
Manosa: 0,3 g -
Lignina: 125¢g LIQUIDO
Proteina:21,2g Glucosa: 21,3 g
XGM:18,8 g
Arabinosa: 7,6 g
Fenoles: 1,1 g
Acido férmico: 0,1 g
Acido acético: 1 g
Furfural:0,20 g
‘
CONCENTRACION
Evaporaciéna 105 2C.
LiQuiDO
Glucosa: 21,3 g .
XGM: 18,8 g . LIQUIDO
Arabinosa: 7,6 g L[QU[DO Etanol: 179g
Fenoles: 1,3 g Glucosa: 19,8g >
Acido férmico: 0,1 g Xilosa: 17,6 g
Acido acético: 0,7 g Arabinosa: 7,6 g
4 - Fenoles: 02 g -
DETOXIFICACION Acido acético: 0,5 g FERMENTACION
Carbén activo S E. coliSL100
3,5g/100mlL; 45 °C; pH 6,5,37 °C, 300 rpm,
200rpm 102h

Figura 27: Balance de materia de la configuracién basada en la hidrélisis enzimatica del slurry resultante del pretratamiento del
bagazo con acido sulftrico en condiciones dptimas, incluyendo detoxificacién del hidrolizado con carbén activo.
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Como resultado del trabajo de investigaciéon que constituye esta Tesis

Doctoral, se puede concluir que:

1. El bagazo de cerveza resulta una materia prima con potencial para la
obtencion de etanol a partir de sus fracciones de celulosa, hemicelulosa
y almidon.

2. Los pretratamientos con acido fosforico y sulfurico resultan adecuados
para el fraccionamiento del bagazo, hidrolizando la fraccion de
hemicelulosa, con un alto grado de recuperacion de azucares
hemicelulésicos en el prehidrolizado. Asi, en Ilas condiciones
optimizadas para cada pretratamiento: 1552C, 2% H3PO4 y 1302C, 1%
H2S04, 26 min, se recuperaron 80% y 97% azucares en forma de
monomeros, respectivamente.

3. La conversion a etanol de la celulosa del bagazo pretratado con acido
fosforico, en condiciones 6ptimas, alcanza un rendimiento en etanol del
76% (referido al teérico) mediante una configuraciéon de hidrélisis
enzimatica y fermentacion secuencial, con una carga de sdélidos del
15%, frente al 62% del proceso simultaneo, aunque con 24 h mas de
proceso.

4. El empleo de xilanasas en esa configuracion simultanea de proceso, al
15% de sustrato, mejora la producciéon de etanol, incrementando el
rendimiento un 12 %, y también la productividad, 0,595 g/L/h versus
0,829 g/L/h.

5. La estrategia que incluye la hidroélisis enzimatica de los slurries de
pretratamiento es una opcién interesante para esta materia prima ya
que ademas de lograr la conversion completa de la celulosa en menos
de 24 h, rinde disoluciones azucaradas mas concentradas al incluir la
glucosa de las fracciones de celulosa y almiddn junto con los azucares

Tesis Doctoral- José Antonio Rojas Chamorro 141



1 i Produccién de bioetanol de sequnda generacion a partir del bagazo de cerveza

10.

142

hemicelulésicos. Esto permite la conversion a etanol de todos los
azucares del bagazo en una unica etapa de fermentacion.

Tanto los licores de pretratamiento como los hidrolizados de la
sacarificacion enzimatica de los slurries acidos del bagazo resultan
fermentables sin detoxificacion previa.

Escherichia coli SL100 es capaz de fermentar las mezclas de hexosas y
pentosas presentes en los prehidrolizados del bagazo, alcanzando un
rendimiento maximo de conversiéon a etanol del 78 %, respecto del
tedrico, en un tiempo inferior a 60 h.

En la co-fermentaciéon de los hidrolizados enzimaticos de los slurries, E.
coli rinde mejores resultados que el co-cultivo de S. cerevisiae y S.
stipitis, con rendimientos maximos en etanol de 86% y 61%,
respectivamente. De igual forma, E. coli resulté mas eficiente que S.
stipitis en la co-fermentacidn de los prehidrolizados de acido sulftrico.
La configuraciéon de proceso que incluye el pretratamiento del bagazo
de cerveza con acido sulfurico, en condiciones 6ptimas, seguido de la
hidroélisis del slurry y posterior fermentacién del hidrolizado con E. coli,
dio lugar al mayor rendimiento global en etanol, 19,3 g etanol/100 g de
bagazo, que equivale a 245 L de etanol a partir de 1 tonelada de bagazo.
El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se ha centrado en la
produccién de etanol a partir de las fracciones azucaradas (celulosa,
hemicelulosa y almidén) del bagazo de cerveza; el aprovechamiento
integral de este residuo agroindustrial incluiria también la valorizacion
de la fraccion de proteina asi como la lignina presente en los sélidos
resultantes de la hidroélisis enzimatica. Todos estos procesos podrian

integrarse en una biorrefineria basada en esta materia prima.
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Resumen:

This paper deals with a new approach for using olive tree pruning biomass as raw
materialfor ethanol and other chemical production. This process includes a water
extraction step, followed by a high solids loading dilute phosphoric acid
pretreatment and an ethanologenic Escherichia coli fermentation for the
conversion of all of the sugars released. Results show that the operational
conditions leading to the maximal hemicelullosic sugar recovery in the liquid
fraction (near 70%) are 170 °C and 0.5% (w/v)phosphoric acid concentration. The
fermentation of the mixed sugars found in the detoxified prehydrolysates by
ethanologenic E. coli MS04 led to an ethanol concentrationof 23 g/L and an ethanol
yield of 0.46 g of ethanol/g of sugars consumed. When the ethanol production from
the pretreated solids after enzymatic hydrolysis is also taken intoaccount, 13.2 g of
ethanol/100 g of original material was obtained. The production of other

interesting compounds is also considered.
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Resumen:

Brewers spent grain (BSG) is an important co-product derived from beer making
process with limited practical applications. The bioconversion into ethanol of this
renewable resource can be interesting because of its carbohydrate content.
Untreated brewers spent grain contains 20.5 % glucans and 25 % hemicellulose,
mainly xylose and arabinose. This work focuses on the bioethanol production from
this feedstock after phosphoric acid pretreatment at previously determined optimal
conditions. The sequential and simultaneous process configurations for
saccharification and fermentation were compared at different solid loadings, 5 %,
10 % and 15 % (w/v). In the sequential process, the enzymatic hydrolysis showed
good performance. The cellulose saccharification was almost complete even when

the enzymatic hydrolysis was performed at the highest solid loading (15 % w/v).

The final ethanol concentrations and yields did not differ significantly between both
process configurations tested at 5 % and 10 % solid loading. However, at the
highest solid loading the separate process appears to be more favourable. Thus, the
best results were achieved when the pretreated BSG was saccharified and
fermented by a sequential process with maximum bioethanol production of 22.5
g/L. This ethanol concentration corresponds to a yield of 37 g ethanol/100 g

glucose in pretreated BSG and 72 % of the theoretical ethanol yield.
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Resumen:

In this work, a dilute sulfuric acid pretreatment at mild conditions was employed to
fractionate brewer’s spent grain (BSG) with the aim of achieving high carbohydrate
recovery. A Box-Behnken experimental design was used with temperature (110-
1302C), acid concentration (1-3% w/v) and time (10-40 min) as independent
factors, the objective being to determine the best conditions for the release of glucose
(following enzymatic hydrolysis of the pretreated solids) along with that of
hemicellulosic sugars in the liquors. The optimal pretreatment conditions were found
to be 1302C, 1% H2S04 and 26 min, which allowed the recovery of 94% of the sugars
in raw BSG. Next, the effect of substrate concentration on the simultaneous
saccharification and fermentation (SSF) process of the pretreated solid was studied.
Likewise, the fermentability of the resulting prehydrolysate was evaluated with two
xylose fermenting microorganisms, Scheffersomyces stipitis and Escherichia coli. The
overall proposed BSG bioconversion process yielded 22.9 L bioethanol from 100 kg of

dry biomass.
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Resumen:

The aim of this work was to bioconvert all sugars in BSG into ethanol using a process scheme
that includes the enzymatic hydrolysis of the whole slurry resulting from the pretreatment of
BSG with phosphoric and sulfuric acid using previously optimised conditions, followed by the
co-fermentation of the mixed sugars. More than 90% of the sugars in raw BSG were
recovered in the pretreatment and the subsequent enzymatic hydrolysis of the whole
slurry. The co-fermentation of the enzymatic hydrolysates with ESCHERICHIA coli was then
compared with that the co-culture of Scheffersomyces stipitis and SACCHAROMYCES
CEREVISIAE, which resulted in lower ethanol production. The co-fermentation strategy
with a single microorganism (E. coli) when BSG was pretreated with phosphoric acid
resulted into the highest ethanol concentration, 39 g/L, which means that 222 L of ethanol

can be obtained from a ton of BSG without detoxification requirements.
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