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Prologo

Los actuales biocombustibles generan cada vez mas dudas acerca de su viabilidad e impacto
ambiental; es por ello que diversas investigaciones y proyectos tecnologicos en el mundo
estan buscando nuevas formas y fuentes de materias primas para la produccion de
combustibles renovables, con el objetivo de satisfacer la demanda energética mundial y
disminuir la contaminacion ambiental causada por los combustibles fosiles. Es asi como se ha
llegado al estudio y desarrollo de los biocombustibles de segunda generacion, cuyas materias
primas son los residuos vegetales.

Entre los diversos residuos vegetales que se pueden encontrar en la regién Piura se encuentran
los residuos agricolas de banano organico (hojas, pseudotallos y raquis), los cuales son
considerados como material lignocelulésico apto para la produccion de bioetanol, por
presentar en su composicion un alto contenido de celulosa y hemicelulosa; ademas, de ser un
recurso abundante en la region, el cual alcanza aproximadamente 560 t/dia de desechos. Esto
lo convierte en una potencial fuente de materia prima para la produccion de bioetanol de
segunda generacidon, que contribuiria a cubrir la demanda interna insatisfecha de etanol
anhidro; ademas de disminuir emisiones vehiculares de CO, de origen fosil.

En el curso de Proyectos, nosotros, los tesistas, junto a otros compaiieros, desarrollamos el
trabajo semestral titulado: “Disefio de la linea de produccion y analisis experimental de la
obtencion de etanol a partir de residuos agricolas de platano; en el distrito de Salitral,
Sullana”; trabajo que incluyd un estudio de pre factibilidad, un breve andlisis experimental y
el andlisis financiero del proyecto. Esta investigacion nos ha servido de base para profundizar
mas en la parte experimental de la obtencion de etanol a partir de los residuos agricolas de
banano organico.

Expresamos nuestro profundo agradecimiento a todas aquellas personas que han colaborado
con nosotros para la realizacion de la presente tesis, como lo son: nuestro asesor de tesis el Dr.
Ing. Gaston Cruz, los profesores informantes de la tesis; el Ing. Jorge Yaksetig; las asistentes
de los laboratorios de quimica y mecanica; y al Ing. Silvestre Lizama Rios, propietario de la
empresa Agua Vip S.A.C., de Marcavelica — Sullana.



Resumen

Los materiales lignoceluldsicos son considerados aptos para la produccion de etanol de
segunda generacion. En la region Piura se generan 5 400 000 toneladas/afio de residuos
agricolas de banano orgéanico (hojas, pseudotallos y raquis). En la presente tesis se ha
realizado un estudio experimental que ha permitido obtener etanol a partir de dichos residuos.

La secuencia de procesos para la obtencion de etanol a nivel de laboratorio, fue la siguiente:
pretratamiento, deslignificacion, hidrélisis enzimatica, fermentacion y destilacion.

Los pretratamientos utilizados fueron: Steam Explosion (SE) y Liquid Hot Water (LHW). La
mayor degradacion de la hemicelulosa correspondi6é a una variacién de pH de 2,5, en ensayos
de LHW con pseudotallo hiimedo; mientras que con el pretratamiento SE solo alcanz6 una
variacion de pH de 1,5.

La hidrélisis enzimatica se realizd6 con enzimas celuloliticas Cellic Ctec 2 (Novozymes),
alcanzando un rendimiento del 29%. El proceso de fermentacion se estabilizo al quinto dia,
sin haberse podido determinar la cantidad de glucosa presente.

Se consigui6 un destilado de 92% de pureza en peso y un rendimiento etilico de 0,078 g de
etanol/g de biomasa.

En conclusion, es técnicamente factible la produccion de etanol a partir de estos residuos, sin
embargo, es necesario abordar con mayor profundidad las condiciones Optimas para cada
proceso con el fin de implementar dicha tecnologia a nivel industrial.
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Introduccion

El calentamiento global atribuido al excesivo CO, emanado de los vehiculos que usan
combustibles fosiles, el elevado costo de estos combustibles y su pronta escasez, son los
principales motivos para que se realicen investigaciones sobre nuevas fuentes de combustibles
alternativos, especialmente que puedan producirse a partir de biomasa vegetal la cual no debe
competir con los alimentos, como es el caso del etanol a partir de los residuos agricolas de
banano organico, que es objeto de estudio en la presente tesis.

El objetivo principal de estudio, es la obtencidon de etanol a partir de hojas, pseudotallos y
raquis de banano orgénico excedentes de las areas de cultivo en la region Piura; para lo cual
se realizd un estudio experimental en el Laboratorio de Quimica de la Universidad de Piura.

Se analiz6 el efecto de dos métodos de pretratamiento: Steam Explosion (SE) y Liquid Hot
Water (LHW), seguido del proceso de deslignificacion con ozono y posterior hidrdlisis
enzimdtica. En esta Ultima se utilizaron enzimas de tercera generacion (Cellic CTec 2), las
cuales fueron enviadas desde Brasil por cortesia de la empresa Novozymes.

En el primer capitulo se presenta el marco tedrico de los biocombustibles a partir de fuentes
lignoceluldsicas, mostrandose un estudio del bioetanol y sus procesos; asi como una
descripcion general de las enzimas celuliticas. En el segundo capitulo se realiza una
recopilacion de datos de mercado, que incluye informacion relevante sobre la situacion
nacional e internacional del bioetanol y del banano organico de la region Piura. En el tercer y
cuarto capitulo se desarrolla la parte experimental de la tesis, en los cuales se describe los
métodos utilizados para obtener bioetanol en el laboratorio y se muestran los resultados
obtenidos. Finalmente, en el quinto capitulo se realiza un aporte para una potencial industria
de produccioén de bioetanol a partir de residuos de banano orgédnico en la regién Piura,
brindando informacién sobre las tecnologias existentes y el diagrama de proceso continuo
propuesto.

Se espera brindar un aporte en base a las investigaciones realizadas por otros autores, en torno
a la implementacion de nuevas tecnologias que permitan incrementar la produccion de
bioetanol y reducir el deterioro medioambiental; asi como contribuir al desarrollo de la
region.



Capitulo 1
Biocombustibles de fuentes lignoceluldsicas

En este capitulo se presentan los antecedentes de estudio de material lignoceluldsico, presente
en diversos residuos agricolas, como fuente de energia de segunda generacion para la
obtencion de etanol. Luego, un estudio del bioetanol como fuente de energia; y finalmente un
estudio sobre las enzimas celuloliticas actualmente utilizadas en el proceso de produccion de
bioetanol.

1.1 Estudio del material lignocelulosico
1.1.1 Definicion

La lignocelulosa es un sustrato complejo, formado por una combinacion de polisacaridos de la
celulosa y lignina. Es el principal componente de la pared celular de las plantas, cuyas
proporciones varian en funcion del tipo de biomasa [1].

Este tipo de material presenta un elevado potencial para la produccion de bioetanol debido a
su alto contenido de celulosa, y esta presente en residuos agricolas y forestales, tales como:
cafia de azucar, algodon, bambt, cascara de arroz, maiz, trigo, cebada, platano, entre otros [2].
1.1.2 Composicion

El material lignoceluldsico esta constituido por polisacaridos (celulosa, hemicelulosa y
pectinas), compuestos fenolicos (lignina) y compuestos minoritarios (minerales, lipidos y
proteinas).

1.1.2.1 Polisacaridos

Los polisacaridos estan compuestos por carbohidratos de alto peso molecular (celulosa y
hemicelulosa), que representan entre el 60 y 80% del total del material lignocelulosico [3].



=  Celulosa

Es un homopolimero lineal de elevado peso molecular, constituido por cadenas lineales de
celobiosa' (D-glucopiranosil-8-1,4-D-glucopiranosa); presenta entre 200 y 10 000 unidades
de glicosidicas en celulosa nativa, aunque este numero varia segun el tipo de material
lignocelulosico.

El enlace glicosidico se forma por la reaccion del grupo —OH hemiacetalico del carbono
anomérico de la B-D-glucopiranosa con el grupo —OH del carbono 4 de otra B-D-
glucopiranosa [4].

a
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Fig. 1.1 Unidad de celobiosa [4]

Desde un punto de vista macro, cada una de las hebras de celulosa estd enlazada a otras,
mediante puentes de hidrogeno, formando una estructura supramolecular semi cristalina,
dandole caracteristicas de insolubilidad.

El hecho de que los grupos —OH salgan lateralmente, permitiendo las uniones inter e
intramoleculares da lugar a las fibras elementales o miscelaneas, las cuales poseen zonas
amorfas que le confieren elasticidad y zonas de estructura cristalina que le confieren la
resistencia a la celulosa. La presencia de regiones amorfas permite una mejor penetracion de
reactivos quimicos.

Region amorfa
PO »~

=

| N
Region cristalina
Fig. 1.2 Regiones de las fibras elementales [3]
* Hemicelulosa

La hemicelulosa esta constituida por polimeros de unidades de anhidro azucares, unidos por
enlaces glucosidicos.

" Es un disacarido que se produce por la hidrélisis de la celulosa.



Estos polimeros estan constituidos por cinco monosacaridos: glucosa, manosa, galactosa,
xilosa y arabinosa. Ademas de mondmeros, la hemicelulosa presenta derivados de las osas
como los acidos hexurdnicos y deoxi-hexosas (ver Figura 1.3).

Fig. 1.3 Composicion de la hemicelulosa [4]

Las hemicelulosas pueden ser clasificadas de acuerdo a su estructura, en diferentes
polisacaridos: xilanos, mananos, B-glucanos y xiloglucanos.

Los xilanos son el principal componente de la hemicelulosa, y representa alrededor del 20-
30% del residuo agricola. Son heteropolimeros, formados por una cadena de xilosas unidas
por medio de un enlace B-1,4-glucosidico, uniéndose a pequefias cadenas de carbohidratos.

Los xiloglucanos consisten en una cadena principal de B— (1,4)-D-glucopiranosa. Hasta un
75% de las unidades de glucopiranosa pueden estar ramificadas con un monosacarido u
oligosacarido; este grado de ramificacion determina el grado de bioconversion de este tipo de
hemicelulosa.

La funcion principal de la hemicelulosa es mantener una interaccion con la celulosa y lignina,
para proporcionar rigidez a la pared celular [5].

1.1.2.2 Lignina

La lignina es un polimero tridimensional amorfo altamente ramificado, formado por la
polimerizacién deshidrogenativa de unidades de fenilpropano ligadas por diferentes tipos de
enlaces que se alternan de manera desordenada.

Se caracteriza por ser un complejo aromdtico (no carbohidrato) del que existen muchos
polimeros estructurales (ligninas); ademds es el polimero orgdnico mas abundante en el
mundo vegetal. Es importante destacar que es la tnica fibra no polisacarido que se conoce.

Proporciona rigidez a la pared celular, creando un material que es notablemente resistente a
los impactos, compresiones y flexiones. Los tejidos lignificados resisten el ataque de los
microorganismos, impidiendo la penetracion de las enzimas destructivas en la pared celular
[6].



= Estructura quimica de la lignina

La molécula de lignina es una macromolécula, con un elevado peso molecular, que resulta de
la unién de varios acidos y alcoholes fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico y sinapilico). Es
el polimero natural mas complejo en relacion a su estructura y heterogeneidad (ver Figura
1.4). Por esta razon no es posible describir una estructura definida de la lignina; sin embargo,
se han propuesto numerosos modelos que representan una ‘“‘aproximacion” de dicha
estructura.

Fig. 1.4 Estructura molecular de la lignina [3]
* Propiedades fisicas de la lignina

El grado de lignificacion afecta notablemente a la digestibilidad de la fibra. La lignina, que
aumenta de manera ostensible en la pared celular de la planta con el curso de la maduracion,
es resistente a la degradacion bacteriana, y su contenido en fibra reduce la digestibilidad de
los polisacaridos fibrosos.

La biodegradacion de la lignina puede ser dividida en dos procesos:

e La separacion de las cadenas que estan conectadas a las unidades monoméricas,
resultando una despolimerizacion de la lignina.
e La ruptura de los anillos aromaticos del polimero de lignina.



1.1.2.3 Otras sustancias

Entre las diversas sustancias que constituyen los materiales lignoceluldsicos se encuentran:
compuestos organicos, grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos,
azucares simples, pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, entre otros. Estas sustancias
desempefian la funcion de intermediarios metabdlicos, reservan la energia, contribuyen al
color, olor y a la resistencia al marchitamiento.

1.1.3 Caracteristicas y propiedades de los residuos lignoceluldsicos

» Los materiales lignoceluldsicos poseen una alta cantidad de agua, aproximadamente el
80% del peso en fresco.

Fig. 1.5 Componentes tipicos de los desechos agricolas [4]

= La pared celular de las plantas esta constituida por el entramado de microfibras ya
mencionadas (celulosa, hemicelulosa y lignina).

* La lignina y hemicelulosa se encuentran entretejidas con la celulosa formando una
especie de barrera natural lo que dificulta el acceso de enzimas a las largas cadenas de
glucanos.

» El principal impedimento tecnoldgico para la utilizacion de la biomasa vegetal es la
ausencia de una tecnologia de bajo costo dirigida a la recalcitrancia’ de la celulosa.

» La celulosa es el principal componente estructural del material lignoceluldsico, con cerca
del 50% del material; encargada de dar la alta resistencia a los ataques quimicos y a la
traccion mecanica, lo que dificulta las operaciones unitarias a las que puede ser sometido
el material lignoceluldsico.

» Los polisacaridos le confieren al material lignocelulosico un alto contenido energético,
por tal motivo en la actualidad se estdn realizando diversos estudios con el fin de
convertir esta biomasa en energia aprovechable para el hombre.

2 Resistencia al fraccionamiento de carbohidratos de la biomasa.



1.2 Estudio del etanol como biocombustible
1.2.1 Descripcion general

El etanol es una cadena de dos 4tomos de carbono unidos por un enlace simple, donde uno de
¢éstos esta enlazado a un grupo hidroxilo; producto de una fermentacion anaerobica de
azucares por medio de microorganismos, principalmente la levadura Saccharomyces
cerevisiae [7].

El etanol es utilizado en distintas empresas que se encuentran en la rama quimico-industrial,
médico-farmacéutico y en la produccion de biocombustibles a partir de materias primas
como: la cafa de azucar y maiz, las cuales compiten con la industria de produccion de
alimentos [8].

Puede utilizarse como tnico combustible, realizando modificaciones a los motores; pero en la
mayoria de los paises se prefiere utilizar mezclas de etanol con gasolina, que van desde un
10% hasta un 85% de etanol en volumen [3].

1.2.2 Propiedades y ventajas del bioetanol [9, 10, 11]

= El etanol es un compuesto organico de formula quimica C;HsOH.

= Se presenta como liquido a condiciones ambientales; es incoloro y limpido.

» Es biodegradable y es mas volatil que la gasolina.

* Su temperatura de ebullicion normal es 78,65 °C y su calor de vaporizacion es 38,56
kJ/mol.

= Los procesos de produccion de etanol

= El etanol introduce mas oxigeno a la mezcla combustible, mejorando la eficiencia de la
combustion.

* Produce menos didéxido de carbono que la gasolina; aunque, el impacto total depende de
los procesos de destilacion y la eficiencia de los cultivos.

» Presenta un elevado numero de octano (105).

* Presenta baja toxicidad en comparacion con los hidrocarburos.

= No contiene azufre, por tanto no emite SOy en la combustion.

* La combinacion de 90% de gasolina y 10% etanol puede ser usado en los vehiculos sin
ninguna modificacion en el motor.

1.2.3 Aplicaciones actuales

= En Brasil, el etanol producido a partir de cafia de azucar sustituye la mitad de la gasolina.

* En los Estados Unidos, gran productor mundial de etanol a base de maiz, el programa es
mas reciente y sus justificaciones son la eliminacion de aditivos en la gasolina y la
reduccion de las emisiones de gases que provocan el calentamiento global.

*» En los paises de Europa Occidental también se usa etanol producido del trigo y de la
remolacha. En esos paises el costo del etanol es de dos a cuatro veces mas elevado que en
Brasil y los subsidios internos y barreras aduaneras protegen las industrias locales,
impidiendo la importacion del etanol [12].

» En los tltimos afios se han desarrollado una serie de vehiculos capaces de funcionar tanto
con gasolina como con etanol o una mezcla de ambos. Se denominan Flexible Fuel
Vehicles (FFV); estos automoéviles disponen de un sensor que detecta la relacion
etanol/gasolina y, en funcidon de ésta, ajustan la carburacién del motor (modifica la



mezcla de aire y combustible tratando de mantener la potencia y el consumo del
automovil en un valor 6ptimo).

= Existen diversas combinaciones de biocombustible, como: E5 que significa una mezcla
del 5% de bioetanol y el 95% de gasolina; E10 significa 10% de bioetanol y el 90% de
gasolina, esta mezcla es la mas utilizada en EEUU ya que hasta esta proporcion los
motores de los vehiculos no requieren ninguna modificaciéon e incluso produce la
elevacion del nimero de octano en la gasolina mejorando su resultado y reduccion de la
emision de gases contaminantes; E85: mezcla de 85% de bioetanol y 15 % de gasolina,
utilizada en vehiculos con motores especiales.

= E95 y E100: mezclas hasta el 95% y 100% de bioetanol son utilizados en algunos paises
como Brasil con motores especiales.

= E-Diesel: el bioetanol permite su mezcla con gasoil utilizando un aditivo solvente,
obteniendo este producto de muy buenas caracteristicas en cuanto a combustion y
reduccion de contaminacion; ofreciendo asi, otras alternativas al bioetanol en el campo de
los vehiculos diesel.

= Etil Terbutil Eter (ETBE): No se comercializa como un biocombustible, sino que se
utiliza como un aditivo de la gasolina. Se obtiene por sintesis del bioetanol con el
isobutileno, subproducto de la destilacion del petrdleo. El ETBE posee las ventajas de ser
menos volatil y méas miscible con la gasolina que el propio etanol y, como el etanol, se
adiciona a la gasolina en proporciones del 10 al 15%.

1.2.4 Procesos de obtencion de bioetanol

Biomasa Acondicionamiento dela
. materia prima

Cultivode

. CO:
levadura Fermentacidn —
T H:0, Vinaza
Destilacion -
Subproductos

Deshidratacidon

Etanol (99,9 % vol)
Fig. 1.6 Diagrama de proceso de produccion de etanol

El etanol puede ser producido utilizando azucares, cereales (almidon) o biomasa
lignocelulosica, los cuales contienen glucosa como su componente fundamental.

Para la obtencién de alcohol a partir de cualquiera de las materias primas, se precisa la
obtencion de una disolucion acuosa de azucares denominada mosto, que sirva de base para los



procesos de fermentacion mediante levaduras que dan como resultado una mezcla de etanol y
agua que se somete a destilacion [4].

1.2.4.1 Produccion convencional de etanol

El proceso consta de unas primeras etapas de trituracion, extraccion, prensado y filtrado que
tienen por objeto reducir el tamafo y obtener una solucion acuosa de azlcares que pasa a la
etapa de fermentacion y luego a la destilacion, rectificacion y deshidratacion (ver Figura 1.6).

=  Fermentacion

Es la degradacion anaerdbica de los compuestos organicos, realizada por las enzimas de
ciertos microorganismos, llamados levaduras o fermentos. Se produce la transformacion de
una molécula de glucosa en dos moléculas de etanol y en dos de diéxido de carbono.

C6H1206 EE— 2C2H50H + 2C02

La forma tradicional de fermentacioén es con un proceso discontinuo, utilizando células libres
de levadura [13].

A pesar de parecer una reaccion simple, la fermentacion es en realidad una reacciéon compleja
ya que las levaduras ademas de transformar los azicares en alcoholes utilizan otros nutrientes
para reproducirse.

La levadura mas utilizada comercialmente es la Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura
convierte la glucosa en etanol bajo condiciones anaerdbicas, generando dos moles de adenosin
trifosfato (compuesto portador de energia en los seres vivos), por cada mol de glucosa
consumida [14], ademéds de 2 moles de etanol. Este microorganismo tiene también la
capacidad de convertir las hexosas en CO, aerdbicamente, por lo que dependiendo de las
concentraciones de O; en el medio de cultivo y de la fuente de carbono, se puede favorecer
uno de los dos procesos. Las levaduras tienen la ventaja adicional de tolerar concentraciones
relativamente altas de etanol [15].

Para evaluar la efectividad de la fermentacion se utilizan rendimientos biomasa/producto y
producto/sustrato [16]. El rendimiento tedrico para la fermentacion es de 0,511 g de etanol y
0,489 g de CO; por gramo de glucosa; sin embargo, debido a que la levadura utiliza la glucosa
para producir, también, otros productos, es dificil alcanzar este rendimiento tedrico. El
rendimiento experimental varia entre 90 y 95% del tedrico y los rendimientos industriales
varian entre 87 y 93% del tedrico [16].

Los principales productos de la fermentacion alcohodlica son el etanol y CO,, sin embargo,
durante el proceso muchos productos intermedios quedan sin reaccionar como son el piruvato
y el acetaldehido; también, se forman otros alcoholes pesados producto de la fermentacion de
otros azlicares como las pentosas [17].

= Destilacion
La destilacion es un proceso de separacion por diferencia en los puntos de ebullicion de los

componentes de una mezcla, que al ser sometidos al calor, los compuestos mas volatiles como
el alcohol se evaporan y se concentran en fase de vapor.



Algunos tipos de destilacion:
a. Destilacion simple

En este tipo de destilacion se produce la vaporizacion de un material por la aplicacion de
calor; el método es empleado en la industria de capacidad moderada y pequeiia, para llevar a
cabo separaciones parciales de los componentes mas volatiles de mezclas de liquidos
miscibles.

Normalmente, la mezcla liquida es cargada en lotes a un recipiente y sometida a ebullicion.
Los vapores que se desprenden continuamente, se condensan y se recolectan sin que tenga
lugar ninguna condensacidn parcial ni retorno al recipiente en donde se lleva a cabo el
calentamiento y ebullicién de la mezcla.

La primera porcion del destilado serd la mas rica en el componente més volatil y conforme
continta la destilacion, el producto evaporado se va empobreciendo. Por lo tanto, el destilado
puede recolectarse en varios lotes separados, llamados fracciones, obteniéndose asi una serie
de productos destilados de diferente grado de pureza [18].

b. Destilacion fraccionada

Una columna de fraccionamiento consta de un tubo de vidrio de gran superficie interna que
facilita el intercambio de calor entre el vapor ascendente (mds caliente) y el condensado
descendente (mas frio). Con ello, aparecen a lo largo de la columna multitud de
vaporizaciones y condensaciones (equilibrios liquido-vapor), resultando que, a medida que se
asciende en la columna, el vapor es cada vez mas rico en uno de los componentes, mientras
que el residuo se enriquece en el otro.

Con una columna suficientemente larga, los productos de la destilacion fraccionada (destilado

y residuo) pueden ser componentes puros o un componente puro y un azedtropo, segun que la
mezcla sea ideal o no ideal [18].

Fig. 1.7 Destilacion fraccionada en el laboratorio
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¢. Rectificacion

La destilacion por rectificacion es una destilacion multietapas, donde se vuelve a destilar el
condensado obtenido de la destilacion anterior, de esta forma se obtiene un nuevo destilado
con un mayor contenido de componentes mas volatiles, aumentandose en cada etapa la pureza
del destilado [19].

La destilacion se realiza en una columna de destilacion en contracorriente, donde la mezcla
liquida a separar se lleva al fondo de la columna y se lleva a ebullicidon, mientras que el vapor
generado sube por la columna, sale de ella por la parte superior y se condensa. Parte del
condensado se obtiene como producto (destilado), mientras el resto retorna a la parte superior
de la columna, y estd se denomina reflujo.

Fig. 1.8 Esquema de una columna de destilacion discontinua [20]
*  Deshidratacion del etanol

La deshidratacion es un proceso fisico que consiste en la separacion del agua del destilado,
para incrementar la pureza del etanol [21].

La deshidratacion produce una mezcla liquida de compuestos quimicos que hierven; éstos son
llamados azedtropos [21].

Existen diversos procesos de deshidratacion del etanol rectificado, tales como: [22]

a. Destilacion al vacio

El sistema para obtener etanol anhidro consta de dos columnas consecutivas; la primera
columna (columna despojadora) lleva la solucion diluida hasta una composicion cercana a la

azeotropica y luego esta solucion se lleva a la segunda columna en la que se aplica el vacio
para deshidratar el etanol y obtener una composicion por encima del 99% en volumen [23].
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Fig. 1.9 Destilacién al vacio [23]

b. Destilacion azeotropica

Este sistema utiliza tres columnas; la primera es la columna despojadora, la cual concentra la
solucion alcohdlica hasta un punto cercano al azeotropico; en la segunda columna se afiade un
disolvente que produce un azedtropo heterogéneo que posteriormente pasa a una decantacion
y la tercera columna retira el disolvente remanente y lo devuelve a la segunda columna [23].

El proceso se inicia con la adiciéon de un disolvente o compuesto modificador (benceno o
ciclohexano) a la mezcla de alimentacion azeotropica, en la segunda columna de destilacion
fraccionada, para formar un Azeo6tropo Ternario Heterogéneo (ATH); luego este ATH se
separa como destilado en dicha columna [21].

Por la parte superior de esta segunda columna se obtiene el etanol anhidro. El ATH es
condensado como producto de cabeza y se le decanta para obtener dos fases inmiscibles. La
fase organica, regresa a la columna azeotropica como reflujo, mientras la fase acuosa es
bombeada a una tercera columna de destilacion fraccionada, llamada recuperadora, donde se
separa el disolvente o compuesto modificador del agua [21].

Fig. 1.10 Destilacion azeotrépica [23]
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c. Destilacion extractiva

Consiste en adicionar un solvente no volatil, de alto punto de ebullicién y miscible con la
mezcla de alimentacion azeotrdpica, en una columna de destilacion fraccionada, para alterar
las volatilidades de los componentes claves, sin la formacion de un nuevo azeotropo [21].

Consta de tres columnas de destilacion fraccionada. La primera columna es la rectificacion y
es similar a la descrita para la destilacion azeotrdpica. La segunda columna, llamada
extractiva, recibe la solucion alcoholica rectificada y al solvente en contracorriente. En el tope
de la columna, el etanol anhidro es condensado y obtenido como producto principal. La
corriente de fondo de la columna, constituida por agua y solvente, se alimenta a una tercera
columna, llamada recuperadora; donde el agua es separada del solvente como producto de
cabeza y es enviada como alimentacion a otras etapas del proceso [21].
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Fig. 1.11 Destilacion extractiva [23]

d. Destilacion extractiva salina

Es un proceso andlogo a la destilacion extractiva, con la diferencia de que el agente es una sal
ionica, no volatil y soluble en la mezcla de alimentacion [21].

Entre las ventajas de la destilacion salina se encuentran las siguientes [24]:

* Disminucion del nimero de equipos requeridos para la destilacion, ya que con una
sola columna se puede reconcentrar el alcohol proveniente de la fermentacion y
obtenerlo muy puro (99,8-99,9% molar).

= La operacion requiere de pequenas cantidades de agente salino.

* El producto obtenido esta totalmente libre del electrolito, debido a la baja volatilidad
de éste.

= Se requieren bajos costos energéticos y de equipos.

Las sales mas comunes utilizadas para este fin son: cloruro de sodio (NaCl), cloruro de
potasio (KCI), yoduro de potasio (KI), cloruro de calcio (CaCl,) y acetato de potasio
(C2H305K).
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Fig. 1.12 Destilacion salina [24]

e. Tamices moleculares

Son sustancias granulares fabricadas a partir de aluminosilicatos de potasio, que estan
caracterizadas por su capacidad de retener sobre su superficie algunos tipos de especies
quimicas, que por lo general son disolventes.

La operacion de separacion por tamices moleculares puede darse en fase liquida o de vapor.
En la operacion en fase liquida, se utiliza gas caliente para la regeneracion del lecho de tamiz
molecular; esto conduce a un deterioro acelerado por causa del choque térmico. La
regeneracion se lleva a cabo haciendo pasar una corriente de gas caliente a través del lecho de
tamiz molecular. La operacion en fase vapor permite alargar la vida promedio del tamiz hasta
por 10 afios, ya que la regeneracion se hace recirculando parte de los vapores de etanol
anhidro sobrecalentado al lecho, con el fin de retirar la humedad acumulada [23].
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Fig. 1.13 Sistema de tamices moleculares [23]
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f. Pervaporacion

Es un proceso relativamente nuevo y mds complejo, que remueve compuestos organicos
volatiles de mezclas acuosas y presenta elementos en comun con la 6smosis inversa y la
separacion de gases [23].

Una mezcla liquida se pone en contacto con una membrana polimérica permeable
microporosa y selectiva. Uno de los componentes de la mezcla es transportado a través de la
membrana, en estado vapor, siendo condensado y recuperado.

La permeacion es inducida por una disminucion de la presion parcial del componente
permeable mediante vacio o por una corriente de un gas inerte. La corriente del tope de una
columna rectificadora es enviada a una unidad de pervaporacion, donde el permeado es
obtenido al reducir la presion del otro lado de la membrana hidrofilica. El etanol anhidro es
obtenido como producto de la unidad. El permeado es condensado y enviado a un tanque
almacenador, de donde es reciclado a la columna rectificadora.
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Primera Etapa Segunda Etapa Tercera Etapa Cuarta Etapa
Fig. 1.14 Pervaporacion [23]
g. Procesos hibridos [23]

Es la tecnologia mas prometedora para la deshidratacion de etanol, en especial para el sistema
de destilacion-pervaporacion, afadiéndose como beneficio principal la disminucion
considerable de los costos de inversion y de operacion.

La alimentacion se envia a la columna de destilacion, que opera a presion atmosférica, donde
se produce agua casi pura y un destilado rico en etanol. Luego el destilado se envia a una
etapa de pervaporacion, donde se produce un permeado y un retenido. El vapor permeado se
condensa bajo condiciones de vacio y se recircula a la columna de destilacion.
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1.2.4.2 Produccion de etanol a partir de material lignoceluldsico

La obtencion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica es un proceso complejo debido a la
poca accesibilidad a la celulosa, pues forma parte de una matriz entremezclada con lignina y
hemicelulosa; es por ello que son necesarios pretratamientos que degradan la hemicelulosa;
asi como procesos de deslignificacion que eliminan la lignina, permitiendo una mayor
accesibilidad a la celulosa, y facilitando el proceso de hidrolisis.
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Fig. 1.16 Diagrama de proceso de produccién de etanol de material lignocelulésico
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=  Pretratamientos

Existen diversos tipos de pretratamientos (fisicos, quimicos, térmicos, biologicos) que
permiten la degradacion de hemicelulosa y lignina de la biomasa [25].

a. Pretratamiento fisico [26]
Trituracion mecanica

El pretratamiento de trituracion mecanica se utiliza para reducir el tamafio de particula y
cristalinidad de la lignocelulosa, de la madera, con el fin de aumentar el area de superficie
especifica y reducir el grado de polimerizacion.

Extrusion

La extrusion es un nuevo y prometedor pretratamiento fisico para la conversion de biomasa
para la produccion de etanol.

En la extrusion, los materiales se someten a calentamiento, mezcla y cizallamiento, lo que
resulta en modificaciones fisicas y quimicas durante el paso a través del extrusor. Las ventajas
de este pretratamiento son: la capacidad de proporcionar alta cizalla, transferencia de calor
rapida y rapida mezcla.

b. Pretratamiento quimico
Pretratamiento con acido [26]

Los pretratamientos acidos emplean catalizadores para conseguir un efecto mas fuerte en la
hemicelulosa y en la lignina que en la celulosa cristalina.

Su principal objetivo es solubilizar la fraccion de hemicelulosa de la biomasa, haciendo que la
celulosa sea mas accesible a las enzimas.

Los procesos catalizados por acido se pueden clasificar en dos grupos: tratamientos con
acidos concentrados o tratamientos con acidos diluidos. Sin embargo, la utilizaciéon de los
acidos concentrados es menos atractivo para la produccion de etanol, debido a la mayor
formacion de compuestos inhibidores de las levaduras.

Pretratamiento alcalino [25]

Los pretratamientos alcalinos incrementan la digestibilidad de la celulosa y son mas eficaces
para la solubilizacién de la lignina, presentando un efecto menor sobre la celulosa y la
hemicelulosa que los procesos 4cidos o hidrotérmicos [27]. Esta tecnologia es efectiva en
funcion del contenido de lignina de la biomasa y se puede realizar a temperatura ambiente.
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¢. Pretratamiento fisico-quimico
Oxidacion humeda

Es un método de pretratamiento oxidante que emplea oxigeno o aire como catalizador.
Cuando no se afiade oxigeno, el proceso es similar a un pretratamiento hidrotérmico y
comparable al pretratamiento de explosion de vapor. Se realiza durante 5-15 min a
temperaturas de 170 a 200 °C y a presiones de 10 a 12 bar.

Expansion de fibra por amoniaco (AFEX)

Durante el pretratamiento AFEX, la biomasa se trata con amoniaco anhidro liquido, con
temperaturas entre 60 y 100 °C y presiones elevadas durante un periodo de tiempo variable
[28]. El amoniaco tiene un marcado efecto sobre la lignocelulosa, causando la
descristalizacion parcial de la celulosa y el desglose de lignina [29].

En condiciones 6ptimas, AFEX puede alcanzar mas del 90% de conversion de la celulosa y
hemicelulosa en azlcares fermentables. A pesar de la poca eliminaciéon de la lignina, la
digestion enzimadtica con cargas bajas de enzimas es muy alta en comparacién con otras
alternativas de pretratamientos.

d. Pretratamiento biologico

El pretratamiento de lignocelulosa con hongos se considera un proceso favorable al medio
ambiente debido a que no se utilizan productos quimicos; ademas, no es corrosivo, no
requiere de mucha energia y produce pocos inhibidores [30].

El cultivo sumergido de los hongos de pudricion blanca como Pleurotus ostreatus produce
enzimas ligninoliticas. Este tipo de hongo degrada la lignina mas extensa y rapidamente que
cualquier otro microorganismo. Su actividad parece estar relacionada a la produccion de
enzimas como manganeso peroxidasa y la lacasa, que es una polifenol oxidasa capaz de
oxidar polifenoles, fenoles sustituidos y diaminas.

e. Pretratamientos hidrotérmicos

Para la presente tesis se ha empleado los siguientes pretratamientos hidrotérmicos: Steam
Explosion (SE) y Liquid Hot Water (LHW), asi como deslignificacion por ozonizacion.

Los pretratamientos hidrotérmicos fueron escogidos debido a su bajo impacto en el medio
ambiente, ya que no requieren de la adiciéon de quimicos, ademds de presentar menores
cantidades de inhibidores en comparacion al resto de experimentos, los cuales podrian afectar
la eficacia de los procesos posteriores [25].

Steam Explosion

Es uno de los métodos mas utilizados para la degradacion de la hemicelulosa en la biomasa.
Consiste en someter a la biomasa a elevada temperatura y presion de vapor saturado (140 °C -
240 °C y 0,32 MPa - 3,4 MPa) dentro de un biorreactor, para luego ser despresurizado de
manera instantanea y violenta sobre un tanque recolector, ocasionando el rompimiento de la
hemicelulosa del material y la formacion de acido acético [25].
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El rompimiento de la hemicelulosa es producto de la accion degradante de la evaporacion
instantanea del agua interna de la biomasa, que ademas ocasiona la formacion de éacido
acético debido a la reaccion del agua con los radicales acetilos desprendidos de la
hemicelulosa [31].

A este proceso sin la adicion de productos quimicos o biologicos se le conoce como
autohidrolisis; bajo estas condiciones, los grupos acetilos de la hemicelulosa generan acidos
(acético, formico, levulinico), los cuales se cree incrementan la eficiencia total del
pretratamiento; sin embargo, estos compuestos son inhibidores para los microorganismos
usados durante el proceso de fermentacion [26].

Liquid Hot Water

Es un pretratamiento hidrotérmico que tampoco requiere de la adicion de quimicos. Una alta
presion y un espacio libre del 25% aproximadamente [2] del biorreactor mantienen el agua en
estado liquido a elevadas temperaturas (170 °C - 230 °C) [32]. El pH debe mantenerse dentro
de un rango de 4-7 [2].

El vapor saturado o el agua caliente condensan el agua presente en las células de la biomasa,
como resultado se liberan acidos organicos (4cido acético y acido urdnico) por saponificacion
de hemicelulosa urdnica y grupos acetilos. Ademas, las elevadas temperaturas utilizadas en
ambos pretratamientos, hacen que el agua presente en la mezcla actiie como acido acético o
formico [17], el cudl degrada casi en su totalidad la hemicelulosa y parcialmente la lignina
haciendo la celulosa mas accesible a la hidrolisis enzimatica [25].

f. Deslignificacion por ozonizacion

Se denomina deslignificacion a la eliminacion selectiva de la lignina de los materiales
lignocelulosicos, esto se consigue fragmentando la lignina y disolviendo los fragmentos [33].

El método de deslignificacion que se usa en la parte experimental de esta tesis es por
ozonizacion, que consiste en inyectar ozono a una mezcla embebida en una solucion de acido
acético, para degradar la hemicelulosa y lignina presentes.

El ozono es un agente oxidante que muestra una eficiencia de deslignificacion alta [34].
Ademas, en presencia de 4cido acético se solubiliza y presenta una gran selectividad hacia la
degradacion de la lignina y las materias organicas presentes [35].

Se conoce que a mayor contenido de lignina, el ozono ataca mas directamente a la lignina y
por tanto, el porcentaje de glucanos® en términos relativos aumenta [36]. La hemicelulosa es
ligeramente afectada, mientras que la celulosa no es afectada. Asi, la cantidad de compuestos
de degradacion derivados de la hemicelulosa y de la celulosa es muy baja.

Las ventajas que el proceso ofrece es que no produce compuestos inhibidores y puede
realizarse en condiciones ambientales de presion y temperatura. Entre sus desventajas se tiene
que debido a la gran cantidad de ozono necesaria, puede hacer al proceso econémicamente
inviable [25].

? Los glucanos son polimeros de glucosa, con enlaces glucosidicos entre sus residuos de tipo B(1-4). Los
glucanos (1-4) del tipo del almidon, quedan alineados de forma helicoide.
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=  Hidrdlisis de la celulosa

Se entiende por hidrélisis al proceso por el cual se incorpora agua y se descompone la
celulosa en glucanos y glucosa.

Existen dos tipos de hidrolisis:
a. Hidrolisis acida

Constituye una reaccion heterogénea, en la que el material celuldsico esta en fase solida y el
agente hidrolitico en fase acuosa.

Los acidos como el H,SO4 y HCI concentrados son poderosos agentes que hidrolizan la
celulosa pero son toxicos, corrosivos y peligrosos, por lo que requieren de reactores que
resistan la corrosion.

El pretratamiento con acido presenta un rendimiento relativamente bajo y, alta formacion de
subproductos, necesitando un elevado consumo de energia [37], e incrementando los costos
en comparacion con otros tratamientos.

Después de la hidrdlisis acida se requiere de una neutralizacion del pH para evitar la
inhibicion durante la fermentacion [22].

b. Hidrolisis enzimatica

El proceso de hidrdlisis enzimatica degrada la celulosa presente en la biomasa, mediante la
adicion de enzimas celuloliticas.

Este proceso consume menos energia y puede dar un producto puro con mayor rendimiento
[37]. Una buena medida de la eficacia de una enzima es el porcentaje de conversion de
celulosa, que se define como la cantidad de celulosa convertida en glucosa dividida por la
cantidad total de celulosa. Se puede lograr una alta conversion de celulosa aumentando la
dosis de enzima o el tiempo de hidrodlisis [38].

La hidrolisis enzimatica en un medio heterogéneo, tiene las siguientes etapas (ver Figura
1.17): [39]

» Transferencia de las moléculas de enzima (E) de la solucién acuosa a la superficie de
sustrato de celulosa (S).

* Formacion del complejo enzima-sustrato (ES), previa adsorcion de las moléculas de
enzima sobre la celulosa.

» Transferencia de las moléculas de agua hacia los centros activos del complejo ES.

= Reaccion en la superficie del sustrato y transferencia de los productos solubles (P),
glucosa y celobiosa, desde la superficie de la celulosa hacia el medio dispersante acuoso.

=  Descomposicion de la celobiosa en glucosa por medio de 3-glucosidasas.

Adsorcion:  (S) + (E) <> [(ES)]
Reaccion: [(ES)] > (E) +(P)
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Fig. 1.17 Interaccién enzima-sustrato [39].

1.3 Estudio de las enzimas celuloliticas
1.3.1 Descripcion general

La mayoria de microorganismos celuloliticos como Trichoderma sp, Sporotrichum sp,
Penicillium sp, y Aspergillus sp, son capaces de producir tanto celulasas como xilanasas® [40].

La produccion microbiana de estas enzimas esté sujeta a diferentes mecanismos de regulacion
que han sido estudiados durante décadas, encontrandose diversas condiciones de elaboracion
y propiedades finales [41].

Las celulasas son enzimas de accion hidrolitica, derivadas de procesos naturales de
fermentacion, que presentan un enorme potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa y
azucares solubles. Participan en el rompimiento de los enlaces glicosidicos 3-1,4 presentes en
la celulosa.

Una enzima celulasa es una mezcla de diversos componentes enzimaticos, que forman lo que
se denomina un complejo enzimatico, que actia de forma sinérgica en la degradacion de la
celulosa [39]. Este complejo presenta por lo menos tres actividades diferentes [42], que a su
vez existen en una multiplicidad de formas para llevar a cabo la hidrdlisis total de la celulosa.

1.3.2 Ventajas de la hidrolisis enzimatica [39, 43]

= Sustituye el uso de tratamientos acido.

* No presentan una amenaza para el medio ambiente.

= Son catalizadoras, acelera las reacciones bioquimicas.

* La actividad catalitica de la enzima depende tanto de su capacidad de adsorcion sobre el
sustrato, como de la formacion del complejo activo enzima-sustrato.

* Convierten la celulosa en aztcares fermentables.

* Mejora la conversion de la biomasa lignoceluldsica en azucares.

* Pueden trabajar a baja temperatura y pH moderado.

* Enzimas que degradan la hemicelulosa.
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1.3.3 Actividad enzimatica celulolitica

Se ha demostrado que parametros como la temperatura, tipo de enzimas, mohos y propiedades
fisicoquimicas influyen en el desarrollo del proceso de degradacion enzimatica.

Para el desarrollo y estudio de la actividad enzimatica de sustratos celuldsicos se consideran
cuatro factores [39]:

» Estructura y propiedades fisicoquimicas del sustrato celulosico.

» Las propiedades y modo de accion de la enzima celulasa.

* El modo de interaccion entre las moléculas de enzima y celulosa.
» Las condiciones del medio del sistema reaccionante.

Dentro de las tres actividades de las celulasas tenemos a las endo-B- 1,4-glucanasa o
carboximetil celulasa, encargadas de romper al azar los enlaces internos de la molécula en las
regiones amorfas, de producir un rapido decremento en la longitud de la cadena y de un lento
incremento de los grupos reductores libres; las exo-B-1,4-glucanasa o avicelasa, remueven
unidades de glucosa o celobiosa a partir del extremo libre no reductor de la cadena de
celulosa, dando como resultado un incremento répido en los azicares o grupos reductores y
poco cambio en el tamafo del polimero y, finalmente la B-glucosidasa hidroliza la celobiosa
producida por las actividades anteriores, dando como producto final la glucosa [44].

La especificidad de la catélisis hace que para cada celulasa utilizada, las condiciones de pH y
temperatura sea diferente, variando en funcién del tipo de enzima comercialmente utilizado.
Por lo tanto, la efectividad y reproductibilidad del tratamiento depende del control de estas
dos variables [39].

1.3.4 Enzimas celuloliticas Cellic CTec 2

Novozymes es una empresa de biotecnologia con un fuerte enfoque en la produccion de
enzimas, la cual ofrece mas de 700 productos biotecnoldgicos para diversos sectores como:
alimentos y bebidas, biofarma, textil, pulpa y papel y, bioenergia.

Dentro del sector de bioenergia produce enzimas que ayudan a la conversion de la celulosa en
azucares fermentables; estas enzimas se han perfeccionado a lo largo de los afios, hasta llegar
a las enzimas Cellic CTec 2 y Cellic CTec 3, las cuales logran mejores resultados con
menores cantidades de enzimas.

Por contacto con la empresa Novozymes, se consiguid las enzimas de tercera generacion:
Cellic CTec 2, usadas durante la parte experimental de la presente tesis.

1.3.4.1 Descripcion general

Las enzimas Cellic CTec 2 son un tipo de celulasa compleja, que se utiliza para la conversion
de celulosa en azucares fermentables.

La empresa fabricante (Novozymes) la considera como la primera enzima comercialmente
viable para la producciéon de biocombustibles, que permitirdn la produccion de etanol
celulodsico a un costo por debajo de 2 dolares por galon [45].
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Estas enzimas funcionan en distintos tipos de materias primas, incluyendo mazorcas y tallos
de maiz, paja de trigo, bagazo de cafia de azucar y astillas lefiosas [45].

1.3.4.2 Importanciay usos

Se ha comprobado que estas enzimas incrementan el rendimiento del proceso de obtencion de
etanol de fuentes celuldsicas, que es uno de los principales factores influyentes para alcanzar
una rentabilidad apropiada para su comercializacion.

Las enzimas pierden gradualmente su actividad con el trascurrir del tiempo; es por ello que el
almacenamiento prolongado y/o condiciones adversas, tales como temperaturas altas, puede
provocar el incremento de la dosis recomendada. Las condiciones de almacenamiento
recomendables son de 0 a 25 °C, en un envase cerrado herméticamente y protegido del sol.

La empresa Novozymes recomienda una dosis basada en el nivel de celulosa contenida en el
sustrato obtenido del pretratamiento que se utilice. Se sugiere que la dosificacion de enzima,
para la investigacion inicial de un sustrato, sea de: 1,5%, 3,0%, 6,0%, y 30,0% w/w (g
enzima/g de celulosa).

Las condiciones favorables para la hidrolisis enzimatica con estas enzimas son: temperatura
45 °C-50 °C y pH 5,0-5,5. Tanto la temperatura como el pH son parametros que deben
mantenerse constantes a lo largo de la hidrdlisis, que se estima en aproximadamente 72
horas [38].

1.3.4.3 Resultados previos

La empresa Novozymes ha colaborado con diferentes empresas de produccion de etanol en el
mundo, las cuales han trabajado con la familia de productos Cellic para lograr la optimizacion
del proceso de produccion de etanol celuldsico.

El producto ha sido aplicado a diferentes materias primas y pretratamientos mecanicos y
termoquimicos. Se ha determinado que si la materia prima pretratada contiene una cantidad
apreciable de hemicelulosa, es recomendable combinar la celulasa Cellic CTec 2 y HTec 2,
para impulsar la hidrdlisis de la celulosa.

En el Anexo A se presenta una informacion técnica de estas enzimas.



Capitulo 2
Bioetanol y residuos de banano: situacion y potencial

En este capitulo se presenta la situacion actual del mercado peruano del etanol. Ademas, se
hace una pequefia descripcion del mercado internacional, dado que una empresa de
produccion de etanol debe contemplar la exportacion de este producto, por la demanda que
tiene en distintos paises.

Por otra parte, se describen los residuos lignocelulésicos derivados del cultivo de banano
organico, evaluando su potencial para la produccion de etanol.

2.1 Situacion internacional del etanol

El etanol es un biocombustible que puede ser mezclado con la gasolina. Asimismo, es usado
como insumo en las industrias de cosméticos, farmacéutica, quimica, elaboracion de bebidas,
entre otras.

Paises como Brasil, EE.UU., India, Colombia, Tailandia, y la mayoria de paises
industrializados estdn comprometidos a emplear el etanol como combustible automotor
alternativo, motivados por las preocupaciones ambientales y por la busqueda de otras
alternativas al consumo de hidrocarburos. Ademds, las importaciones de petroleo se
acrecientan cada vez mas a nivel mundial, producto de la industrializacion de estos paises,
ocasionando grandes desembolsos economicos y pérdida de la calidad ambiental en estas
naciones. [46]

El continente americano concentra el 88% de la produccion mundial de etanol. Estados
Unidos y Brasil son los principales productores con 63% y 24% de la produccion mundial
respectivamente. Aunque en el 2011 la produccion mundial de etanol disminuyo respecto al
ano anterior, Estados Unidos alcanz6 la mayor produccion de toda su historia, 53 000
millones de litros [47].

En el 2011, Estados Unidos export6 niveles record de etanol, con un total de 1 200 millones
de galones, comparados con los casi 400 millones de galones en el 2010, siendo Brasil el
principal destino, seguido de Canada y Europa [48].

China es el principal productor de etanol en Asia y el cuarto a nivel mundial. En el 2012 la
produccion conjunta de sus cinco plantas (4 instalaciones basadas en cereales y una basada en
yuca) alcanzé 2 400 millones de litros de etanol [49]. Con el fin de seguir aumentando la
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produccién de etanol, el gobierno de China otorga subvenciones de produccion a todas las
plantas del pais [50].

Tabla 2.1 Produccion mundial de etanol del 2007 al 2012, en millones de litros [49]

Pais 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Argentina - - 25 132 210 270
Australia 50 131 208 284 298 450
Brasil 20 196 24 772 22 556 25326 19935 | 20220
Canada 640 850 955 1200 1350 1 800
China 1 700 2 000 2 050 2 050 2100 2400
Colombia 272 256 327 2901 337 370
Unioén Europea 1 803 2 816 3702 4258 4450 4 985
India 170 263 105 365 430 610
Tailandia 192 336 401 426 510 690
Estados Unidos 24 552 34 968 40 728 50 087 52805 | 52000
Pert - - 7 126 180 288
Otros 301 486 652 592 812 1034
Tabla 2.2 Mezclas de etanol en algunos paises [47]
Pais Mezcla obligatoria | Comentario
Argentina E5
Australia E6, ES E6 en New South Wales , E5 en Queensland
Bélgica E4
Brasil E18-25
Canada E5 E7,5 en Alberta
China E 10 En 9 provincias
Colombia ES8
Alemania E10
Guatemala ES5
India E10
Indonesia E3
Jamaica E10
Paraguay E24
Pert E7,8
Espafia E6,5
Filipinas EIO
E10 en Missouri, Montana, Florida, Minnesota,
Estados Unidos |E10, E9, E2 Oregon; E9 en Florida; E2 en Luisiana y
Washington
Uruguay ES
Zambia E10
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2.2 Situacion nacional del etanol

El Decreto Supremo N° 021-2007-EM “Reglamento para la comercializacion de
biocombustibles”, establece que a partir del 1° de enero de 2010, la gasolina comercializable
en el mercado peruano tiene 7,8% de etanol carburante.

En la Tabla 2.3 se muestran las fechas de inicio de la aplicacion del mencionado reglamento,
en las diferentes regiones del pais:

Tabla 2.3 Cronograma de aplicacion de la comercializacion obligatoria de gasohol en las regiones del Peru [51]

Region Fecha de inicio
Piura y Lambayeque 01 de abril de 2010
Tumbes y Cajamarca 01 de mayo de 2010
La Libertad y Ancash 01 de junio de 2010
Huénuco 01 de julio de 2010
Pasco 01 de agosto de 2010
Junin 01 de septiembre de 2010
Lima y Callao
Ica
Huancavelica
Ayacucho
Apurimac 01 de junio 2011
Cusco
Arequipa
Puno
Moquegua
Tacna

El etanol se requiere en distintos tipos de industrias, para la elaboracion de productos como:
[52]

= ETBE (Etil Tert-Butilt-Eter): aditivo para mejorar el octanaje de la gasolina que
reemplaza el Metil Tert-Butil-Eter (MTBE) en la gasolina sin plomo.

=  Gasohol: son mezclas de etanol y gasolina para uso automotor.

= Alcohol neutro (96 °GL - 97 °GL): se utiliza en la elaboracion de licores, en
aplicaciones quimicas, biologicas y farmacologicas.

=  Alcohol desnaturalizado (97 °GL): se utiliza para fines industriales, como disolvente.

=  Alcohol medicinal (70 °GL y 90 °GL): se utiliza en la preparacion de lociones y
disolventes suaves.

= Alcohol anhidro (99,6 °GL - 99,8 °GL): es el alcohol deshidratado, que se utiliza como
carburante en el gasohol.
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A partir de 1999 el Pert comenzo a exportar alcohol etilico rectificado’, como resultado del
inicio de operaciones comerciales hacia el exterior por parte del Complejo Agroindustrial
Cartavio S.A. y Quimpac S.A.

En el 2009 la empresa Sucroalcolera del Chira S.A dio inicio a sus exportaciones de etanol
con 6 500 m’ valorizadas en US$ 5,4 millones. Los principales destinos fueron Estados
Unidos, Holanda y Ecuador [S3].

En el 2010 las exportaciones de etanol crecieron un 13% respecto al afio anterior. Per
exporté un total de US$ 36,6 millones a un precio promedio de US$ 0,57/L. El principal
destino de exportacion fue Holanda con US$ 15,9 millones (44% del total), seguido de
Colombia que incremento sus compras hasta US$ 10,6 millones. La empresa exportadora
lider fue la Corporacion Azucarera del Pera SA con US$ 9,1 millones (29% del total) [54].

Tabla 2.4 Exportaciones de etanol 2009-2010 [54]

Exportaciones alcohol etilico > 80 °GL
2009 2010
Mes FOB Miles de rlz)rrflcei(‘i’io FOB Miles de rl:;flfc‘l’io
®) litros (L) | P /L) ©) litros (L) P /L)
Enero 2992393 6303,0 0,47 3506 968 63544 0,55
Febrero 3327653 6 388,2 0,52 665 891 1 046,3 0,64
Marzo 426 646 819,3 0,52 4499 042 8032,6 0,56
Abril 3218905 66414 0,48 2314116 4081,4 0,57
Mayo 432 723 774,9 0,56 5473 840 10 159,0 0,54
Junio 468 639 793,1 0,59 4320261 7927,9 0,54
Julio 3453125 64752 0,54 3661188 6 403,0 0,57
Agosto 520014 924,6 0,56 446 359 681,7 0,65
Septiembre 3635818 6 892,0 0,53 3680566 6201,3 0,59
Octubre 3762 988 71594 0,53 3237701 5932,0 0,54
Noviembre 600 457 1013,5 0,59 1153673 1871,0 0,62
Diciembre 9 662 837 15119,0 0,64 3646 818 6 181,0 0,59
Totales afio 32502 199 59 305,0 0,54 36 606 424 64 872,0 0,57
Promedio mes 2708 517 4942,0 3050535 5 406,0
Porcentaje de
crecimiento 127% 120% 3% 13% 9% 6%
promedio

En el 2011 las exportaciones de etanol bajaron un 10% respecto al afio anterior. Perti exporto
un total de US$ 33,1 millones a un precio promedio de US$ 0,65/L promedio. Los principales
destinos de exportacion fueron Holanda, Ecuador, Colombia y Chile con US$ 17,8 millones,
USS$ 6,3 millones, US$ 6,1 millones y US$ 2,9 millones respectivamente [55].

En el 2012 las exportaciones de etanol crecieron drasticamente un 161% respecto al afio
anterior. Perti logré exportar US$ 86,5 millones a un precio promedio de US$ 0,71/L.

> Etanol con grado de pureza es menor al etanol combustible.
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Holanda fue el principal destino de exportacion con US$ 35,3 millones (41% del total),
seguido de Colombia con US$ 25,3 millones y Ecuador con US$ 18,1 millones. La principal

empresa exportadora fue Sucroalcolera del Chira S.A con US$ 28,9 millones [56].

Tabla 2.5 Exportaciones de etanol 2011-2012 [S5, 56]

Exportaciones alcohol etilico > 80 °GL

2011 2012
Mes FOB Miles de Pr “i:l’. FOB Miles de Precig.
0) litros (L) p“’?;;’ 10 ) litros (L) p”’;;;’ 10
Enero 3729 384 6 026.,6 0,59 4469 781 6 460,6 0,69
Febrero 133 035 266,9 0,50 4163377 60543 0,69
Marzo 2206374 3760,7 0,58 5356 283 79214 0,68
Abril 312 460 474,5 0,65 1293 751 15743 0,82
Mayo 2 989 382 4 987,9 0,60 5274 500 7 448.8 0,71
Junio 4013 789 64647 0,62 4 846 480 6 147.8 0,79
Julio 3110246 4 644.,0 0,67 6 065 896 8354,7 0,73
Agosto 1921717 2 886,7 0,66 13310902 | 17 529,5 0,76
Septiembre 2994 334 4 688.4 0,64 7759 959 10 854 0,72
Octubre 4 440 805 6 507,0 0,68 12539449 | 17 602,9 0,71
Noviembre 3626 046 5477,9 0,66 10697 115 | 164684 0,65
Diciembre 3642 284 4 480,0 0,81 10728 056 | 15675,0 0,69
Totales aiio 33119 856 50 900,0 0,65 86 505550 | 122 092,0 0,71
i re"smedlo 2759 988 4241,7 7208796 | 10 174,0
Porcentaje
de -10% -22% 15% 161% 140% 9%
crecimiento
promedio

En las Tablas 2.4 y 2.5 se muestra la evolucidn de precios promedio del etanol del afio 2009 al
2012. Se aprecia que en el afio 2012 los precios del etanol fueron superiores al de los
anteriores afios, observandose una tendencia creciente del precio.

2.3 Consumidores nacionales de etanol

Los principales consumidores de etanol, las refinerias de petrdleo, mezclan la gasolina con el

etanol carburante para comercializarlo como gasohol.

En el Peru existen 6 refinerias de las cuales solo 2 producen gasohol:

= Refineria la Pampilla (Repsol): principal productora de gasohol del pais, sus

instalaciones se ubican en la provincia constitucional del Callao.

» Refineria Talara (Petroperu): fue la primera refineria en comercializar gasohol, sus
instalaciones se ubican en la localidad de Talara, departamento de Piura.
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Como se muestra en la Figura 2.1, la cadena de comercializacion del gasohol se compone de
agricultores, productores, refinerias y distribuidores:

Fig. 2.1 Cadena de comercializacion del gasohol [51]

2.4 Proveedores de etanol

Pert es un pais que ha invertido mas de US$ 200 millones en este rubro, generando 40 000
hectareas sembradas y mas de 15 000 puestos de trabajo en la ultima década [S7].

A continuacion se presenta informacion sobre las principales empresas del sector:
*= Caia Brava

Cafia Brava es el conjunto de 3 empresas del grupo Romero que se dedican exclusivamente a
la produccién de etanol a partir de la cafia de azicar: Agricola del Chira S.A., que se encarga
de la cosecha y plantacion de la cafia de azlcar; Sucroalcolera del Chira S.A., encargada de la
molienda y la produccion industrial de etanol y; Bioenergia del Chira S.A. responsable de la
generacion de energia eléctrica a partir del bagazo [S8].

Su planta esta localizada en el departamento de Piura y tiene una capacidad de produccion de
350 mil litros de etanol anhidro por dia, con una molienda de 4 000 toneladas diarias de cafa.

La empresa inicio a sus operaciones en el 2009. En diciembre de ese mismo aflo, la empresa
exportdo US$ 5,4 millones en etanol a Holanda, convirtiéndose en la primera empresa
exportadora de etanol anhidro en el Pert [53].

En el 2010 las exportaciones crecieron un 50% alcanzando los US$ 8,1 millones (21% del
total de exportaciones). Los destinos de exportacion fueron Holanda, Ecuador y
Colombia [54].
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En el 2011 las exportaciones de la empresa disminuyeron a casi US$ 4 millones (12% del
total), debido al aumento de la demanda interna de gasohol. El principal destino de las
exportaciones fue Ecuador, seguido de Holanda y Colombia. Hasta ese afio, Cafia Brava era la
unica empresa productora de etanol anhidro en el Perti pero Maple Biocombustibles S.A
inicid sus operaciones en octubre de ese ano [55].

En el 2012 las exportaciones de la empresa aumentaron sustancialmente a US$ 31,7 millones,
convirtiéndola en la principal empresa exportadora. En ese mismo afio Maple
Biocombustibles exporto etanol anhidro por US$ 21,2 millones [56].

=  Maple

Maple es una empresa integrada de energia independiente, con activos y operaciones en Perq.
A través de sus subsidiarias Maple Etanol SRL ("Maple Etanol") y Maple Biocombustibles
SRL, la empresa comenz6 sus operaciones de cosecha de cana de azicar y produccion de
etanol a finales de marzo del 2012 [59].

Maple posee actualmente 13 500 ha de tierras situadas en el margen sur del rio Chira en el
norte del Pert de las cuales 7 000 ha se emplean para el cultivo de cana de azucar [59].

Maple utiliza modernas técnicas de cultivo y automatizacion, incluyendo el amplio uso de
riego por goteo, recoleccion mecédnica y la automatizacion dentro de planta. Por ultimo, la
ubicacion de Maple cerca de la terminal de exportaciones en la costa del Pacifico le permite
bajos costo de transporte para acceder a los mercados internacionales claves [59].

La planta de etanol de Maple esta disenada para procesar hasta 5 000 toneladas de cafa de
azlcar por dia y producir hasta 35 millones de galones de etanol por afio. Ademas, sus
instalaciones cuentan con una planta de generacion de energia capaz de producir hasta 37
MW de energia [59].

= Corporacion Azucarera del Peri S.A (Coazucar)

Coazucar es una corporacion agroindustrial peruana dedicada a la siembra y procesamiento de
la cafa de azlcar; asi como, a la comercializacion de subproductos derivados como: azucar,
alcoholes, melaza y bagazo [60].

Coazucar es una empresa holding del Grupo Gloria que controla las empresas Casa Grande
S.A, Cartavio S.A., San Jacinto S.A, San Juan S.A, Empresa Agricola Sintuco S.A y Empresa
Agraria Chiquitoy S.A. En la actualidad la empresa mantiene operaciones directas de
fabricacion de etanol en Cartavio, Casa Grande y San Jacinto [60].

Coazucar dio inicio a la exportacion de alcohol etilico rectificado en el afio 2009 con US§ 4
millones a Holanda y Ecuador [54].

En el 2010 Coazucar lidero las exportaciones de etanol de 96 °GL (no anhidro) con US$ 9,1
millones. Los destinos de exportacion fueron Holanda, Ecuador, Colombia, Chile y
Francia [54].
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En el 2011 las exportaciones de la corporacion aumentaron a US$9,9 millones (30% del
total); siendo el principal destino Holanda. En el 2012 Coazicar fue la tercera empresa
exportadora con US$14,98 millones después de Maple y Caifia Brava [56].

En enero del 2013, Coazucar exportd US$ 6,4 millones a Ecuador y Holanda. [61].
Ademés de Coazucar, en Peru existen otras empresas productoras de etanol (no anhidro) a

partir de cafia de aztcar: Alambique Tuman y Empresa Agroindustrial Laredo. S6lo Maple
Biocombustibles S.A y Sucroalcolera del Chira S.A producen y comercializan etanol anhidro.

Exportaciones de etanol en FOB US$
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Fig. 2.2 Exportaciones anuales de etanol por empresa desde 2009 al 2012

2.5 Normas técnicas

2.5.1 NTP 321.126 de etanol carburante

La presente norma técnica peruana ha sido elaborada por el Comité Técnico de Normalizacioén
de petréleo, derivados y combustibles liquidos, y el subcomité de biocombustibles, durante
los meses de noviembre del 2008 a diciembre del 2009 [62].
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Tabla 2.6 Especificaciones técnicas del etanol carburante [51]

Caracteristicas Especificaciones
Minimo Maximo
Etanol anhidro, porcentaje en volumen 95,20
Metanol, porcentaje en volumen 0,50
Contenido de agua, porcentaje en peso 0,30
Contenido de desnaturalizante, porcentaje en volumen 2,00 3,00
Goma existente, lavada con solvente mg/100 mL 5,00
Contenido de cloruros inorgéanicos, ppm (mg/L) 10,00
Claro, brillante, libre de
Apariencia contaminantes  suspendidos o
precipitados
Contenido de cobre, mg/kg 0,10
Contenido de foésforo, mg/L 0,50
Acidez (4cido acético) (mg/L) 0,007
pH 6,50 9,00
Azufre, ppm 30,00
Sulfato total, ppm 4,00

2.5.2 Normas técnicas internacionales del etanol

La Tabla 2.7 muestra las especificaciones técnicas del etanol carburante en Estados Unidos y
Brasil, normalizadas por la ASTM (American Society for Testing and Materials) y ANP
(Agencia Nacional de Petroleo, Gas y Biocombustibles) respectivamente. Ademdas se
muestran las especificaciones en Europa y Suiza.

Tabla 2.7 Especificaciones técnicas del etanol carburante alrededor del mundo [51, 63]

Caracteristica Unidad EEUU Brasil Suiza Europa
Densidad (20 °C) kg/m’ max. 791,5 792,0
Grado alcohdlico a 20 °C °INPM, %m/m min. 99,3
Grado alcohdlico a 20 °C °GL, %v/v min. 92,1 99,6 99,7 98,7
Agua % v/v max. 1,0 0,3 0,3
Acidez total mg/L (%m/m) max. 56,0 30,0 56,0 56,0
Conductividad eléctrica uS/m max. 500,0 500,0
pH 6,5-9,0 6,5-9,0 6,5-9,0
Contenido de Cobre mg/kg max. 0,1 0,07 0,1 0,1
Ion cloruro mg/kg (mg/L) max. 40,0 10,0 25,0
S}c;\r:; te;xistente, lavada con mg/100mL mAx. 5.0 5.0
Metanol % v/v max. 0,5 0,5 1,0
C3-C5 % v/v max. 2,0 2,0
Desnaturalizante % v/v 1,96 a 4,76
Contenido de sulfato mg/kg max. 50,0 10,0
Contenido de fosofro mg/L max. 0,5
Materia no volatil mg/L max. 100

°INPM: porcentaje de alcohol en peso
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2.6 Tendencias del uso del etanol

Actualmente, Estados Unidos y Brasil lideran la produccioén de etanol a nivel mundial. En
Estados Unidos la Normativa de Combustibles Renovables establece un camino claro para un
mayor uso de biocombustibles mientras que en Brasil una flota grande y creciente de
vehiculos con motor alcoholero garantiza un fuerte consumo de biocombustibles en el futuro
[49].

En Europa y Asia se estdn produciendo cambios significativos en la politica de
biocombustibles con el fin de impulsar su produccioén y comercializacion. Al mismo tiempo,
en los paises en vias de desarrollo, sus gobiernos expresan mandatos y objetivos para la
inclusion de un mayor porcentaje de etanol en la gasolina [49].

Para la proxima década se prevé un aumento en la produccion y consumo de etanol a nivel
mundial pero a un ritmo mas lento que en de la década del 2000 al 2010; sin embargo, se
estima que en el 2020 la producciéon de etanol sea el doble a la actual [64]. Segiin expertos,
podria duplicarse la produccion de etanol en el afio 2020, con una tasa de crecimiento del
10,1% a partir del 2011 (volumen de produccion estimado de 45 291 millones de litros en el
2020) [65].

Se espera que en los paises asiaticos y de Oceania puedan autoabastecerse hacia el 2015;
siendo Japon, China, Australia y Nueva Zelanda los grandes importadores de etanol. Es
probable que India, Indonesia y Tailandia sean exportadores para el 2015, aunque no con la
misma capacidad que Brasil [66].

De acuerdo a los escenarios de la Agencia Internacional de Energia (AIE) en términos del uso
de la tierra, se espera que la proporcion entre la disponibilidad mundial de tierra dedicada al
cultivo de los biocombustibles contemple entre un 2,8% y un 3,8% al 2030, habiendo sido un
1% en el 2004 [67].

2.7 Estudio de los residuos agricolas de banano organico
2.7.1 Descripcion general

El banano es una planta perteneciente a la familia de las musaceas y al género musa, de origen
vegetal cuyo fruto es consumido por la poblacion en general y por algunas especies animales
que viven dentro del mismo ecosistema.

Es una planta que se siembra por Unica vez y se reproduce periddicamente; es decir, la planta
madre® es sembrada y, después de un par de meses crecen de ella las plantas hijas, las cuales
luego de que la planta madre da frutos éstas hacen lo mismo [68].

El peso de los residuos de la planta varia ente 20 a 45 kg. El pseudotallo esta formado por el
tronco de la planta y las vainas de las hojas, y su altura promedio es de 3,5 m; el nimero de
hojas varia de 15 a 30 por planta y los raquis de 6 a 20, un raquis por cada racimo de bananos
[69].

6 Planta de la primera siembra.
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Fig. 2.3 Partes y residuo de la planta de banano

La produccion mundial promedio de banano es de 29,9 millones de toneladas anuales,
generada principalmente en Africa con un 73,2% de la produccion, mientras que en América
Central y Sur se produce el 27,8% con un promedio de 7,1 millones de toneladas anuales.

2.7.2 Composicion quimica

En el marco del proyecto: Characterization and bioconversion of lignocellulosic banana
Waste for biofuel production in rural agricultural communities in Per and Colombia [70], se
determind la composicion quimica del banano organico peruano, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 2.8:

Tabla 2.8 Composicion quimica del banano de Pert [70]

Pseudotallo Hojas Raquis
Ceniza 4,85+ 0,54 11,48 + 0,68 6,61 £1,38
Lignina 12,04 £ 0,03 25,69 + 4,19 21,37+ 1,31
Glucanos 60,41+ 0,23 27,29 + 0,66 41,96 + 0,69
Xilanos 5,07 £0,24 6,87 0,20 7,99 +£0,25

Pseudotallo Hojas Raquis
Galactanos 0,66 +32,00 1,22 +0,08 1,89 £ 0,08
Arabinanos 1,84 £ 0,07 3,39+0,18 3,59 +0,07
Mananos 0,15+0,21 0,00 = 0,00 1,81 +£0,04
Total 85,02 75,94 85,22
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Los datos de la Tabla 2.8 son porcentajes del total sobre una base de peso en seco, en
promedio con una desviacion estdndar (n = 2).

2.7.3 Situacion del cultivo

El Pert cuenta con aproximadamente 300 mil hectareas sembradas de frutales, de las cuales el
platano y el banano ocupan el 50%. El banano organico se cultiva principalmente en la zona
costera norte occidental del pais (en las regiones de Tumbes, Piura y Lambayeque) [71].

La produccion del banano organico se debe principalmente al esfuerzo conjunto de miles de
pequeiios productores que se han organizado en asociaciones de productores, lo que les ha
permitido manejar uniformemente tecnologias de cultivo y de comercializaciéon con
certificacion organica [71].

La mayor parte de la produccioén de banano organico es exportada a Europa, Estados Unidos y
Japon. El banano que no cumple con los estandares de calidad para exportacion es calificado
como banano de descarte y pasa a ser comercializado en el mercado nacional.

Las Tablas 2.9 y 2.10 muestran la produccion y superficie de cosecha de platano y banano
organico en las regiones de Tumbes, Piura y Lambayeque.

Tabla 2.9 Producciéon de banano organico, en toneladas [71]

., Afo

Region 2007 2008 2009 2010 2011
Lambayeque 2267 2051 2135 3110 5934
Piura 252 740 233 813 247 240 262 378 274 435
Tumbes 66 838 37993 61 492 80 020 96 467

Tabla 2.10 Superficies cosechadas de banano organico [71]
Region Superficie cosechada (hectareas)
2007 2008 2009 2010 2011

Lambayeque 231 244 271 388 442
Piura 11237 10 670 10 246 10715 9949
Tumbes 3338 3446 3560 3 664 4434

El periodo de cosecha de banano se realiza todo el afio, pero la mayor produccion se
concentra entre enero y abril [72].

En la cadena de produccion del banano orgénico (ver Figura 2.4) participan cuatro actores:
proveedores, productores, distribuidores del mercado nacional y empresas exportadoras. Se
organizan en asociaciones que negocian los precios del banano con las empresas
exportadoras, que se encargan de la cosecha, empaque del producto y gestion de exportacion.
También hay asociaciones que tienen sus propias plantas de empaque y exportan directamente
a mercados de comercio justo (fair trade) [72].
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Fig. 2.4 Cadena de producciéon del banano organico en el Peru [72]

En octubre de 2012, las plagas llamadas mancha roja (insecto) y sigatoka negra (hongo)
ocasionaron la devolucion de toneladas de banano del mercado europeo, poniendo en grave
riesgo las exportaciones de banano en las regiones de Tumbes y Piura [73].

2.7.4 Importancia

Actualmente los residuos agricolas de banano organico no tienen una importancia en el
mercado del bioetanol, ni algin otro mercado. Pero existen investigaciones que se vienen
realizando en distintas partes del mundo como Colombia y Estados Unidos, sobre el beneficio
que podrian ofrecer estos residuos como fuente de material lignoceluloso para la produccion
de bioetanol.

2.7.5 Aprovechamiento tradicional

Tanto las hojas como los pseudotallos de la planta de platano, son utilizados como abono de
los propios suelos en los que son cultivados, ya que aun no existe ningiin uso industrial. Es
decir, luego de recoger las manos de platano, se deja que la planta se pudra hasta que pierda
fuerza y pueda tumbarse; al estar caida se termina de secar y es asi como se incorpora al suelo
como abono.

Las hojas también son utilizadas como envoltura de tamales, pero no existe un estudio que
determine la cantidad usada para dicho fin. El pago que se realiza por aproximadamente
tonelada de hojas es de S/. 100 [69].



Capitulo 3
Parte experimental

En este capitulo se describen los equipos y métodos empleados en el estudio experimental de
la presente tesis. Todos los ensayos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de
Quimica de la Universidad de Piura, a excepcion de la ozonizacion que se llevo a cabo en la
empresa Agua VIP S.A.C en el distrito de Marcavelica — Sullana.

3.1 Diagrama del procedimiento experimental

La secuencia de etapas del procedimiento experimental aplicado en la presente tesis, se
muestra en la Figura 3.1.

Fig. 3.1 Procedimiento experimental de obtencion de bioetanol
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3.2 Acondicionamiento de la materia prima

La materia prima utilizada para la parte experimental fueron hojas, pseudotallos y raquis de
banano organico del valle del Chira. La biomasa fue obtenida de una parcela de banano
organico de propiedad del Sr. Juan Escalante Abanto, miembro de la Asociacion de
Productores de Banano Orgénico de Salitral — APBOS; quien maneja riego por goteo de 4
horas diarias. El tiempo de vida de la planta de banano es de 9 a 10 meses, al cabo del cual se
cosecha y se corta el pseudotallo. Para la experimentacion se trabajé con plantas de 9 meses,
recién cortadas.

La biomasa fue lavada con abundante agua, para eliminar la tierra y residuos de pesticidas
como el furfural [74]; fue secada y posteriormente cortada con un procesador de alimentos y
tijeras hasta conseguir trozos de unos 5 mm, con el objetivo de contribuir a una mas facil
degradacion de la biomasa durante los pretratamientos.

A

4

Fig. 3.2 Lavado de hojas de banano organico

Fig. 3.3 Hojas picadas de banano organico
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Fig. 3.4 Tallo picado de banano organico

De cada tipo de biomasa cortada, la mitad del material se secd en una estufa de ventilacion
forzada, el resto se empleo directamente en los pretratamientos.

3.3 Determinacion de la densidad aparente

La densidad aparente de un material es la relacion entre el peso real seco y el volumen
aparente. El volumen aparente, es el volumen que ocupa el material en un recipiente,
incluyendo los espacios sin llenar y la porosidad.

Previo a la realizacion de los pretratamientos con biomasa seca, se hallé la densidad aparente
de las muestras de biomasa con diferentes niveles de secado, con el objetivo de determinar el
nivel de secado que permita emplear la mayor cantidad posible de material en el biorreactor.

3.4 Pretratamientos

Se planificé dos tipos de pretratamientos hidrotérmicos con el objetivo de degradar la
hemicelulosa presente en la biomasa, éstos fueron: Steam Explosion (SE) y Liquid Hot Water
(LHW), que fueron descritos en la seccion 1.2.4.2. Estos dos pretratamientos fueron
seleccionados como los mas adecuados debido a que degradan gran parte de la hemicelulosa
sin formar compuestos inhibidores. Otros pretratamientos emplean acidos y bases débiles, las
cuales producen compuestos inhibidores (H,SO4, NaOH, Na,SO4, CaOH) de la accion de las
enzimas y el crecimiento de las levaduras [25].

En primera instancia, se considerd utilizar un biorreactor del tipo empleado en estudios
experimentales previos en la Universidad Nacional de Colombia y Universidad de California -
Davis [70]. Sin embargo para esta tesis no hubo la posibilidad de construir reactores grandes
debido al elevado costo de los materiales.

Para el pretratamiento SE, se consideraron las caracteristicas técnicas de un biorreactor
mostrado en un video de una investigacion de la Universidad Estatal de Oregon [75].
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Para el pretratamiento LHW se analizé la informacion brindada por el profesor Michael J.
Antal del Instituto de Energia Natural de Hawaii [32] sobre las condiciones de proceso mas
adecuada.

Tubo de acero inoxidable de 50 cm roscado en ambos extremos

Tapon hembra Tapon hembra
roscado roscado

Fig. 3.5 Esquema del biorreactor tubular para LHW

Tubo de acero incxidable de 50cm roscado en ambos extremos

Tapon hembra Véalvula
roscado esférica

Fig. 3.6 Esquema del biorreactor tubular para SE
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Tangue de acero
inoxdable

Biorreactor

il

Niple de acero
inoxdable

Fig. 3.7 Tanque cilindrico de despresurizaciéon para SE

Previo a la construccion del biorreactor se decidié analizar los pardmetros de temperatura y
presion a la que se someteria la biomasa, para asi verificar que el biorreactor pudiera soportar
condiciones de temperatura entre 180 y 200 °C y presiones de hasta 10 atmosferas. Por ello se
opto en usar tubos de acero inoxidable, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Caracteristicas del biorreactor

Diametro .
Biorreactor lfsgzs?;ligl interno Largo (cm) Ca?;g?ad
(pulgadas)
Wi 0.5 % 50 155
w2 1.0 3 50 2300

Se emplearon valvulas esféricas, de acero inoxidable, apropiadas para presiones y
temperaturas de vapor de hasta 13 atm y 200 °C respectivamente.

El biorreactor esta basado en un tubo de acero, con dos tapones en los extremos para LHW y
con una valvula en vez de un tapén para SE, tal como se muestra en la Figura 3.5 y 3.6
respectivamente. Se construyeron dos biorreactores (Figuras 3.8 y 3.9), de las dimensiones y
capacidades mostradas en la Tabla 3.1. Para los pretratamientos, el biorreactor se coloca
dentro de la estufa de ventilacion forzada, y luego se descarga (en el caso de SE) en un tanque
de acero inoxidable, como se muestra en la Figura 3.7.

Se realizd ensayos preliminares, tanto SE como LHW, para determinar los parametros de
tiempo y cantidad de agua y biomasa que podrian utilizarse. En las Tablas 3.2 y 3.3 se
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muestran las condiciones utilizadas en dichos ensayos preliminares, en que la biomasa fue
hojas.

Fig. 3.8 Biorreactor W1 (3/4" de diametro)

Fig. 3.9 Biorreactor W2 (3" de didmetro)

En los pretratamientos, al tiempo transcurrido desde temperatura ambiente hasta la
temperatura de proceso (186 °C para SE y 196 °C para LHW) se le denomina tiempo de
calentamiento (t;). Alcanzada la temperatura de proceso se inicia el tiempo de proceso (t,),
durante el cual la temperatura se mantiene constante, como se muestra en la Figura 3.10.
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te tp

Fig. 3.10 Tiempos de pretratamiento
A continuacion se mencionara el procedimiento realizado para cada tipo de pretratamiento:
3.4.1 Steam Explosion (SE)

Antes de iniciar el proceso, se determind el volumen maximo que podria ocupar la mezcla de
agua y biomasa dentro del biorreactor, haciendo uso de las densidades aparentes de la
biomasa seca y himeda, como se menciond en el apartado 3.3.

El espacio minimo libre que se dejé fue 30% del volumen del biorreactor, ya que en este tipo
de pretratamiento se genera vapor, el cual al ser despresurizado junto con la biomasa ocasiona
la degradacion de la hemicelulosa.

El proceso se inicia con el llenado del biorreactor, a través de la valvula (Figura 3.11).
Primero se agrega la biomasa y luego el agua. Se cierra la valvula y se agita el reactor para
uniformizar la mezcla; luego se extrae una muestra con ayuda de una pipeta y se realiza la
medicion del pH inicial.

Una vez llenado y cerrado el biorreactor se lleva a la estufa, inicidndose el tiempo
calentamiento (t.) desde 36 °C hasta 186 °C seguido del tiempo de proceso (tp). Transcurrido
el tiempo de proceso, se apaga la estufa y se retira el biorreactor utilizando guantes de cuero
resistentes a elevadas temperaturas; se enrosca inmediatamente en el cilindro de
despresurizacion (Figura 3.12) y se abre la valvula para la descarga instantanea (violenta) de
su contenido (Figura 3.13).

Se recolecta la mezcla obtenida; se mide el pH final con el fin de corroborar la formacion de
acido acético debido a la degradacion de la hemicelulosa, luego se separa la pulpa de biomasa
y la parte liquida por medio de una tela filtrante y se pesa [17].
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Fig. 3.11 Llenado del biorreactor con biomasa hiumeda

Fig. 3.12 Tanque de despresurizacién

Fig. 3.13 Mezcla de hojas himedas y agua, después de la despresurizaciéon
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Las condiciones del pretratamiento SE en el biorreactor W1 fueron: estado de la biomasa
(himeda y seca), cantidad de agua y biomasa, volumen ocupado por la mezcla, tiempo de
calentamiento (tiempo transcurrido en calentar desde temperatura ambiente hasta 186 °C), y
tiempo de proceso (tiempo en el que la mezcla permanece a temperatura constante 186 °C);
todos estos parametros se detallan en las Tablas 3.4, 3.5 y 3.6. Para la mezcla con biomasa,
siempre se uso agua desionizada.

3.4.2 Liquid Hot Water (LHW)

Para este pretratamiento se ha considerado un espacio libre méximo del 25% del volumen del
biorreactor [2]; con el fin de permitir la dilatacion del agua sin que se genere vapor [32].

Este proceso se inicia con el remojo de la biomasa en estado seco con agua, durante un
periodo de 2 horas (Figura 3.14); para la biomasa humeda se pasa directamente al biorreactor.
A este tiempo de remojo se le denomina tiempo previo.

Una vez llenado el biorreactor se cierra y se agita para uniformizar la mezcla, luego se abre y
se extrae una muestra con ayuda de una pipeta, para realizar la medicion del pH inicial.

Luego el biorreactor se cierra con el tapon roscado y con cinta de teflon (Figura 3.15), y se
lleva a la estufa, inicidndose el calentamiento desde 36 °C hasta 196 °C. El tiempo de proceso
(t,) es de aproximadamente 17 minutos para el biorreactor W1 y 90 minutos para el
biorreactor W2.

Al finalizar el calentamiento, se retira el biorreactor de la estufa y se lleva a una bandeja que
contiene agua a 15 °C (Figura 3.15). El tiempo de enfriamiento fue de 4 minutos para el

reactor W1 y de 8 minutos para el W2.

Para enfriar el biorreactor W1 se emplearon 10 L de agua fria mientras que el biorreactor W2
necesitd de 30 L para poder ser enfriado rapidamente.

La mezcla es extraida del biorreactor, se mide el pH final, luego se separa en pulpa de
biomasa y la parte liquida, por medio de una tela filtrante (Figura 3.16).

Fig. 3.14 Biomasa cortada y agua (izquierda), mezcla en el biorreactor (derecha)
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Fig. 3.15 Cierre de tapon (izquierda) y enfriamiento (derecha)

Fig. 3.16 Mezcla recuperada del pretratamiento LHW

Las condiciones para este tipo de pretratamiento en el biorreactor W1 fueron: estado de la
biomasa (himeda y seca), cantidad de agua y biomasa, volumen ocupado de la mezcla,
tiempo previo (tiempo de remojo de la mezcla), tiempo de calentamiento (tiempo transcurrido
en elevar la temperatura desde temperatura ambiente hasta 196 °C), tiempo de proceso
(tiempo a temperatura constante 196 °C) y tiempo de enfriamiento (tiempo en el que el
biorreactor caliente permanece en una bandeja con agua helada); todos estos parametros se
detallan en las Tablas 3.7, 3.8 y 3.9. Para la mezcla con biomasa, siempre se usé agua
desionizada.



Tabla 3.2 Condiciones del pretratamiento SE de hojas. Ensayos preliminares

Namero de | Estado de Agua | Biomasa Rela.ci()n Volumen \.lolun}en Masa Tiempo. de Tiempo de | Tiempo
experimento | biomasa (mL) () agua/biomasa ocupado disponible | total calenta .mlento proceso tot.al
(mL/g) (mL) (mL) (€9 (min) (min) (min)
Al Humeda 60 15 4,0 68,4 86,6 75 28:50 19:24 48:14
A2 Humeda 70 15 4,7 78,4 76,6 85 31:29 16:57 48:27
A3 Humeda 70 15 4,7 78,4 76,6 85 28:34 17:11 45:45
A4 Humeda 80 15 53 88,4 66,6 95 26:00 18:00 44:00
AS Humeda 80 15 5,3 88,4 66,6 95 25:25 17:42 43:07
A6 Humeda 80 15 5,3 88,4 66,6 95 26:14 17:03 43:17
A7 Humeda 80 15 53 88,4 66,6 95 26:51 18:00 44:51
A8 Humeda 60 25 2,4 74,1 80,9 85 28:25 17:12 45:44
A9 Humeda 70 25 2,8 84,1 70,9 95 29:33 17:47 47:20
Al10 Htmeda 70 25 2,8 84,1 70,9 95 30:20 16:46 47:07
All Htmeda 75 25 3,0 89,1 65,9 100 30:36 18:28 49:00
Al2 Htmeda 120 25 4,8 134,1 20,9 145 30:37 05:32 36:10
Al3 Seca 60 25 2,4 74,1 80,9 85 29:41 10:35 40:14
Al4 Seca 100 25 4,0 114,1 40,9 125 29:23 04:11 33:34




Tabla 3.3 Condiciones del pretratamiento LHW de hojas. Ensayos preliminares

Nimero de Estadode | Agua | Biomasa Rela.ci()n Volumen Tiem.p(7) "fiempo.de Tiempo de Tiem[l)o
experimento biomasa (mL) (@ agua/biomasa | ocupado previo ca enta.mlento pro?eso tot-a
(mL/g) (mL) (horas) (min) (min) (min)

B1 Seca 110 3 37 112 2:00 27:23 17:33 48:56

B2 Seca 110 3 37 112 2:00 32:31 17:00 53:31

B3 Seca 110 3 37 112 2:00 42:34 17:23 63:58

B4 Humeda 110 3 37 112 0:00 28:20 17:24 49:44

BS Humeda 110 3 37 112 0:00 27:36 17:33 49:09

El tiempo de enfriamiento fue el mismo para todas las pruebas preliminares LHW de hojas, 4 minutos

” Tiempo de remojo de la muestra




Tabla 3.4 Condiciones del pretratamiento SE de hojas

. . Relacion Volumen | Volumen | Masa Tiempo de Tiempo de | Tiempo

Nimero de Estado de Agua | Biomasa . . . .

experimento biomasa (mL) (@) agua/biomasa | ocupado | disponible | total calenta-mlento proceso tot-al

(mL/g) (mL) (mL) © (min) (min) (min)

C1 Humeda 80 15 5,3 106,7 48,3 95 26:00 18:00 44:00

C2 Humeda 70 15 4,7 96,7 58,3 85 31:29 16:57 48:27

C3 Humeda 70 15 4,7 96,7 58,3 85 28:34 17:11 45:45

C4 Humeda 60 15 4,0 86,7 68,3 75 28:50 19:24 48:14

C5 Humeda 70 25 2,8 114,4 40,6 95 30:20 16:46 47:07

Cé Humeda 60 25 2,4 104,4 50,6 85 28:26 10:15 38:41

C7 Seca 10 5 2,0 29,2 125,8 15 27:41 17:02 44:43

C8 Seca 20 5 4,0 39,2 115,8 25 25:57 17:18 43:16

C9 Seca 60 10 6,0 98,3 56,7 70 26:29 17:01 43:30

C10 Seca 30 15 2,0 87,5 67,5 45 25:16 17:00 42:17

C11 Seca 50 15 3,3 107,5 47,5 65 27:52 17:30 45:22

C12 Seca 30 20 1,5 106,7 48,3 50 26:28 19:00 45:28




Tabla 3.5 Condiciones del pretratamiento SE de pseudotallo

. . Relacion Volumen | Volumen | Masa Tiempo de Tiempo de | Tiempo
Nimero de Estado de Agua Biomasa . . . .
experimento biomasa (mL) ) agua/biomasa ocupado | disponible | total | calenta .mlento proceso tot.al
(mL/g) (mL) (mL) (€3] (min) (min) (min)
D1 Humeda 40 30 1,3 72 83 70 31:27 19:23 50:50
D2 Humeda 60 30 2,0 92 63 90 30:28 16:16 46:44
D3 Humeda 40 45 0,9 87 68 85 27:04 18:09 45:13
D4 Humeda 60 45 1,3 107 48 105 27:41 18:53 46:34
D5 Humeda 60 45 1,3 107 48 105 27:46 30:09 57:55
D6 Humeda 40 60 0,7 103 52 100 28:55 17:07 46:03
D7 Humeda 50 60 0,8 113 42 110 30:02 17:00 47:02
D8 Seca 25 5 5,0 38 117 30 27:45 17:04 44:49
D9 Seca 40 10 4,0 66 89 50 26:21 17:54 44:15
D10 Seca 60 10 6,0 86 69 70 29:53 17:25 47:18
D11 Seca 70 10 7,0 96 59 80 26:18 17:02 43:21
D12 Seca 20 15 1,3 60 95 35 26:57 17:03 44:00
D13 Seca 30 15 2,0 70 85 45 27:08 21:44 48:52
D14 Seca 60 15 4,0 100 55 75 25:39 17:17 42:57
D15 Seca 56 20 2,8 109 46 76 29:34 17:01 46:35




Tabla 3.6 Condiciones del pretratamiento SE de raquis

Nimero de Estado de Acua | Biomasa Relaciéon Volumen | Volumen | Masa Tiempo de Tiempo de | Tiempo

experimento biomasa (nglL) ) agua/biomasa | ocupado | disponible | total | calentamiento proceso total

xpert ' & (mL/g) (mL) (mL) 6 (min) (min) (min)
E1l Humeda 97 10 9,7 109 46 107 29:19 17:20 46:39
E2 Htimeda 97 10 9,7 109 46 107 24:37 34:00 58:37
E3 Htimeda 85 20 43 109 46 105 29:11 17:07 46:18
E4 Humeda 74 30 2,5 109 46 104 28:02 17:41 45:43
ES Htimeda 38 60 0,6 109 46 98 27:01 17:24 44:25
E6 Seca 90 8 11,2 99 56 98 27:22 17:02 44:24
E7 Seca 85 10 8,5 97 58 95 32:28 16:54 49:22
E8 Seca 61 20 3,0 84 71 81 47:34 17:19 64:54
E9 Seca 51 24 2,1 79 76 75 42:44 17:00 59:44
E10 Seca 41 28 1,5 74 81 69 28:41 17:17 45:59




Tabla 3.7 Condiciones del pretratamiento LHW de hojas

Nimero | Esadode | Apwa | momass | liion | Voumen | Tiemo | tempode | Tiempode | Tempede | Tiemno
experimento | biomasa (mL) ® (mL/g) (mL) (horas) (min) (min) (min) (min)
F1 Hameda 111 3 37,0 116 0:00 30:00 17:00 4:00 51:00
F2 Humeda 89 15 5,9 116 0:00 48:02 17:00 4:05 69,:08
F3 Hameda 79 21 3.8 116 0:00 31:18 17:15 4:09 52,:43
F4 Hameda 68 27 2,5 116 0:00 29:16 17:12 4:39 51:09
F5 Seca 104 34,7 116 3:00 29:24 17:02 4:57 51:24
F6 Seca 93 15,5 116 2:10 31:35 17:34 4:34 53:43
F7 Seca 81 9,0 116 2:20 38:30 17:29 4:22 60:21
F8 Seca 70 12 5,8 116 4:20 31:59 17:02 4:12 53:13
F9 Seca 58 15 39 116 6:13 42:54 17:00 4:08 64:02




Tabla 3.8 Condiciones del pretratamiento LHW de pseudotallo

Nimero Estadode | Agua | Biomasa Rela.ci()n Volumen Tiem!)o Tiempo_ de Tiempo de Tie.mp(.) de Tiempo
experimento | biomasa (mL) () agua/biomasa | ocupado | previo | calenta .mlento proceso enfrlar.nlento tot.al
(mL/g) (mL) (horas) (min) (min) (min) (min)
G1 Humeda 101 15 6,7 115 0:00 28:18 18:18 4:00 50:36
G2 Humeda 93 23 4,0 115 0:00 27:29 17:16 4:01 48:46
G3 Humeda 86 30 2,9 114 0:00 26:43 17:03 4:04 47:51
G4 Humeda 80 36 2,2 114 0:00 26:41 17:02 4:04 47:48
G5 Seca 100 6 16,7 116 2:00 27:00 17:14 4:20 48:34
Go6 Seca 92 9 10,2 116 2:00 30:30 17:24 4:10 52:04
G7 Seca 84 12 7,0 116 2:00 23:57 17:01 4:02 45:00
G8 Seca 76 15 5,1 116 2:00 31:00 17:02 4:20 52:22
G9 Seca 70 18 3,9 116 2:00 43:17 19:47 4:18 67:22




Tabla 3.9 Condiciones del pretratamiento LHW de raquis

Nimero de | Estado de | Agua | Biomasa | (Onn | VOLRER | TR | LSRR | oren | cntriamiente | totan
experimento | biomasa | (mL) ® (mL/g) (mL) | (horas) (min) (min) (min) (min)
H1 Humeda 104 10 10,4 116 0:00 28:15 17:00 4:10 49:25
H2 Humeda 92 20 4,6 116 0:00 42:28 17:02 4:08 63:38
H3 Humeda 81 30 2,7 116 0:00 32:16 17:01 4:10 53:27
H4 Seca 104 5 20,8 116 2:00 31:32 18:02 4:00 53:34
H5 Seca 92 10 9,2 116 2:00 41:25 17:10 4:10 62:48
H6 Seca 80 15 5,3 116 2:00 29:23 17:02 4:57 51:00
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3.5 Deslignificacion por ozonizacion

Para el proceso de deslignificacion se utilizo el proceso de ozonizacidn, por ser uno de los
métodos mas limpios ya que no requiere de acidos fuertes, fue propuesto por Roberto Melo y
Sonia Acevedo en su estudio “Efecto de la carga de ozono en la degradacion de la lignina
residual en pulpa Kraft” [36]. Existen otros tipos de método como deslignificacion alcalina,
con enzimas, deslignificacion Kraft, que reportan buenos rendimientos [25]. La principal
ventaja del proceso de ozonizacion frente al resto de procesos es que no produce compuestos
inhibidores que podrian afectar luego a las enzimas y levaduras, y bajar el rendimiento final
del etanol.

En este método el ozono se solubiliza en el 4cido acético y degrada selectivamente a la
lignina. La degradacion de la lignina ocasiona el rompimiento de los compuestos aromaticos
(fenoles) produciendo una disminucion del pH [36, 3].

En el referido estudio sobre la degradacion de la lignina por efecto del ozono [36] se anadio
una solucién de 4cido acético con una concentracion del 87 % .Para la presente tesis se
decidié emplear s6lo el acido acético formado durante los pretratamientos por la degradacion
de la hemicelulosa.

Los materiales empleados para este proceso, fueron los siguientes:

* [ biddén de capacidad 20 L

= 1 equipo generador de ozono — 1,5 ppm. Marca Ozotech Inc., Interamericana de
Ingenieria S.A.C.

= Papel indicador de pH-Panpeha de 0 a 14 (Merck)

El proceso se realiz6 en la empresa Agua VIP S.A.C. en Marcavelica — Sullana; que cuenta
con el equipo de ozonizacion.

Fig. 3.17 Equipo de ozonizacion [76]
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Se realiz6 una prueba preliminar de ozonizacion en matraces Erlenmeyer con hojas de banano
humedas pretratadas por SE y LHW, en los que se registro una disminucion de pH igual a 1,
respecto al pH inicial.

Los siguientes ensayos de ozonizacidon (no preliminares) emplearon pseudotallo himedo
pretratado por LHW. El proceso se inici6 con la medicion del pH inicial de la mezcla de 11,19
g de pulpa de biomasa y 200 mL de parte liquida, dicha medicion dio como resultado 5,5;
luego se inyectd ozono con una carga de 500 mg/hora, durante 25 minutos; se midio la
variacion de pH cada 3 minutos, sin embargo no mostré un cambio en el pH. Se adiciond
223,8 g de pulpa de biomasa y 4 L de parte liquida de la mezcla pretratada. El proceso se
llevo a cabo dentro de un bidon, durante 2 horas. El pH fue medido cada 40 minutos, pero el
valor se permanecio invariable.

Tabla 3.10 Informacién ensayo de ozonizacion

Pulpa de Parte Tiempo de
biomasa liquida pHoy pHs proceso
Ensayo .
Y ) (mL) (min)
X1 11,19 200 5,5 5,5 25
X2 223,80 4 000 - 5,5 120

Durante el proceso, se form6 una gran cantidad de burbujas, lo cual podria deberse a una
interaccion entre el ozono con la parte liquida de la mezcla.

Fig. 3.18 Deslignificacion por ozonizacion
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3.6 Hidrolisis enzimatica

Las condiciones de hidrolisis enzimatica para las enzimas Cellic CTec 2 fueron indicadas en
un documento suministrado por la empresa Novozymes. La temperatura de proceso debe estar
en el rango 45 -50 °C y el pH de la mezcla debe estar entre 5 y 5,5.

Los materiales y equipos empleados para este proceso, fueron los siguientes:

= 185 g de enzimas Cellic CTec 2

= Papel indicador de pH - Panpeha de 0 a 14 (Merck)

» ] refractometro de mano - RHBO-80 (0-80 °Brix, precision =1 °Brix)
» ] refractometro de mesa — Zeiss (0-90 °Brix)

= Estufa de ventilacion forzada Memmert, modelo: UFP 500

Se realizaron ensayos preliminares de hidrolisis enzimatica con el objetivo de analizar la
accion de las enzimas celuloliticas Cellic CTec 2 en diferentes tipos de muestras.

Fueron tres los ensayos preliminares realizados en vasos de precipitado, tapados con papel
aluminio para reducir la evaporacion de agua durante el calentamiento. El proceso se realizd
en una estufa a una temperatura de 50 °C; al cabo del tercer dia se pesd y se observo una
pérdida de masa, por este motivo y para un correcto andlisis del °Brix se agregd agua en
cantidad igual a la perdida.

En los tres ensayos preliminares de hidrdlisis se utilizo muestras de pseudotallo humedo
pretratado con LHW. En los dos primeros, cada muestra pretratada fue solo liquida y
previamente ozonizada (Y2 y Y1 sin 4cido acético); cada una de 60 g con 11 g de enzimas. En
el tercer ensayo (Y3) se utilizé 181,8 g de muestra pretratada no ozonizada (parte seca y
liquida) y 34 g de enzimas (Tabla 3.11).

Para la separacion del acido acético, la muestra Y1 se sometid a una temperatura de 15 °C,
punto de congelacion del 4cido. El hielo formado, en el fondo del recipiente, fue separado y
pesado obteniéndose un valor equivalente al 25% respecto al peso inicial de la muestra.
También, se midi6 el pH del acido acético formado cuyo valor resultante fue 3.

Tabla 3.11 Ensayos de hidrolisis enzimatica

Separacion Muestra
Ensayos Apariencia Ozonizada del acido Enzimas (g)
acético (2)
Y1 Liquida Si Si 60,0 11
Y2 Liquida Si No 60,0 11
Y3 Pastosa No No 181,8 34
Y4 Pastosa Si No 1000,0 185

Cada 4 horas, durante 5 dias, se midio la temperatura de la mezcla, el peso de la mezcla y del
agua agregada, y el grado Brix. Al cabo del quinto dia el grado Brix se mantuvo constante,
con lo cual se dio por terminado el proceso.

Culminados los ensayos preliminares (Y1 y Y2), se procedio a realizar la hidrolisis de una
muestra de 1 000 g (Y4) de tallo himedo pretratado con LHW: 188,8 g de pulpa de biomasa y
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811,2 g de parte liquida; a la que se agregaron 185 g de enzimas (Tabla 3.11). La cantidad de
enzimas a utilizar se determind segin la dosificacion recomendada por la empresa
Novozymes, siendo ésta el 35% de la celulosa presente en la mezcla [38].

Durante los 7 dias de hidrdlisis, tiempo en el cual la mezcla se estabilizé a 15,5 °Brix; se

midié periddicamente la temperatura, el peso de la mezcla y del agua agregada, el pH y el
grado Brix.

Fig. 3.19 Mezcla pastosa previa a hidrolisis Fig. 3.20 Mezcla hidrolizada

Fig. 3.21 Enzimas Cellic CTec 2

3.7 Fermentacion alcohdlica
Los materiales y equipos utilizados para este proceso, fueron los siguientes:

* 30 g de levadura Saccharomyces cerevisiae liofilizada, para la produccion de vino,
proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Piura.

* Tanque de fermentacion

» [ refractometro de mano RHBO-80 (0-80 °Brix, precision =1 °Brix)

= ] refractometro de mesa - Zeiss (0-90 °Brix)
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3.7.1 Preparacion del inéculo
Se tomd una muestra de 100 g de mezcla hidrolizada (s6lo parte liquida), la cual se someti a
evaporacion en la estufa a 100 °C, con el objetivo de elevar la concentracion de aztcares hasta

28 °Brix, necesaria para la activacion de la levadura para el proceso de fermentacion.

Se prepararon dos inoculos en matraces Erlenmeyer. En cada matraz se colocé una mezcla
hidrolizada a 28 °Brix y 15 g de levadura. La activacién de la levadura tom6 12 horas.

Fig. 3.22 Hidrolizado a 28 °Brix

3.7.2 Proceso de fermentacion

El proceso de fermentacion se llevd a cabo a temperatura ambiente, bajo condiciones
anaerdbicas, en matraz Erlenmeyer de 500 mL para el ensayo preliminar y en tanque de
fermentacion para la muestra final.

Al cabo del cuarto dia, en la primera muestra, el grado Brix se estabilizd, dando por concluido
el proceso. Para la segunda muestra, se realizaron mediciones del °Brix diariamente, durante 5
dias, tiempo en el que el grado Brix disminuyera hasta alcanzar un valor constante.

Fig. 3.23 Levadura Saccharomyces cerevisiae Fig. 3.24 Tanque de fermentaciéon
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Fig. 3.25 Mezcla fermentada
3.8 Destilacion
Los materiales y equipos empleados para esta etapa, fueron los siguientes:

*  Columna de destilacion Vigreux

»  Baiio termorregulador — Techne, modelo: RB-5A
=  Matraz redondo de vidrio, de 2 L

» Manta de calefaccion

Para este proceso se tomd 500 g de muestra fermentada, de los 1000 g disponibles del proceso
anterior, la cual se destil6 en una columna Vigreux con reflujo. El condensador del sistema
estuvo conectado al bafio termorregulador, a 10 °C.

La destilacion se realizo en una sola etapa, recogiéndose sucesivamente dos fracciones de
destilado: destilado 1 y el destilado 2.

Se midi6 continuamente la temperatura de destilacion, procurando que no sobrepase los 78 °C
(punto de ebullicion del alcohol etilico); luego de 45 minutos se obtuvo aproximadamente
8 mL del destilado 1 y 12 mL del destilado 2.

Fig. 3.26 Torre de destilacion Fig. 3.27 Muestra durante la destilacién
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3.9 Determinacion del grado alcohodlico

La medicion del grado alcoholico del destilado obtenido se realizd con dos métodos
diferentes:

3.9.1 Densidad del destilado

Para este método, se midio en una probeta de vidrio, el volumen del destilado, y se determino
su densidad.

La densidad hallada se utilizd para determinar el grado alcoholico, segiin la Tabla Aqueous
Ethyl Alcohol at 15,56 °C [77].

3.9.2 Indice de refraccion
Para este método se midio el indice de refraccion del destilado, con un refractdmetro de mesa
a una temperatura de 20 °C, mantenida constante con un bafio termorregulador conectado al

refractometro.

Con el indice de refraccion medido se determiné el grado alcohdlico segun la Tabla D-228
[77].

Fig. 3.28 Equipo de medicion del indice de refraccion (bafio termorregulador y refractometro)



Capitulo 4
Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados de los experimentos realizados, siguiendo los
métodos descritos en el capitulo anterior; asi mismo, se realiza un analisis de la influencia de
diversos parametros del proceso en el resultado final.

Es importante recordar que durante los pretratamientos y procesos de deslignificacion e
hidrolisis enzimatica no se emplearon equipos especiales de medicion, debido a su elevado
costo. Se emplearon caracteristicas como: pH, indice de refraccién y grado Brix, como base
para la discusion.

4.1 Secado de la biomasa

En este apartado se presentan los resultados y condiciones de la etapa de secado de la
biomasa, previa a los ensayos.

En ensayos preliminares se secaron las hojas a 100 °C a distintos tiempos, con el fin de
evaluar la influencia del grado humedad en el pretratamiento SE. Los ensayos mostraron que
con biomasa muy seca no se logra un adecuado pretratamiento, por la falta de agua interna a
la biomasa que se pueda evaporar de manera instantanea degradando asi la hemicelulosa.

Tabla 4.1 Secado de los residuos de banano organico en una estufa

Temperatura 100 °C
Hojas Tiempo 1 hora
Densidad muestra seca 0,26 g/mL
Peso perdido 54%
Temperatura 50 °C
Tiempo 17 horas
Pseudotallo Dens?dad muestra seca 0,38 g/mL
Peso perdido 76,1%
Temperatura 50 °C
Tiempo 15 horas
Raquis Densidad muestra seca 0,41 g/mL
Peso perdido 72,2 %
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4.2 Resultados de pretratamientos

4.2.1 Ensayos preliminares en biorreactor de % " de diAmetro

En este acapite se presentan los resultados de las ensayos preliminares de Steam Explosion
(SE) y Liquid Hot Water (LHW) aplicados a hojas de banano. Algunos parametros de proceso
de los pretratamientos se tomaron de fuentes secundarias como se menciond en el punto 3.4.

El principal resultado esperado al realizar estos ensayos es una disminucion del pH de la
muestra, disminucién que corresponderia a la presencia de acido acético producido por la
degradacion de la hemicelulosa.

En los ensayos preliminares de SE se variaron los tiempos de proceso con el fin de hallar
aquel que lograra un aparente rompimiento de la estructura interna del material, segin se
muestra en el video de la Universidad Estatal de Oregon y la informacion bibliografica [25].

En la Tabla 4.2 se observa que el rango de tiempo de proceso adecuado para el pretratamiento
SE se encuentra entre 16 y 20 minutos; tiempos menores a este rango no producen un
adecuado rompimiento de la estructura interna de la biomasa, apreciando que la muestra
estudiada presenta la misma apariencia que al inicio del ensayo: materia prima picada.

En la Tabla 4.3 se observa que con en el pretratamiento LHW (que utiliza 17 minutos como
tiempo de proceso) se logra degradar la hemicelulosa. Este tiempo fue tomado en base a la
informacion brindada por el profesor Michael J. Antal del Instituto de Energia Natural de
Hawaii [32].

4.2.2 Steam Explosion en biorreactor de % " de diAmetro

En este punto se analizan los resultados de las ensayos del pretratamiento SE, realizado en el
biorreactor de % ' de didmetro. Asi mismo, se evalta la posible influencia de diversos
parametros, como: la relacion agua/biomasa, el tiempo de calentamiento y el estado de la
biomasa sobre la degradacion de la hemicelulosa.

La evaporacion instantanea del agua interna de la biomasa produce la degradacion de la
hemicelulosa y la formacién de acido acético; esta degradacion fue evaluada en funcion de la
disminucién del pH; a mayor disminucion (ApH) seria mayor la cantidad de acido acético
formado.

A continuacidon se presentan las Tablas 4.4, 4.5, y 4.6, en las cuales se describen las
condiciones y resultados del pretratamiento SE en hojas, pseudotallos y raquis de banano.
También se presentan graficos, en los cuales se muestran las relaciones entre los parametros
analizados de los resultados experimentales.



Tabla 4.2 Pretratamiento SE de hojas. Ensayos preliminares

Nimero de Estado de Agua Biomasa Rela.ci()n Volumen Yolun}en Tiemp(? de . Tiempo (ge Tiempo
experimento | biomasa (mL) () agule/I:)]i(/);r)l asd oc(l:lll)i;l ° dls(plgllil)ble calen(t:rll;r:)ento pl;):ielf)o (t::lti?ll) PHo | pHr | ApH Apariencia
Al Humeda 60 15 4,0 68,4 86,6 28:50 19:24 48:14 7,0 5,5 1,5 Pastosa
A2 Huameda 70 15 4,7 78,4 76,6 31:29 16:57 48:27 7,0 5,5 1,5 Pastosa
A3 Humeda 70 15 4,7 78,4 76,6 28:34 17:11 45:45 7,0 5,5 1,5 Pastosa
A4 Humeda 80 15 53 88,4 66,6 26:00 18:00 44:00 7,0 | 6,0 1,0 Pastosa
A5 Humeda 80 15 53 88,4 66,6 25:25 17:42 43:07 7,0 | 6,0 1,0 Pastosa
A6 Humeda 80 15 5,3 88,4 66,6 26:14 17:03 43:17 7,0 6,0 1,0 Pastosa
A7 Humeda 80 15 5,3 88,4 66,6 26:51 18:00 44:51 7,0 6,0 1,0 Pastosa
A8 Humeda 60 25 2,4 74,1 80,9 28:25 17:12 45:44 6,5 | 55 1,0 Pastosa
A9 Humeda 70 25 2,8 84,1 70,9 29:33 17:47 47:20 7,0 | 6,0 1,0 Pastosa
Al10 Humeda 70 25 2,8 84,1 70,9 30:20 16:46 47:07 7,0 6,0 1,0 Pastosa
All Humeda 75 25 3,0 89,1 65,9 30:36 18:28 49:00 7,0 6,0 1,0 Pastosa
Al12 Humeda 120 25 4.8 134,1 20,9 30:37 05:32 36:10 7,0 6,0 1,0 Sin degradarlo
Al3 Seca 60 25 2,4 74,1 80,9 29:41 10:35 40:14 6,5 5,5 1,0 Sin degradar10
Al4 Seca 100 25 4,0 114,1 40,9 29:23 04:11 33:34 6,5 | 55 1,0 Sin degradar'®
pHy pH inicial
pH; pH final
ApH pH, - pH¢

¥ Tiempo transcurrido hasta alcanzar 186 °C
? Tiempo a temperatura constante (186 °C)
191 a muestra tiene el mismo aspecto que al inicio del ensayo.




Tabla 4.3 Pretratamiento LHW de hojas. Ensayos preliminares

Ni d Estado d A Relacién Volumen Tiempo Tiempo de Tiempo de Tiempo
Hmero te bs. aco de ngﬂ'ia Biomasa (g) | agua/biomasa ocupado previo"' calentamiento'’ proceso™ total pH, pH; ApH

experimento iomasa | (mL) (mL/g) (mL) (horas) (min) (min) (min)
B1 seca 110 3 37 112 2:00 27:23 17:33 48:56 7,0 5,5 1,5
B2 Seca 110 3 37 112 2:00 32:31 17:00 53:31 7,0 5,5 1,5
B3 seca 110 3 37 112 2:00 42:34 17:23 63:58 7,0 5,5 1,5
B4 Humeda 110 3 37 112 - 28:20 17:24 49:44 7,0 6,0 1,0
B5 Humeda 110 3 37 112 - 27:36 17:33 49:09 7,0 6,0 1,0
pHy pH inicial
pH; pH final
ApH pH, - pH¢

El tiempo de enfriamiento fue el mismo para todos los ensayos preliminares LHW de hojas, 4 minutos.

" Tiempo de remojo de la muestra.
"2 Tiempo transcurrido hasta alcanzar 196 °C
" Tiempo a temperatura constante (196 °C)




Tabla 4.4 Pretratamiento SE de hojas

. . Relacién Volumen Masa Tiempo de . .
elju;r::;:;:fo li)sit)ar‘xilgs(;e ?nglt;l Blo(m)asa agua/biomasa disponible total calentamiento lil;)l:(::(l))(()ntllfn) torf:l(lﬂ(nnll)ion) pH, pH; ApH
P & (mL/g) (mL) ® (min) P
C1 Humeda 80 15 5,3 48,3 95 26:00 18:00 44:00 7,0 6,0 1,0
C2 Humeda 70 15 4,7 58,3 85 31:29 16:57 48:27 7,0 5,5 1,5
C3 Humeda 70 15 4,7 58,3 85 28:34 17:11 45:45 7,0 5,5 1,5
C4 Humeda 60 15 4,0 68,3 75 28:50 19:24 48:14 7,0 5,5 1,5
C5 Humeda 70 25 2,8 40,6 95 30:20 16:46 47:07 7,0 6,0 1,0
Cé6 Humeda 60 25 2,4 50,6 85 28:26 10:15 38:41 6,5 5,5 1,0
Cc7 Seca 20 4,0 115,8 25 25:57 17:18 43:16 7,0 5,5 1,5
C8 Seca 10 2,0 125,8 15 27:41 17:02 44:43 7,0 5,5 1,5
c9 Seca 60 10 6,0 56,7 70 26:29 17:01 43:30 7,0 6,0 1,0
C10 Seca 50 15 3,3 47,5 65 27:52 17:30 45:22 7,0 6,0 1,0
C11 Seca 30 15 2,0 67,5 45 25:16 17:00 42:17 7,0 6,0 1,0
C12 Seca 30 20 1,5 48,3 50 26:28 19:00 45:28 7,0 5,5 1,5
pHy pH inicial
pH; pH final
ApH pH, - pH¢




Tabla 4.5 Pretratamiento SE de pseudotallo

. . Relacién Volumen Masa Tiempo de . Tiempo
::;::;;:fo lisitoal:ll(;s(;e ?nglilf)l Blo(rgn)asa agua/biomasa disponible total calenta[;niento plil:)l:;l(l)n()lgien) tot.all) pH, pH; ApH
(mL/g) (mL) (® (min) (min)
D1 Humeda 60 30 2,0 63 90 30:28 16:16 46:44 7,0 5,5 1,5
D2 Htimeda 40 30 1,3 83 70 31:27 19:23 50:50 7,0 5,5 1,5
D3 Humeda 60 45 1,3 48 105 27:41 18:53 46:34 7,0 6,0 1,0
D4 Humeda 60 45 1,3 48 105 27:46 30:09 57:55 7,0 6,0 1,0
DS Humeda 40 45 0,9 68 85 27:04 18:09 45:13 7,0 5,5 1,5
D6 Humeda 50 60 0,8 42 110 30:02 17:00 47:02 7,0 6,0 1,0
D7 Humeda 40 60 0,7 52 100 28:55 17:07 46:03 7,0 5,5 1,5
D8 Seca 25 5 5,0 117 30 27:45 17:04 44:49 6,0 5,5 0,5
D9 Seca 70 10 7,0 59 80 26:18 17:02 43:21 6,0 6,0 0,0
D10 Seca 60 10 6,0 69 70 29:53 17:25 47:18 6,0 5,5 0,5
D11 Seca 40 10 4,0 89 50 26:21 17:54 44:15 6,0 5,5 0,5
D12 Seca 60 15 4,0 55 75 25:39 17:17 42:57 6,0 5,5 0,5
D13 Seca 30 15 2,0 85 45 27:08 21:44 48:52 6,0 5,5 0,5
D14 Seca 20 15 1,3 95 35 26:57 17:03 44:00 6,0 5,5 0,5
D15 Seca 56 20 2,8 46 76 29:34 17:01 46:35 6,0 5,5 0,5
pH, pH inicial
pH; pH final
ApH pH, - pH¢




Tabla 4.6 Pretratamiento SE de raquis

. . Relaciéon Volumen Masa Tiempo de . .
::;:::SLS:O ]i)si:)alﬁgs(;e ?Ilgli? Bl()(l;l)asa agua/biomasa disponible total calenta[l,niento p£:££ (()n(:ien) tof;fl(lz:?n) pH, pH; ApH
(mL/g) (mL) (mL) (min)

E1l Htimeda 97 10 9,7 46 107 29:19 17:20 46:39 7,0 7,0 0,0
E2 Htimeda 97 10 9,7 46 107 24:37 34:00 58:37 7,0 7,0 0,0
E3 Humeda 85 20 4,3 46 105 29:11 17:07 46:18 7,0 7,0 0,0
E4 Humeda 74 30 2,5 46 104 28:02 17:41 45:43 7,0 7,0 0,0
ES Humeda 38 60 0,6 46 98 27:01 17:24 44:25 7,0 7,0 0,0
E6 Seca 90 8 11,2 56 98 27:22 17:02 44:24 7,0 7,0 0,0
E7 Seca 85 10 8,5 58 95 32:28 16:54 49:22 7,0 7,0 0,0
E8 Seca 61 20 3,0 71 81 47:34 17:19 64:54 7,0 5,5 1,5
E9 Seca 51 24 2,1 76 75 42:44 17:00 59:44 7,0 6,0 1,0
E10 Seca 41 28 1,5 81 69 28:41 17:17 45:59 7,0 6,5 0,5
pHy pH inicial

pHs pH final

ApH pHo-pH
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La Tabla 4.4 muestra que en hojas, en promedio, el estado inicial de la biomasa (hiimeda o
seca) no tiene mayor influencia en la disminuciéon de pH. Sin embargo, se observo que era
mas fécil trabajar con biomasa himeda, por lo que se recomienda este estado.

En pseudotallo (Tabla 4.5) y en raquis (Tabla 4.6) tampoco se observa una marcada influencia
del estado de la biomasa en la disminucion del pH.

En la Tabla 4.5, al variar el volumen disponible en el pretratamiento SE (pues en este método
se produce un mayor o menor volumen de vapor de agua, lo que podria ocasionar una
degradacion mayor o menor de la biomasa), se observo que en estado hiimedo a mayor
volumen disponible se produce una mayor degradacion de la hemicelulosa; mientras que en
estado seco la variacion de volumen disponible no influye en los resultados de la degradacion

En el pretratamiento SE de raquis (Tabla 4.6), se consiguieron resultados desfavorables, en
comparacion con los resultados de las Tablas 4.4 y 4.5. A pesar de haberse ensayado un
amplio rango de relaciones agua/biomasa y de tiempo de calentamiento, en la mayoria de
ensayos el pH final obtenido es 7; es decir, no hubo disminuciéon de pH, tanto para el estado
hiimedo como en seco.

En general, no se observa una influencia del tiempo de calentamiento en la disminucion del
pH y por tanto en la degradacion de la hemicelulosa.

Influencia de la relacion agua/biomasa en hojas humedas.
Experimentos C1-C6
6.5 6
6 - -5
4 3
= 55 - T
c ~
& -3 5
T 'S
o 5 - &
L2 E
4.5 - L4
4 - -0
(ox} Cc2 c3 c4 c5 cé6
M pHf himedo M Relacién agua /biomasa

Fig. 4.1 Steam Explosion de hojas hiimedas — comparacion 1

Se podria decir que, en promedio, las mayores diferencias de pH y por tanto la mayor
degradacion de la hemicelulosa se ha observado en el pseudotallo, seguido de hojas y raquis;
este orden coincide con el ordenamiento de los residuos de banano en base a su contenido de
hemicelulosa [70].
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Influencia de la relacion agua/biomasa en hojas secas. Experimentos
C7-C12

6.5 7

Relacién (mL/g)

Cc7 C8 c9 C10 C11 C12

M pHfseco mRelacién agua /biomasa

Fig. 4.2 Steam Explosion de hojas secas — comparacién 1

En las Figuras 4.1 y 4.2, se observa que la relacion agua/biomasa no es un factor influyente
sobre el pH final, en el pretratamiento SE de hojas.

Influencia de la relacion agua/biomasa en pseudotallo humedo.
Experimentos D1-D7

6.5 2.5
6
-2
o8
o ~
3 5.5 - 75‘
g - 15 €
< ]
£ 5. 8
= &
-1
4.5 -
4 - 0.5

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

M pH final  m Relacién agua /biomasa

Fig. 4.3 Steam Explosion de pseudotallo hiimedo — comparacion 1
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Influencia de la relacion agua/biomasa de pseudotallo seco.
Experiementos D8-D15

6.5 7.5
- 6.5
6

- 55
)
55 - 45 E
: —
= ~g
I =
5 - 357
[
-4

- 25

45 -
- 15
4 - - 05

D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15

M pHfseco M Relacién agua/biomasa

Fig. 4.4 Steam Explosion de pseudotallo seco-comparacion 1

En las Figuras 4.3 y 4.4 se muestran distintas relaciones de agua/biomasa en pretratamiento
SE de pseudotallo hiimedo y seco, pero el pH final no presenta un patréon de cambio.

Influencia de la relacion agua/biomasa en raquis humedo.
Experimentos E1-ES

7.5 12
7 - 10
. >
_6.5 -8 =
g 6 - E
= -6 &
I 55 - 2
Q. Q
-4 B
5 - o
45 - -2
4 - -0

El E2 E3 E4 ES

B pHf htmedo M Relacién agua/biomasa

Fig. 4.5 Steam Explosion de raquis hiimedo — comparacion 1
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Influencia de la relacion agua/biomasa en raquis seco. Experimentos
E6-E10

pH final
Relacién (mL/g)

E6 E7 E8 E9 E10

M pHfseco M Relacién agua/biomasa

Fig. 4.6 Steam Explosion de raquis seco-comparacion 1

En las Figuras 4.5 y 4.6 se observa que la relacion agua/biomasa o bien no tiene influencia o
no muestra una tendencia clara en el pH final en los experimentos de Steam Explosion de
raquis humedos o secos.

Influencia de la biomasa de hojas himedas.
Experimentos C1-C6
6.5 30
o
6 - -
©
Q
- 20 E
'_,‘;’ 5.5 - <
& - 15 &
T £
S 5 - 5
- 10 @
4.5 - 5
4 - -0
c1 c2 c3 c4 s (3
B pHf himedo ™ Biomasa

Fig. 4.7 Steam Explosion de hojas hiimedas — comparacion 2
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Influencia de la biomasa de pseudotallo humedo.
Experimentos D1-D7

El E2 E3 E4 E5

B pHf himedo ™ Biomasa

6.5 70

6 - 60
C
3
= 5.5 A - 50 o
£ £
s =
I ©
& 5 - - 40 @
£
(=]
2

4.5 - - 30

4 - - 20

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
B pHf himedo ™ Biomasa
Fig. 4.8 Steam Explosion de pseudotallo himedo — comparacion 2
Influencia de la biomasa de raquis humedo.
Experimentos E1-ES

7.5 70

7 - - 60
6.5 - - 50 2
[\
2
T 6 - 40 €
o— 3
s <
5 55 - - 30
£
5 - - 20 8
[=2]

4.5 - - 10

4 - -0

En las Figuras 4.7 a 4.9 se busca ver la posible relacion entre la cantidad de biomasa y el pH
final alcanzado en el pretratamiento SE, de los tres tipos de residuos de banano organico,

Fig. 4.9 Steam Explosion de raquis hiimedos — comparacién 2

considerando el mismo tamano del biorreactor.

Dado que el valor del pH final est4 en un rango muy estrecho (5,5 - 6,0), tanto en hojas como
en pseudotallo, no se podria afirmar que haya una tendencia; sin embargo, en raquis es mas

claro que no se presenta ningun cambio.
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4.2.3 Liquid Hot Water en biorreactor de % " de diametro

En este acapite se presentan los resultados de los ensayos del pretratamiento LHW realizados
en el biorreactor de % ' de didmetro. Asi mismo, se evalta la posible influencia de diversos
parametros como el estado de la biomasa, tiempo de proceso y relacion agua/biomasa, en la
degradacion de la hemicelulosa.

Pese a las limitaciones instrumentales, se intenta evaluar la mayor o menor degradacion de
hemicelulosa degradada por la accion acida del agua a altas temperaturas. La degradacion de
la hemicelulosa ocasiona el rompimiento de los radicales acetilos y la formacion de acido
acético. La formacion de este acido produce una disminucion del pH, por lo que se considera
que un menor pH final en la mezcla pretratada corresponderia a una mayor degradacion de la
hemicelulosa.

Para cada tipo de residuo de banano organico se presenta una tabla con los resultados
obtenidos en estado humedo y seco, la cantidad de agua y biomasa empleada, la relacion de
agua/biomasa utilizada, los tiempos de cada etapa y las mediciones de pH (Tablas 4.7 a 4.9).

A diferencia del pretratamiento SE, en donde se trabajo con diferentes volimenes, en LHW
todos los ensayos emplearon un volumen total de 116 mL en el biorreactor.






Tabla 4.7 Pretratamiento LHW de hojas

Numero Estado de Agua | Biomasa Rela.ci()n Tiempo Tiempo. de Tiempo de Tie.m PO de Tiempo total
Experimento biomasa (mL) ) agua/biomasa previo calenta.mlento proceso enfrlar-mento (min) pHo | pH; | ApH
(mL/g) (horas) (min) (min) (min)

F1 Humeda 111 3 37,0 0:00 30:00 17:00 4:00 51:00 7,0 6,0 1,0
F2 Humeda 89 15 5,9 0:00 48:02 17:00 4:05 69:08 7,0 5,5 1,5
F3 Humeda 79 21 3,8 0:00 31:18 17:15 4:09 52:43 7,0 5,5 1,5
F4 Humeda 68 27 2,5 0:00 29:16 17:12 4:39 51:09 7,0 5,5 1,5
F5 Seca 104 34,7 3:00 29:24 17:02 4:57 51:24 7,0 5,5 1,5
Fé6 Seca 93 15,5 2:10 31:35 17:34 4:34 53:43 7,0 5,5 1,5
F7 Seca 81 9,0 2:20 38:30 17:29 4:22 60:21 7,0 5,5 1,5
F8 Seca 70 12 5,8 4:20 31:59 17:02 4:12 53:13 7,0 5,5 1,5
F9 Seca 58 15 3,9 6:13 42:54 17:00 4:08 64:02 7,0 5,5 1,5
pH, pH inicial
pH; pH final
ApH pHo-pH¢




Tabla 4.8 Pretratamiento LHW de pseudotallo

Nimero Estadode | Agua | Biomasa Rela.cién Tiempo Tiempo. de Tiempo de Tie.mp(.) de Tiempo
experimento biomasa (mL) ) agua /biomasa previo calenta.mlento proceso enfrlal.mento tot.al pH, pH; ApH
(mL/g) (horas) (min) (min) (min) (min)

G1 Humeda 101 15 6,7 0:00 28:18 18:18 4:00 50:36 7,0 5,5 1,5
G2 Humeda 93 23 4,0 0:00 27:29 17:16 4:01 48:46 7,0 5,5 1,5
G3 Humeda 86 30 2,9 0:00 26:43 17:03 4:04 47:51 7,0 5,5 1,5
G4 Humeda 80 36 2,2 0:00 26:41 17:02 4:04 47:48 7,0 4,5 2,5
G5 Seca 100 16,7 2:00 27:00 17:14 4:20 48:34 6,0 4,5 1,5
G6 Seca 92 9 10,2 2:00 30:30 17:24 4:10 52:04 6,0 4,5 1,5
G7 Seca 84 12 7,0 2:00 23:57 17:01 4:02 45:00 6,0 4,5 1,5
G8 Seca 76 15 5,1 2:00 31:00 17:02 4:20 52:22 6,0 4,5 1,5
G9 Seca 70 18 3,9 2:00 43:17 19:47 4:18 67:22 6,0 4,3 1,7
pH, pH inicial
pH; pH final
ApH pHo-pH




Tabla 4.9 Pretratamiento LHW de raquis

Nimero de | Estado de | Agua Biomasa Re/la.ci()n TiemPo Tiempo. de Tiempo de Tii'e.mp(.) de Tiempo
Experimento | biomasa (mL) ) agua/biomasa previo calenta.mlento proceso en rlar.nlento tot.al pHy pH;¢ ApH
(mL/g) (horas) (min) (min) (min) (min)

H1 Humeda 104 10 10,4 0:00 28:15 17:00 4:10 49:25 7,0 7,0 0,0
H2 Humeda 92 20 4,6 0:00 42:28 17:02 4:08 63:38 7,0 5,5 1,5
H3 Humeda 81 30 2,7 0:00 32:16 17:01 4:10 53:27 7,0 4,5 2,5
H4 Seca 104 5 20,8 2:00 31:32 18:02 4:00 53:34 7,0 5,5 1,5
HS5 Seca 92 10 9,2 2:00 41:25 17:10 4:10 62:48 7,0 5,5 1,5
H6 Seca 80 15 5,3 2:00 29:23 17:02 4:57 51:00 7,0 5,5 1,5
pH, pH inicial
pHs pH final
ApH pHo-pH¢
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En la Tabla 4.7, se observa que el tiempo previo de remojo de la biomasa seca no influye en la
eficiencia del pretratamiento. Tampoco el estado de la biomasa influye en una mayor o menor
degradacion de la hemicelulosa, ya que en la mayoria de los ensayos LHW se alcanza un pH
final de 5,5.

En la Tabla 4.8, se observa que los ensayos LHW con pseudotallo registraron en promedio
menores pH finales que las hojas y raquis. Esto puede deberse al menor contenido de
hemicelulosa que presenta, por lo que se requeriria de menor esfuerzo para degradar toda la
hemicelulosa presente en este tipo de residuo.

Se debe aclarar que las relaciones agua/biomasa en las hojas fueron mayores que en
pseudotallo y raquis; esto se debio a la baja densidad de las hojas, lo que restringia las
cantidades de masa en el biorreactor. Lo contrario ocurrié con el pseudotallo, cuya densidad
permitid utilizar mayores cantidades de biomasa.

Se observa que los mejores resultados se han obtenido en el pseudotallo, seguido de las hojas
y finalmente de los raquis; este orden coincide con el ordenamiento de los residuos en base al
contenido de hemicelulosa [70]. El menor pH final fue de 4,5; independiente del tipo de
residuo y estado de biomasa.

La etapa de enfriamiento del LHW no tiene un efecto aparente en la degradacion de la
hemicelulosa. Esta etapa se realiza con el objetivo de enfriar el biorreactor y poder acceder
rapidamente a su contenido.

Influencia de la relacion agua/biomasa en hojas himedas.
Experimentos F1-F4
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B pHf humedo M Relacién agua/biomasa

Fig. 4.10 Liquid Hot Water de hojas himedas — comparacién 1
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Influencia de la relacion agua/biomasa en hojas secas. Experimentos

F5-F9

6 40

- 35
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F5 F6 F7 F8 F9
M pHf seco H Relacidn agua/biomasa

Fig. 4.11 Liquid Hot Water de hojas secas — comparacion 1

En las Figuras 4.10 y 4.11 se observa que en estado himedo o seco, las distintas relaciones de
agua/biomasa no se correlacionan con una mayor o menor degradacion de la hemicelulosa. El
pH final alcanzado es 5,5 en la mayoria de los ensayos.

Se aprecia que a diferencia del pseudotallo y raquis, las hojas no lograron alcanzar 4,5 de pH
final, sino que bajo sdlo a 5,5.

Influencia de la relacion agua/biomasa en pseudotallo humedo.
Experimentos G1-G4

6 8
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Fig. 4.12 Liquid Hot Water de pseudotallo himedo — comparacién 1
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Influencia de la relacion agua/biomasa en pseudotallo seco.
Experimentos G5-G9
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Fig. 4.13 Liquid Hot Water de pseudotallo seco — comparacién 1

En las Figuras 4.12 y 4.13 se observa que la relacion agua/biomasa no influye en una mayor
degradacion de la hemicelulosa, en pseudotallos humedos o secos. En estado humedo la
mayoria de los ensayos registraron un pH final de 5,5; mientras que, en seco todos los ensayos
alcanzaron un pH entorno a 4,5.

Influencia de la relacion agua/biomasa en raquis humedo.
Experimentos H1-H3
7 - 12
61 - 10
5 .
- 8 ?D
=
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b ° 8
a 3 - ]
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H1 H2 H3
M pH final M Relacién agua/biomasa

Fig. 4.14 Liquid Hot Water de raquis humedos — comparacién 1
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Influencia relacion agua/biomasa en raquis seco.
Experimentos H4-H7

pH final
Relacién (mL/g)

H4 H5 H6 H7

M pH final M Relacién agua/biomasa

Fig. 4.15 Liquid Hot Water de raquis seco — comparacion 1

En la Figura 4.14 se observa una aparente influencia de la relacién agua/biomasa sobre la
degradacion de la hemicelulosa en raquis hiimedos; sin embargo, en raquis secos (Figura
4.15) se observa lo mismo que en el resto de pruebas; es decir, que la relacion agua/biomasa
no influye en la degradacion de la hemicelulosa.

4.2.4 Liquid Hot Water en biorreactor de 3°"

En la Tabla 4.10, se muestran los resultados obtenidos del pretratamiento LHW de
pseudotallos, con mayores cantidades de biomasa, en el biorreactor W2 (de 3" de didmetro).

El objetivo de estos ensayos fue, principalmente, contar con la adecuada cantidad de biomasa
pretratada, para las siguientes etapas del proceso.



Tabla 4.10 Pretratamiento LHW de pseudotallo- biorreactor de 3”

Datos iniciales Biomasa obtenida Resultados
E Biomasa | Agua | Relacion | Estado de (ntlicn) (rfnli’n) (rfl?n) Pulpa Liquido .I:I’I.a.s:l Masa final | Recuperacion H H. | ApH | Apariencia
¥ (® | (mL) | (mL/g) |labiomasa (®) ® P ® (%) PHo | PR AP | Apariend
K1 453,25 | 1295 2,85 Humeda | 52:35 90:00 8:41 70,00 1525,1 1 748,25 1595,0 91% 7 5,5 1,5 Liquida
K2 453,25 | 1295 2,85 Humeda | 49:26 86:00 8:13 101.30 1439,0 1 748,25 1 540,3 88% 7 5,5 1,5 Liquida
K3 453,25 | 1295 2,85 Humeda | 45:09 83:00 9:55 75,00 1528,0 1 748,25 1 603,0 92% 7 5,5 1,5 Liquida
Ex | Numero de ensayo
te Tiempo de calentamiento
ty Tiempo de proceso
te Tiempo de enfriamiento
pHo | pH inicial
pH¢ | pH final
ApH | pHo-pHy
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4.3 Resultados del proceso de deslignificacion

En este acdpite se presentan los resultados del proceso de deslignificacion con ozono. La
materia prima utilizada fue pseudotallo pretratado mediante LHW, por ser esta combinacion
de residuo - pretratamiento la que mostré mejores resultados de degradacion de la
hemicelulosa. El material utilizado fue la combinacién de las muestras pretratadas K1, K2,
K3, que se muestran en la Tabla 4.10.

En el proceso de deslignificacion por ozonizacion, la degradacion de la lignina produce la
formacion de acidos como resultado de la descomposicion de compuestos fendlicos [36, 3].
Para la evaluacion de esta degradacion se empled nuevamente la disminucion de pH. Sin
embargo, los valores de pH no mostraron reduccion alguna; cabe la posibilidad de que la
cantidad de ozono aplicada haya sido menor a la necesaria o que la concentracion de acido
acético haya sido insuficiente.

Durante el proceso de ozonizacién se produjo abundantes burbujas, sin embargo,
cuantitativamente no se registrd ninguna disminucioén en el pH, con lo cual se podria concluir
que no se produjo la degradacion de la lignina. Se considera que la carga de ozono
suministrada no fue la suficiente, y que el tiempo de proceso fue muy corto. Se recomienda
realizar el proceso con cargas y tiempos mayores hasta disminuir el pH y asi demostrar que la
lignina se ha degradado.

4.4 Resultados de los procesos de hidrdlisis enzimatica

En este acapite se presentan los resultados del proceso de hidrélisis enzimatica con las
enzimas Cellic CTec 2. La materia prima utilizada fue pseudotallo pretratado sin ozonizar
(Y3) y parte del material resultante del proceso de deslignificacion (Y1, Y2, Y4).

En la hidrolisis enzimadtica, las enzimas convierten la celulosa en glucosa al romper las
cadenas de glucanos en glucosa. Para la evaluacion de dicha conversion se empled el grado
Brix como unidad de medida.

En la Tabla 4.11 se presenta una comparacion del proceso de hidrolisis enzimatica a distintas
muestras: muestras ozonizadas (Y2 y Yl=sin 4cido acético, ver 3.10.6), y muestra no
ozonizada. En la Tabla 4.12 se presentan los resultados para una muestra mas grande (Y4), la
cual tampoco fue ozonizada.

Las muestras sometidas a hidrolisis enzimatica, inicialmente, presentaron una apariencia
pastosa, pero al cabo del primer dia de hidrdlisis su consistencia fue mas liquida.
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Tabla 4.11 Hidroélisis enzimatica preliminar con muestra ozonizada

Muestra Hora Peso (g) °Brix T (°C)
0 60,00 2,00 40
Y1 17 60,00 12,25 -
50 60,00 10,00 49
65 60,00 10,00 50
73 60,00 10,00 -
0 60,00 2,00 40
17 60,00 11,75 -
Y2 50 60,00 10,00 49
65 60,00 10,00 50
73 60,00 11,00 55

El resultado de la hidrélisis preliminar fue positivo en las muestras ozonizadas sin acido
acético (Y1) y con acido acético (Y2), dado que el grado Brix increment6 de 2 a 10 y 11
°Brix, respectivamente.

Tabla 4.12 Hidroélisis enzimatica preliminar de la muestra no ozonizada

Hora Peso (g) °Brix T (°C) pH

0 181,80 8,50 45,00 5,5

3 181,80 10,50 47,00 5,5

Y3 I3 181,80 11,50 i 5,5

18 181,80 11,50 - 5,5

23 181,80 11,50 - 5,0

°Brix de la muestra no ozonizada
14
13
12
/ * L
< 11
; p

10

0 3 15 18 23

Tiempo ( horas)

Fig. 4.16 Evolucion del grado Brix durante la hidrdlisis enzimatica de la muestra no ozonizada
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Tabla 4.13 Resultado hidrolisis enzimatica de muestra mas grande, no ozonizada

Hora Peso (g) °Brix T (°O) pH
0 1 000,00 2,00 40 5,5
24 1 000,00 12,50 49 -
Y4 39 1000,00 12,50 50 i
48 1 000,00 13,00 50 5,0
96 1 000,00 15,50 50 5,0
111 1 000,00 15,50 14 5,0
°Brix muestra grande
20
18
16 A
14 ——
12 /‘ >

10 /

°Brix

O N B OO

0 24 39 48 96 111

Tiempo (horas)

Fig. 4.17 Evolucion del grado Brix, durante hidrolisis enzimatica de una muestra grande (Y4)

Al comparar los dos ensayos preliminares (Y1, Y2 y Y3) de hidrolisis enzimatica, se
encuentra una tendencia similar, a pesar de que en la primera muestra (Y1) se eliminé el 4cido
acético presente y en las otras muestras (Y2 y Y3) se mantuvo el 4acido acético; por lo cual se
concluy6 que durante la hidrolisis enzimatica este componente no tiene ninguna influencia.

Todas las muestras presentan un aumento del grado Brix al trascurrir el tiempo.
* Rendimiento de hidrdlisis

Para el calculo del rendimiento de la hidrdlisis enzimatica, en el ensayo Y4 se determiné la
cantidad de glucosa producida (en base a la variacion del grado Brix) y la cantidad teorica de
celulosa presente en la mezcla:

°Brix de la muestra final hidrolizada = 15,5
Porcentaje de celulosa de la muestra (pseudotallo) = 52,81 % [70]

Peso muestra final = 1 000 g
0,155 x 1000

X = 0
1000 x 0,5281 100 =29,35%
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4.5 Resultados del proceso de fermentacion

En la Figura 4.18 se muestran los resultados de las fermentaciones realizadas.

Previo a la fermentacion, las muestras se dejaron evaporar en una estufa con el objetivo de
concentrarlas hasta alcanzar el grado Brix requerido para el correcto crecimiento de la

levadura, llegando a 28 °Brix en la muestra previa y 15,5 °Brix en la muestra final.

=  Medida con refractometro:

Tabla 4.14 Medida del grado Brix durante la fermentacion

°Brix
Muestra| Peso (g) . . . . . .
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Previa 78 28,00 19,00 16,75 16,00 15,50 15,50
Final 1 000 15,50 11,00 10,75 10,50 8,00 8,00
Variacion °Brix
30
25 \\
20 S
g 15 _— = °Brix muestra previa
° = °Brix muestra final
10 —~——
5
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (dias)

Fig. 4.18 Fermentacion de muestras previa y final

En ambas muestras, el grado Brix disminuy6 con el transcurrir de los dias, hasta estabilizarse
en 15,50 °Brix en la muestra previa y 8 °Brix en la muestra final.

=  Rendimiento de la fermentacion

Se determina mediante el calculo de la masa de etanol que se obtendria tedricamente, a partir
de la cantidad de glucosa determinada experimentalmente por la variacion del grado Brix.

Etanol teorico:

C6H]206 _— 2C2H5OH + 2C02
1 mol 2 moles 2 moles
180 g 92¢g 88 g

El rendimiento estequiométrico para la fermentacion es de 0,511 g de etanol/g de glucosa.
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Calculo:

°Brix al inicio de la fermentacion = 15,5
Variacion del °Brix durante la fermentacion = 7,5

500 mL de mezcla = 0,155 x 500 = 77,5 g de azlcares totales'*
Azucares convertidos a etanol = 0,075 x 500=37,5 g

(37,5/180) = 0,21 moles de glucosa
0,21 x 2 =0,42 moles de etanol

me= 0,42 x 46 = 19,17 g de etanol tedrico producido

Rendimiento de la fermentacion:
(19,17/77,5) = 0,247 g de etanol /g de glucosa

El rendimiento experimental de la fermentacion varia entre 90% y 95% y su rendimiento
industrial varia entre 87% y 93% [16].

El bajo rendimiento de la fermentacion registrado en la presente tesis pueden deberse a las
siguientes causas:

e Empleo de levadura liofilizada comercial. Por lo general, en este tipo de experimentos,
se utiliza levadura aislada y adaptada previamente en laboratorio.

e Entrada de aire a la mezcla durante las tomas de muestra para la medicion del °Brix.

e Excesiva variacion del pH durante el proceso, ya que no se empled soluciones
reguladoras de pH.

e Presencia de so6lidos insolubles (biomasa residual).

4.6 Resultados del proceso de destilacion

A continuacion se presenta el calculo de la masa de etanol obtenida; asi como los resultados
experimentales y los rendimientos considerados:

= Medida de grado alcohélico

Debido al poco volumen del destilado obtenido, las mediciones del grado alcohdlico que se
obtuvieron empleando los diferentes métodos presuponen alto grado de error.

' Los aztcares totales presentes en la mezcla han sido considerados como glucosa.
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a. Método de densidad

Tabla 4.15 Grado alcohélico-método de densidad

. Volumen . % alcohol en | % alcohol en
# destilado | Masa (g) (mL) Densidad (g/mL) volumen peso
1 10,53 13,0 0,8100 96,5 91,75
2 6,33 7,0 0,9242 55,1 47,32

Nota: el % alcohol en volumen se obtiene a partir de la densidad, mediante la Tabla Aqueous Ethyl Alcohol at 15,56 °C [77].
10,53 x 0,9175 + 6,33 x 0,4732 = 12,657 g etanol experimental
Rendimiento de la destilacion

(12,657/19,17) x 100 = 66%

b. Método de refractometro

Tabla 4.16 Grado alcohoélico - método de indice de refraccion

# destilado °Brix Indice de refraccién % alcohol peso
1 20,5 1,3646 92
2 18,4 1,3610 48

Nota: el % alcohol en peso se obtiene a partir del indice de refraccion, mediante la Tabla Aqueous Ethyl Alcohol at 15,56 °C
[771.

10,53 x 0,92 + 6,33 x 0,48 = 12,728 g etanol experimental

Rendimiento de la destilacion

(12,728/19,17) x 100 = 66,4%
Se aprecia que los rendimientos de la destilacion empleando los diferentes métodos coinciden.
= Biomasa utilizada para conseguir 12,657 g de etanol

La biomasa empleada fue pseudotallo humedo, el cual tiene una humedad del 76 % segin las
pruebas realizadas de secado.

Biomasa fresca inicial: 1359,75 ¢
Materia seca en la biomasa: 326,34 g
Agua anadida para LHW: 3885,00¢g
Biomasa inicial + agua: 524475 g
Pulpa de biomasa recuperada: 188,88 g
Biomasa utilizada para la destilacion: 326,34/2 = 163,17 g (materia seca).

=  Rendimiento etilico

(12,657 g etanol/163,17 g biomasa) = 0,078 g etanol/g biomasa
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Teniendo en cuenta que en una hectarea de cultivo de banano organico se generan 2 925 kg de
residuos vegetales, este rendimiento etilico equivale a 2 340 L/ha.

En un estudio de posibles cultivos alternativos para la produccion de etanol de biomasa
vegetal en Uruguay, los rendimientos etilicos de las especies lignocelulosicas Switchgrass
(Panicum virtagum) y Miscantus (Miscanthus giganteus) fueron de 1 600 litros de etanol/ha y
4 500 litros de etanol/ha respectivamente [78].

En un articulo sobre la produccion de etanol a partir de pasto Switchgrass, se menciona que el
rendimiento etilico alcanzado fue de 300 galones de etanol/ha [79].

En otro estudio sobre Cultivos alternativos para la produccion de bioetanol, donde se empled
el tallo de pataca como biomasa de estudio, el rendimiento etilico alcanzado fue de 66,7 litros
de etanol/t de tallo [80].

El rendimiento etilico alcanzado en la parte experimental de la presente tesis es mayor al de
los estudios anteriormente mencionados, esto puede atribuirse a:
e Empleo de enzimas celuloliticas de tercera generacion
e Aplicacion de pretratamientos hidrotérmicos
e Ensayos realizados en una escala de laboratorio, debiendo ser verificados en escala
piloto.



Capitulo 5
Perspectivas para un posible proyecto industrial

El objetivo de este capitulo es brindar una descripcion sobre las tecnologias disponibles para
obtener etanol anhidro industrializado, utilizando como materia prima: pseudotallo himedo de
banano organico. Como se detalld en los capitulos 3 y 4, este tipo de biomasa presenta el
mayor contenido de celulosa y registro los mejores resultados en las pruebas experimentales
realizadas.

A partir de la informacién obtenida de la parte experimental de la presente tesis, se propone
un diagrama de flujo del proceso industrial y se proponen equipos para cada etapa segun la
tecnologia seleccionada.

Las capacidades de cada equipo se han seleccionado para una capacidad de produccion de 30
toneladas métricas de etanol por dia (t/dia), esta capacidad se explicara mas adelante en el
punto 5.2.

Es importante destacar que solo las fases de pretratamiento, deslignificacion e hidrolisis
enzimatica utilizan nuevas tecnologias; mientras que en las fases de desfibrado, filtracion,
destilacion y deshidratacion se emplea tecnologia ya conocida y utilizada en la mayoria de las
plantas productoras de etanol.

5.1 Seleccion de tecnologias
5.1.1 Desfibrado

El proceso de desfibrado es una operacion mecénica que se realiza con el fin de reducir el
tamafio del material lignocelulodsico, para facilitar los procesos posteriores.

Luego de evaluar varias alternativas de equipos cortadores, desfibradores y moledores, se ha
seleccionado una desfibradora vertical de Fives Fletcher [81], cuyo disefio del rotor da una
cobertura completa en toda la anchura de la maquina. Los martillos oscilantes, que reducen la
materia prima en trozos mas pequefios, se solapan entre si ligeramente para asegurar que
exista una cobertura total de area de barrido.
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Fig. 5.1 Maquina desfibradora [81]

La desfibradora vertical (ver Figura 5.1) estd compuesta por dos rotores de seis y ocho barras
respectivamente, y dos fajas transportadoras por donde pasa la materia prima de forma
continua; la capacidad que se recomienda es de 400 t/dia [81].

5.1.2 Pretratamiento

El pretratamiento Liquid Hot Water ha sido seleccionado como el mas adecuado para un
posible proyecto industrial, debido principalmente a la simplicidad de la tecnologia requerida,
sin embargo, este proceso requiere de mayor energia que el pretratamiento Steam Explosion.

El equipo propuesto para el pretratamiento LHW consiste en un reactor hidrotérmico quimico
de acero inoxidable S316 de alta aleacion'’. La temperatura y presion de trabajo maxima del
reactor es de 350 °C y 20 MPa respectivamente [82].

El material seleccionado para todos los equipos del proceso de pretratamiento es acero
inoxidable, con el fin de evitar la corrosion y facilitar la limpieza [83].

El reactor debe contar con un sistema de enfriamiento, que consiste en camisas
intercambiadoras de calor situadas en todo su ancho y base. Ademas, la alimentacion de la
biomasa y agua sera impulsada por dos bombas de tornillo, al igual que la salida de la mezcla
pretratada.

El reactor tendra 15 mm de espesor [82] y una capacidad de 50 m’, con un procesamiento
diario de 1 000 t/dia, el proceso dura 3 horas por lo que se requerira de 3 reactores.

' Una alta aleacion es una aleacion que exhibe una excelente resistencia mecanica, resistencia a altas
temperaturas, estabilidad y una gran resistencia a la corrosion y la oxidacion.
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Los procesos comerciales de deslignificacion se basan en la solubilizacion de la lignina en
medios acuosos [2]. En esta tesis se propone el método de ozonizacion.

La ozonizacion se realizard en el mismo reactor descrito en el punto 5.1.2.

Existen multiples tipos de maquinas ozonizadoras, de las cuales se recomienda el generador
de ozono modelo TG-450, debido a que produce una gran cantidad de ozono a partir de una

baja demanda de oxigeno.

El generador de ozono TG-450 produce ozono a partir de una alimentacion de oxigeno a

J 1 . .y , .
través de descarga de corona'®. Con una alimentacion de oxigeno de 120 L/min el generador

es capaz de producir 515 g de ozono/hora [84].

Descripcion general:

=  Peso: 90 kg

'® Campo eléctrico muy intenso capaz de causar la ruptura dieléctrica del aire [85]
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=  Dimensiones: 76,2 cm x 50,8 cm x 91,4 cm
=  Material: aluminio

Especificaciones:

»  Concentracion de ozono: 4,20 - 8,20% peso
= Salida de ozono: 210 g/h — 515 g/h

»  Presion de operacion: 5,62 bar

=  Alimentacién de oxigeno: 90 — 120 L/min

*  Alimentacion eléctrica: 220 VAC y 60 Hz

Produccion de ozono:

* 515 g/h de ozono al 5% y 120 LPM de oxigeno
= 450 g/h de ozono al 5,8% y 90 LPM de oxigeno
» 355 g/h de ozono al 6,9% y 60 LPM de oxigeno
= 210 g/h de ozono al 8,5% y 30 LPM de oxigeno

Equipo ozonizador:

Leyenda

| Lengiietas de fijacion para
montaje en la pared

Botoén de encendido/apagado

Indicador de presion

Boton de ozono

Medidor de flujo de oxigeno

Control de flujo de oxigeno

2
3
4
5 Control de salida de ozono
6
7
8

Pestillos de cierre

9 Cable de alimentacion

10 Desconexion principal

11 Salida de ozono

12 Entrada de oxigeno

13 Entrada de agua de refrigeracion
14 Salida del agua de refrigeracion
15 Medidor del flujo de refrigeracion
16 Control de refrigeracion

Fig. 5.3 Maquina de ozonizacion [84]

5.1.4 Hidrdlisis enzimatica

En el caso de la hidrdlisis enzimatica, se opta por un tanque quimico empleado comunmente
en los procesos de hidrolisis, neutralizacion, reaccion, etc. de diferentes campos tales como la
farmacia, quimica, e industria alimentaria [86].

El tanque propuesto es SUS316L, de acero inoxidable de baja aleacion. La temperatura y
presion maxima de trabajo del tanque es de 170 °C y 0,17 MPa respectivamente [87].
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El tanque debe estar equipado con tubos de calefaccion por vapor, sensor de temperatura y
manometro. Ademads, debe contar con un sistema de agitacion tipo turbina de 1 725 rpm [88]
y un sistema de alimentacion y salida de la mezcla hidrolizada impulsada por bombas.

El tanque debe ser de forma cilindrica con fondo cénico, con el fin de facilitar el bombeo de
la mezcla hidrolizada. La capacidad del tanque estimado es de 200 m’ [89], con un tiempo de
proceso de 3 dias, por lo que se requerira de 18 tanques.

Fig. 5.4 Biorreactor de hidrdlisis enzimatica [113]

5.1.5 Fermentacion

La fermentacion alcoholica es un proceso que permite convertir azcares en alcohol y dioxido
de carbono. Este proceso se lleva a cabo en un medio anaerdbico y se representa con la
siguiente la ecuacion [16]:

C6H1206 — 2C2H5 OH + 2C02

Los microorganismos responsables de la fermentacion son las levaduras, siendo la
Saccharomyces cerevisiae la levadura mas utilizada a nivel industrial [16].

El proceso de fermentacion inicia con el cultivo del indculo el cual se anadird a la mezcla
hidrolizada. La preparacion del indculo debe llevarse a cabo en un laboratorio acondicionado
dentro de la planta industrial.

La fermentacion puede llevarse a cabo mediante dos tipos de procesos: continuo o
discontinuo. La fermentacion continua se establece con un sistema abierto, donde el inoculo
se afiade continuamente al tanque fermentador y una cantidad equivalente de mezcla se extrae
simultdneamente del sistema [90]. Para el posible proyecto industrial se recomienda la
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fermentacion discontinua, por ser mas eficiente en términos de productividad del fermentador
[91].

El disenio del tanque de fermentacion debe cumplir las siguientes especificaciones [90]:

e Disenado para que funcione asépticamente, por lo que se recomienda que sea de acero
inoxidable.

e Sistema adecuado de aireacion y agitacion para cubrir las necesidades metabodlicas de los

microorganismos.

Sistema para el control de la temperatura y pH

Sistema de control de la espuma.

Camisa de refrigeracion.

Dispositivo para la toma de muestras.

El disefio debe facilitar las operaciones de limpieza y mantenimiento.

Las superficies internas del tanque deben ser lisas.

Fig. 5.5 Tanque de fermentacion alcohélica [90]
5.1.6 Destilacion

La columna de destilacién alcohdlica consta de una torre cilindrica vertical metalica
compuesta de varios platos colocados uno encima de otro, en los cuales se da el contacto entre
la fase liquida y vapor, lo que es una destilacion fraccionada.
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Para este proceso se recomienda usar dos columnas: de destilacion y de rectificacion; ademas,
de un condensador vertical y bombas que se utilizan para la alimentacion del destilador, la
recirculacion del destilado y del etanol rectificado y la salida de la vinaza. Todo lo destilado
pasa a un tanque de alcohol hidratado.

El liquido fluye en forma descendente por accion de la gravedad. El vapor generado por
medio del calentamiento del liquido de fondo, se eleva a través de los orificios de los platos y
burbujea en el liquido para formar vapor que pasa al plato superior. Con esto se produce un
contacto multiple entre el vapor y el liquido.

Entrada de
vapor vivo

Fig. 5.6 Sistema de destilacion [92]
5.1.7 Deshidratacion

Para el proceso de deshidratacion se recomienda el método de destilacion extractiva salina,
debido a su bajo costo operativo, bajo impacto medioambiental, no necesita de la importacion
de materiales patentados y produce la mayor eficiencia energética comparada con las otras
operaciones consideradas [11].

Las sales mas comunes utilizadas para este fin son: cloruro de sodio (NaCl), cloruro de
potasio (KCI), yoduro de potasio (KI), cloruro de calcio (CaCl,) y acetato de potasio
(C,H50:K) [24].

El equipo de deshidratacion consistird en una torre de destilacion extractiva, una torre de
recuperacion del solvente, condensadores y decantadores.
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Torre de
destilacion

Torre de
recuperacion

Fig. 5.7 Proceso de destilacion extractiva [93]

La torre de destilacion extractiva es una torre de acero de 35 bandejas, con una capacidad de
hasta 25 t/h y con una temperatura y presion maxima de operacion de 320 °C y 0,3 MPa
respectivamente [94].

La torre de recuperacion es de acero inoxidable AS516 grado 70, capaz de soportar hasta 400
°C y 0,3 MPa de presion [95]. En su interior cuenta con un evaporador para la separacion del

agua y sal.

5.2 Diagrama de proceso continuo
=  Cosecha diaria de banano en Piura - Tumbes

Actualmente las regiones de Piura y Tumbes emplean 5 229 hectareas [96] y 5 100 hectareas
[97] para el cultivo de banano orgédnico respectivamente. Segin los datos del Ministerio de
Agricultura, Pert cuenta con 152 275 hectareas aptas para este cultivo, de los cuales 33 500
hectareas pertenecen a estas regiones [98].

Por cada hectarea se cultivan 1 200 plantas de banano, de las cuales se cosechan diariamente
el 6%, pudiéndose obtener un aproximado de 15 000 t/dia de pseudotallo, cantidad maxima
que podria utilizarse para la produccion de bioetanol en la region [99].

= Capacidad del proceso

Los calculos de la planta industrial se basan en una alimentacion diaria de 400 t de
pseudotallo himedo. El diagrama de flujo del proceso se puede ver en la Figura 5.8.

a) Pretratamiento
Para el pretratamiento LHW se utiliza una proporcion del 40% de biomasa y 60% de agua,

con lo cual se requiere de aproximadamente 600 m® de agua diaria, para las 400 t de materia
prima.
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Segun los rendimientos calculados en la parte experimental de la presente tesis, del
pretratamiento se obtiene aproximadamente 1 000 t de mezcla.

La capacidad del proceso, considerando un 25% de espacio libre para mantener el agua en
estado liquido a elevadas temperaturas, debe ser cubierta por 3 tanques de 50 m® cada uno.

b) Deslignificacion

Para el proceso de deslignificacion por ozonizacién se requiere de aproximadamente 48
kg/dia de ozono, y considerando que el equipo ozonizador escogido suministra 515 g de
ozono por hora, se requeriran de 4 equipos.

¢) Hidrolisis enzimatica

Considerando que el porcentaje de celulosa de la mezcla es del 52,81% y la carga enzimatica
es del 30% de la celulosa presente, se requiere de 158 t/dia de enzimas Cellic CTec 2 para el
proceso.

El proceso se llevara a cabo en 18 tanques de 200 m® de capacidad cada uno.

d) Fermentacion

El porcentaje de levadura debe ser del orden del 1,5% de la mezcla, con lo cual se requeriran
15,9 t/dia de Saccharomyces cerevisiae.

Durante la reaccion de fermentacion se generan aproximadamente 39,4 t/dia de CO,.
adicionalmente. Se requiere de 25 tanques de fermentacién de 200 m® cada uno.

e) Destilacion

El porcentaje de vinaza y subproductos es del orden del 83%, y el vapor producido es del
orden del 13%, con lo cual queda un 4% de etanol, que asciende a aproximadamente 34 t/dia
de etanol.

El proceso deberd llevarse a cabo en dos torres destiladoras, de 25 t/h de capacidad cada uno.

f) Deshidratacion

Teniendo en cuenta que el etanol rectificado tiene 5% de agua, luego de la deshidratacion se
obtiene aproximadamente 32 t/dia de etanol.

El proceso debera llevarse a cabo en una columna de destilacion extractiva, de 25 t/h de
capacidad.
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Fig. 5.8 Diagrama de proceso continuo de produccién



Conclusiones

El principal objetivo de la tesis (obtencion de etanol a partir de residuos agricolas de banano
organico) se cumplid; sin embargo, dadas las limitaciones de equipos e instrumentos de
analisis, no se pudo realizar mas experimentos que corroboren la pureza del destilado
obtenido (92% en peso), ni la composicion de los productos intermedios del proceso.

Se logro realizar una comparacion entre los pretratamientos Liquid Hot Water (LHW) y Steam
Explosion (SE). Ambos lograron una parcial degradacion de la hemicelulosa presente en los
tres tipos de residuos ensayados (hojas, pseudotallos y raquis), pero en distinto grado; esta
degradacion fue evaluada en funcién de la disminucién del pH de la muestra, que seria un
indicador del 4cido acético formado.

En promedio, para los pretratamientos SE y LHW, la mayor degradacion de la hemicelulosa
se ha observado en el pseudotallo; esto podria deberse a que, segn la bibliografia, tiene un
menor contenido de hemicelulosa que los otros tipos de residuos evaluados.

En la mitad de los experimentos de SE de hojas, se produjo una baja de pH de 1,5 para ambos
estados (humedo y seco). En el caso del pseudotallo, el 57 % de experimentos en estado
hiimedo alcanzaron una variacion de pH de 1,5 y el 43% restante alcanz6 una disminucion de
1; mientras que en estado seco la mayor parte de los experimentos alcanzo6 una reduccion de
pH de 1. Para los raquis, ninguno de los experimentos presentd una variacion apreciable de
pH en ninguno de sus estados.

La mayoria de experimentos de LHW de hojas, presentd una reduccion de pH de 1,5 y solo
uno de ellos present6 una variacion de 1. En el caso del pseudotallo, la mayor parte de los
experimentos alcanzaron una variacion de 1,5, y un 12% presentd una disminucion de 2,5.
Finalmente, en raquis, la tercera parte de los experimentos presentd una variacion de 2,5; otro
tercio presento una variacion de 1,5 y el resto no presentd variacion alguna.

De lo cual se concluye que el pretratamiento LHW es el mas adecuado pues produjo, en la
mayoria de los experimentos, una mayor variacion de pH que el pretratamiento SE. Se
recomienda el uso del pseudotallo, pues es el tipo de biomasa que presenté menor pH final en
la mayoria de los experimentos (4,5).

Los resultados obtenidos en la presente tesis coinciden con los resultados de investigaciones
realizadas por la Universidad de California-Davis, en el marco de un proyecto en el que
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participa también la Universidad de Piura, donde se concluyd que el mejor tipo de biomasa
era el pseudotallo. Ademas, los resultados de la presente tesis son acordes con otras fuentes de
informacion que mencionan que el pretratamiento LHW es mas eficiente que SE.

El proceso ensayado comprendidé las siguientes etapas: pretratamientos hidrotérmicos,
deslignificacion por ozonizacidn, hidrolisis enzimatica, fermentacion y destilacion. No se
realiz6 el proceso de deshidratacion del destilado.

El rendimiento etilico (2 340 L/ha) es relativamente alto en comparacién con el de otros
estudios de etanol de segunda generacidon; sin embargo, aun se deben realizar mas
experimentos y a mayor escala con el proceso propuesto en esta tesis, con el fin de confirmar
el resultado obtenido.

El proceso de deslignificacion mediante el método de ozonizacion no caus6 una disminucion
del pH como se esperaba, por lo que se concluye que no se produjo la degradacion de la
lignina presente en la muestra. En cambio, el proceso de hidrdlisis enzimadtica si tuvo un
efecto favorable, con las condiciones de tiempo y temperatura establecidas, alcanzdndose un
rendimiento del 29% respecto al contenido de celulosa tedrica inicial, obteniéndose 15,5 g/L
de glucosa (estimada mediante la medicion del grado Brix). El proceso produjo una mayor
cantidad de glucosa respecto a otros materiales lignoceluldsicos citados en la bibliografia,
como la hidrdlisis acida de bagacillo de cafia de aztcar (10,53 g/L). Estos buenos resultados
se atribuyen a la eficiencia de las enzimas utilizadas (Cellic CTec 2), de tercera generacion.

En el proceso de fermentacion se obtuvo 0,247 g de etanol/g de glucosa; este bajo
rendimiento podria deberse al empleo de levadura liofilizada comercial, debiendo utilizarse
levadura aislada y adaptada al sustrato; otra causa podria haber sido la variacion de pH
durante la fermentacion. El poco volumen del destilado obtenido ocasiona un mayor grado de
error en la medida de su grado alcohdlico; sin embargo, el rendimiento obtenido para el
proceso de destilacion fue de aproximadamente el 66% respecto al tedrico.

A continuacion se enumeran unas conclusiones especificas de cada etapa del proceso.

Liquid Hot Water

Los mejores resultados del pretratamiento LHW se obtuvieron cuando el volumen de agua
agregada fue ligeramente mayor al volumen de la biomasa. El uso de cantidades mayores de
agua no produce una mayor degradacion.

Se corrobor6 que el LHW es un proceso extensivo; es decir, a mayor cantidad de
hemicelulosa presente en la biomasa mayor es el tiempo de proceso requerido para degradar
la mayor cantidad de hemicelulosa posible.

Para este tipo de pretratamiento, el tiempo previo de remojo de la biomasa seca no influye en
un incremento de eficacia, por lo que se concluye que podria obviarse. Ademads, este
pretratamiento requiere de mayores cantidades de agua y energia que el pretratamiento SE.

Steam Explosion

De los tres tipos de biomasa evaluados con este método, los raquis no mostraron una escasa
degradacion de la hemicelulosa con este pretratamiento, a pesar de haber variado los tiempos,
cantidades de biomasa y agua.
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El pretratamiento SE no es un tratamiento extensivo, es decir, un mayor contenido de
hemicelulosa no implica un mayor tiempo de proceso. Este pretratamiento es dificil de
controlar y es preferible que los residuos a tratar presenten un alto contenido de agua interna,
por lo cual se recomienda biomasa himeda, para que la despresurizacion tenga los resultados
esperados.

Deslignificacion por ozonizacion
En caso de no haberse producido la deslignificacion, la causa puede ser la siguiente:

e No se suministro la cantidad necesaria de ozono a la muestra.

Hidrdlisis enzimatica

Con temperaturas entre 45 °C y 50 °C y con valores de pH entre 5,0 y 5,5, se consiguieron
resultados positivos para la hidrélisis enzimadtica; alcanzdndose la estabilizacion del grado
Brix de la muestra, luego de 73 horas de iniciado el proceso.

Para una mejor accion de las enzimas Cellic CTec 2 se recomienda emplear solucion tampon
con el fin de mantener el pH dentro del rango 5,0 - 5,5 y un agitador para homogeneizar la
mezcla durante todo el tiempo que dure la hidrolisis.

Finalmente, diremos que deberia continuarse con el estudio, realizando experimentos
repetitivos de todo el proceso, para validar el resultado obtenido y dar mayor sustento a la
idea de implementar un proyecto a nivel industrial. Ademas, se sugiere determinar
cuantitativamente los compuestos intermedios producidos en cada etapa, asi como también,
estudiar con mayor detalle las condiciones para realizar la hidrolisis enzimatica (temperatura,
pH y cantidad de enzimas) y el pretratamiento LHW (tiempo total).
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Anexo A

Brochure de aplicacion de las enzimas Cellic CTec 2 [38]

Conversion of lignocellulosic biomass to ethanol involves the liberation of sugars from
biomass feedstocks. These materials are composed of three major fractions: cellulose,
hemicellulose and lignin. Cellulose and hemicellulose contain sugars in polymeric form that
can be converted by enzymes to fermentable monomers for subsequent fermentation.

The lignin component, however, protects the cellulose and hemicellulose against microbial
and enzymatic attack. Hence, the use of lignocellulose as a raw material requires a physical or
chemical pretreatment in order to render the cellulose and hemicellulose fractions accessible
for enzymatic hydrolysis. This pretreatment step is a fine balancing act aimed at opening the
fibers to increase water access and enzymes accessibility while minimizing sugar loss and
inhibitor generation to ensure high yields and substrate suitable for enzymatic hydrolysis and
fermentation.

Cellic CTec 2 and HTec 2 are state of the art enzymes the have proven effective on a wide
variety of pretreated lignocellulosic materials for the conversion of the carbohydrates in these
materials to simple sugars prior to fermentation.

Products

In general, Cellic CTec 2 and HTec 2 can be described in the following way:

Table A-1-Decsription of Cellic CTec 2 and HTec 2 and their features

Product Cellic® CTec 2 Cellic HTec 2
Cellulase complex for | -Endoxylanase with
degradation of cellulose to|specificity toward
fermentable sugars. soluble hemicellulose

Tech A blend of: -Cellulase background

specifications/description )
pectlicati Pt -Aggressive cellulases.

-High level of B-glucosidases.
-Hemicellulase




-High conversion yield -Can improve cellulose
hydrolysis when
combined with CTec 2
-Effective at high solids|-Helps in case of mild
concentrations acid or alkaline
F pretreatment
eatures -Inhibitor tolerant -Converts hemicellulose
to fermentable sugars
-Compatible  with  multiple
feedstocks and pretreatments
-High concentration and
stability
-Up to 50% lower enzyme|-20% lower enzyme
dosage usage cost
-Lower operating and capital | -Enables higher ethanol
costs from optimization of|yields
process, e.g., higher total solids
Benefits loading and higher ethanol titer
-Enabling low ethanol cost -Provides increased
flexibility for
pretreatment technology
-Increase process flexibility
Application

CTec 2 and Htec 2 in application

Novozymes has partnered broadly with different cellulosic ethanol production companies that
have worked with the cellulose product family to optimize the cellulosic ethanol production
process. We have gathered application information using CTec 2 and HTec 2 in various
process setups using different feedstocks and pretreatments. It is recommended to close Cellic
CTec 2 based on the level of cellulose contained in the substrate to allow direct comparisons
of enzymes effectiveness on various biomass materials, including those from different
feedstocks and pretreatment combinations.

Dosing guidelines

The suggested enzymes trial dosage levels for initial investigation of a substrate are 1,5%,
3,0%, 6,0%, and 30,0% w/w (g enzymes/g cellulose). These data points should be used to
generate dose response curve (enzymes dosage vs. percentage cellulosic conversion). The low
dosage provides a target for commercially feasible cellulose hydrolysis, while the high dosage
provides an indication of maximum enzymatically accessible cellulose content. Additional
testing is recommended to refine the dose response curve and determine the effect of time,
solids loading, cellulose conversion, and enzymes dosage.

If the pretreated feedstock of interest contains an appreciable amount of hemicellulose, it is
advised to combine Cellic CTec 2 and HTec 2 to boost the celluloses; it is advised to combine
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Cellic CTec 2 and HTec 2 to boost the cellulose hydrolysis. In some cases, other Novozymes
hemicellulases may also be relevant. The enzyme dosage recommendation for Cellic CTec 2
is 0,05-0,50% w/w (g enzymes/g cellulose), but the dosage required is heavily dependent on
feedstock type, pretreatment technology, and processing conditions. Enzyme dosage
requirements may therefore vary significantly. HTec 2 is dosed based upon the amount of
cellulose-boosting enzymes; additionally, dosing in this way simplifies the experimental plan.

Using CTec 2 and HTec 2 in combination

When pretreatment result in feedstocks that would benefit from additional hemicellulose
degradation, one should test whether there is synergy between CTec 2 and HTec 2. It is
recommended to perform a dose response test and dose response-replacement test where the
total dosage of the CTec 2 and HTec 2 equals then dosage in the CTec 2-only dose response
test. An example of an initial study design is shown in table 2.

Table A-2-Example of an experimental design to test for synergy between Cellic CTec 2 and HTec 2 with 10% HTec2
replacement

Treatment Enzyme dosage % w/w (g enzyme/g cellulose)

CTec 2 HTec 2
Cellulase-low 1,50% 0,00%
Cellulase-mid 3,00% 0,00%
Cellulase-high 6,00% 0,00%
Replacement-low 1,35% 0,15%
Replacement-mid 2,70% 0,30%
Replacement-high 5,40% 0,60%

The optimal temperature and pH

The optimal temperature and pH for Cellic CTec 2 are 45 — 50 °C and pH 5,5, as shown in
Figures 1 and 2 respectively. The activity profiles were produced using a dilute acid-
pretreated corn Stover at 5% total solids loading. The temperature was kept constant at 50 °C
for the pH profile, and the pH was kept at 5,0 for the temperature profile throughout the 72-
hour hydrolysis.

Figure A-1 Temperature curve



A-4

Figure A-2 pH curve
The optimal temperature and pH for Cellic HTec 2 are 45-50 °C and pHS5,0.

Figures 3 and 4 illustrate the activity of Cellic HTec 2 at different temperatures and pH values
using azo-wheat arbinoxylan as substrate.

Figure A-3 Effect of the temperature on the activity of Cellic HTec 2

Figure A-4 Effect of pH on the activity of Cellic CTec 2
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Figure 5 shows the enzymes dose response of Cellic CTec 2 at 50 °C and pH 5,0 for an
unwashed sample of dilute acid-pretreated corn Stover at 15% total solids loading.

The enzymes are also effective on other feedstocks such as sugarcane bagasse, corn cob, corn
fiber, and wood pulp. The dose response will depend on feedstocks, pretreatment, and process
conditions.

Figure A-5 Enzyme dosage
Storage in application

The recommended storage conditions are 0-25 °C (32-77 °F) in sealed packaging, well-
protected from the sun. The product has been formulated for optimal stability. However,
enzymes gradually lose activity over time. Extended storage and/or adverse conditions such as
higher temperature may lead to a higher dosage requirement.

Safety, handling, and storage
Safety, handling, and storage guidelines are provided with all products.
Cellulosic ethanol primer

Biofuels are a key to reducing global CO2 emissions, and cellulosic bioethanol offers the
opportunity to reduce CO, emissions by up to 90% compared to conventional gasoline. The
cellulosic ethanol industry holds a lot of promise for meeting the demand for an alternative
global liquid transportation fuel, and at Novozymes we recognize this potential as a
worthwhile focus for our company. That is why we started working on developing cellulosic
ethanol solutions in 2000 and have continued to grow our research efforts in this area every
year since then. Our cellulosic ethanol work has become the largest endeavor in our company
s history, with more than 150 people dedicated to this effort. We have learned a lot through
our internal research and through our partnerships with leading companies across the globe.

The information in this section has been collected through our effort over the years and is
offered to help you progress in your cellulosic ethanol work.
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Cellulosic ethanol production process

The production processes for lignocellulosic ethanol are continuously being optimized al pilot

and demonstration-scale plants around the world. Simplified, the process has five steps (figure
6):

Feedstock: feedstock collection and transport to the cellulosic ethanol plant.

1- Pretreatment: A mechanical or thermochemical pretreatment step to break up the
lignocellulosic structure so that the enzymes can access cellulose and hemicellulose.

2- Hydrolysis: An enzymatic hydrolysis step to convert the cellulose and hemicellulose
to monomeric sugars.

3- Fermentation: A fermentation step to convert the sugars to ethanol.

4- Recovery: A recovery step to separate the ethanol from the remaining fractions so the
product can be sold.

Figure A-6 Cellulosic ethanol production process

It is widely believed that pretreatment, hydrolysis and fermentation would be carried out in an
integrated fashion since the three steps are highly interconnected. For example, degradation
products generated during pretreatment can adversely affect hydrolysis and fermentation.
Additionally, determining the optimal time to proceed from hydrolysis to fermentation can
potentially increase the ethanol yield or decrease the overall process cost. Thus, it is important
to determine how changes to one process step affect the performance and cost of the
subsequent steps.

Hydrolysis

The primary goal of hydrolysis is to convert as much cellulose as possible into monomeric
sugars as quickly as possible, which is achieved by adding cellulases. A good measure if the
effectiveness of an enzyme is percentage cellulose conversion which is defined as the amount
of cellulose converted to glucose divided by the total amount of cellulose. A high cellulose
conversion can be achieved by increasing either the enzymes dosage or the hydrolysis time.
However, a small fraction of the cellulose in a feedstock is herder to convert than the
majority; hence, there can be a diminishing return where it takes a large amount of enzymes to
convert a relatively minor fraction of cellulose.

Given this diminishing return, it is not recommended to attempt to reach a predetermined a
target percentage cellulose conversion without developing a process model, as this could
result in a higher process cost. Finding the optimal enzyme loading requires balancing of
capital expenses and operational expenses. Modeling these relationships is critical for finding
the optimal process setup for a cellulosic ethanol plant.
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Table 3 shows a few basic relationships between several hydrolysis factors and
CAPEX/OPEX. It is important to note that the benefits and downsides shown below do not
necessarily offset one another. For example, if you increase solids, the saving on acid/base
and tank costs may not offset the reduction in maximum attainable conversion at higher
enzyme cost. Additionally, it should be noted that not all changes will be realized at the same
time as there are multiple ways to approach these complex relationships.

Table A-3 Some basic relationship between CAPEX and OPEX

Hydrolysis factor CAPEX OPEX
-Quicker reaction results in less | -More spent on enzyme
installed tank capacity
Higher enzyme -Lower agitation cost -Lower agitation cost
dosage ) )
-Lower residence time
-Higher cellulose conversion
Longer hydrolysis -Lowe enzyme dosage -Higher heating/agitation cost
time -More installed-tank capacity -Less spent on enzyme
-More expensive (initial) mixing | -Lower water throughput
system
-Less installed-tank capacity -More spent on enzyme
Higher total solids -More expensive solids transport | -Higher agitation power
-Potentially cheaper pretreatment |-Lower heating cost
-Smaller distillation unit -Lower acid/base cost
-Lower distillation cost
-Lower CHP size/cost -Less material for boiler means
less income from electricity
Higher p ercentagfa -More ethanol generated results
cellulose conversion in lower distillation costs
-More spent on enzyme

A brief note on fermentation and SSF

It is strongly recommended to identify the optimal time to switch form hydrolysis to
fermentation for the specific feedstock. Simultaneous saccharification and fermentation
(SSF), a process design where yeast and enzyme are added together and run at 32-37 °C, is
commonly cited as a way of decreasing process costs because it can remove the end-products
inhibition on enzymes by fermenting glucose to ethanol.

However, for cellulosic ethanol, suboptimal conditions during SSF necessitate longer
processing time for the enzymes and C5 sugar conversion to reach a specific glucose
conversion level. The temperature is not favorable for optimal enzyme performance, and
higher inhibitors, due to high solids in hydrolysis, cause the normal yeast dosage to not
perform effectively. For cellulases, CTec 2 and HTec 2 have significantly more activity at
hydrolysis temperatures than at fermentation temperatures (figures 1 and 3), and CTec 2 also
has and improved B-glucosides enzyme that has less glucose inhibition.






Anexo B

Composicion quimica de biomasa de banano pretratada con LHW en Peru y Colombia —
Tabla reproducida de estudios de la Universidad Nacional de Colombia y Universidad
de California - Davis [70] con autorizacion de los autores.

Datos estan en % del total en base pulpa de biomasa, promedio + desviacidon estandar (n = 2).






Anexo C

Propiedades del agua saturada (liquido — vapor) [100]

Temperatura (°C) | Presion (Pa)
60 19 940
65 25030
70 31190
75 38 580
80 47 390
85 57 830
90 70 140
95 84 550

100 101 400
110 143 300
120 198 500
130 270 100
140 361 300
150 475 800
160 617 800
170 791 700
180 1 002 000
190 1 254 000
200 1 554 000

C-1






D-1

Anexo D
Normas de seguridad
e Pretratamientos Steam Explosion y Liquid Hot Water
Generalidades

Para los pretratamientos hidrotérmicos Steam Explosion y Liquid Hot Water se emplearon
diversos equipos de proteccion como batas, guantes y lentes, con el fin de evitar posibles
quemaduras causadas por el escape del vapor saturado o agua caliente del biorreactor.

Los implementos de seguridad (batas, guantes y lentes) fueron suministrados por el
Laboratorio de Quimica y Laboratorio de Mecénica de la Universidad de Piura; asi mismo,
durante las pruebas se estuvo bajo la supervision del personal de laboratorio para el manejo de
equipos como: estufa, balanza, e incubadora.

Normas generales

= Lavar y secar las manos antes y después de cada prueba.

= Usar equipos de proteccion (batas, lentes, guantes).

* Mantener el area de trabajo limpia y ordenada.

= Ubicar los equipos de seguridad, como: extintores y botiquin de primeros auxilios.
= Seguir el protocolo de trabajo marcado por los responsables del laboratorio.

* Limpiar inmediatamente los derrames de los productos utilizados.

Normas para la manipulacion de equipos e instrumentos

= Verificar el buen estado y funcionamiento de los equipos e instrumentos.

e No utilizar ninguna herramienta o maquina sin conocer su uso, funcionamiento y normas
de seguridad especificas.

e Manejar con especial cuidado el material fragil, como el vidrio.
e Hidrolisis enzimatica

Generalidades

En las pruebas de hidrolisis enzimatica se emplearon guantes de latex de laboratorio y

mascarillas con el fin de evitar el contacto directo con las enzimas Cellic CTec 2. Para las
pruebas de hidrolisis se siguieron las mismas normas de seguridad e higiene que en los
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pretratamientos Steam Explosion y Liquid Hot Water. Ademas se siguieron las normas
referentes a los productos quimicos.

Normas referentes a los productos quimicos

e Leer detenidamente la informacion de los productos quimicas y sus medidas de
seguridad respectivas.

e No dejar ningun producto quimico destapado.

e No tocar con las manos los productos quimicos.

Etanol

FORMULA: C,H¢O, CH;CH,OH.
PESO MOLECULAR: 46,07 g/mol.
COMPOSICION: C: 52,24%; H: 13,13% y O: 34,73%.

Generalidades:

El etanol se utiliza industrialmente para la obtencion de acetaldehido, vinagre, butadieno,
cloruro de etilo y nitrocelulosa, entre otros. Es muy utilizado como disolvente en sintesis de
farmacos, plasticos, lacas, perfumes, cosméticos, etc. También se utiliza en mezclas
anticongelantes, como combustible, como antiséptico en cirugia, como materia prima en
sintesis y en la preservacion de especimenes fisiologicos y patologicos. El llamado alcohol
desnaturalizado consiste en etanol al que se le agregan sustancias como metanol, isopropanol
0, incluso, piridinas y benceno. Estos compuestos desnaturalizantes son altamente toxicos por
lo que, este tipo de etanol, no debe de ingerirse.

Propiedades fisicas y termodinamicas:

Punto de ebullicion: 78,3 °C.

Punto de fusion: -130 °C.

Indice de refraccion (a 20 °C): 1,361

Densidad: 0,7893 a 20 °C.

Presion de vapor: 59 mm de Hg a 20 °C.

Densidad de vapor: 1,59 g/mL

Temperatura de ignicion: 363 °C

Punto de inflamacion (Flash Point): 12 °C (al 100%), 17 °C (al 96%),
Limites de explosividad: 3,3-19%

Temperatura de autoignicion: 793 °C.

Punto de congelacion: -114,1 °C

Calor especifico:(J/g °C): 2,42 (a 20 °C).

Conductividad térmica (W/m K): 0,17 (a 20 °C).

Momento dipolar: 1,699 debyes.

Constante dielétrica: 25,7 (a 20 °C).

Solubilidad: Miscible con agua en todas proporciones, éter,
metanol, cloroformo y acetona.

Temperatura critica: 243,1 °C.

Presion critica: 63,116 atm.



Volumen critico: 0,167 L/mol.
Tension superficial (din/cm): 231 (a 25 °C).
Viscosidad (cP): 1,17 (a 200C).
Calor de vaporizacion (J/g): 839,31.

Calor de combustion (J/g): 29677,69 (a 25 °C)
Calor de fusion (J/g): 104,6

El etanol es un liquido inflamable cuyos vapores pueden generar mezclas explosivas e
inflamables con el aire a temperatura ambiente.

Propiedades quimicas:

Se ha informado de reacciones vigorosas de este producto con una gran variedad de reactivos
como: difluoruro de disulfurilo, nitrato de plata, pentafluoruro de bromo, perclorato de
potasio, perclorato de nitrosilo, cloruro de cromilo, percloruro de clorilo, perclorato de
uranilo, triéxido de cromo, nitrato de fluor, difluoruro de dioxigeno, hexafluoruro de uranio,
heptafluoruro de yodo, tetraclorosilano, acido permangénico, acido nitrico, peroxido de
hidrogeno, acido peroxodisulfurico, didoxido de potasio, peroxido de sodio, permanganato de
potasio, 6xido de rutenio (VIII), platino, potasio, t-butdéxido de potasio, 6xido de plata y
sodio.

En general, es incompatible con 4cidos, cloruros de acido, agentes oxidantes y reductores y
metales alcalinos.

Niveles de toxicidad:

México:
CPT: 1900 mg/m’ (1000 ppm)

Estados Unidos:
TLV (TWA): 1900 mg/m’ (1000 ppm)

Reino Unido:
VLE: 9500 mg/m’ (5000 ppm)

Francia:
VME: 1900 mg/m’ (1000 ppm)

Alemania:
MAK: 1900 mg/m’ (1000 ppm)
Periodos largos: 1900 mg/m3 (1000 ppm)

Suecia:

Periodos largos: 1900 mg/m> (1000 ppm)
Alcohol desnaturalizado:

LDLo (oral en humanos): 1400 mg/kg.

Manejo:

Equipo de proteccion personal (EPPs):
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Para manejar este producto es necesario utilizar bata y lentes de seguridad, en un area bien
ventilada. Cuando el uso es constante, es conveniente utilizar guantes. No utilizar lentes de
contacto al trabajar con este producto.

Al trasvasar pequefias cantidades con pipeta, utilizar propipetas, nunca aspirar con la boca.
Riesgos:
Riesgos de fuego y explosion:

Por ser un producto inflamable, los vapores pueden llegar a un punto de ignicion, prenderse y
transportar el fuego hacia el material que los origin6. Los vapores pueden explotar si se
prenden en un area cerrada y pueden generar mezclas explosivas e inflamables con el aire a
temperatura ambiente.

Los productos de descomposicién son mondxido y didxido de carbono.

Riesgos a la salud:

El etanol es oxidado rdpidamente en el cuerpo a acetaldehido, después a acetato y finalmente
a dioxido de carbono y agua, el que no se oxida se excreta por la orina y sudor.

Inhalacion: Los efectos no son serios siempre que se use de manera razonable. Una inhalacion
prolongada de concentraciones altas (mayores de 5000 ppm) produce irritacion de ojos y
tracto respiratorio superior, nauseas, vomito, dolor de cabeza, excitacion o depresion,
adormecimiento y otros efectos narcéticos, coma o incluso, la muerte.

Contacto con ojos: Se presenta irritacion solo en concentraciones mayores a 5 000 a 10 000
ppm.

Contacto con la piel: El liquido puede afectar la piel, produciendo dermatitis caracterizada por
resequedad y agrietamiento.

Ingestion: Dosis grandes provocan envenenamiento alcohdlico, mientras que su ingestion
constante, alcoholismo. También se sospecha que la ingestion de etanol aumenta la toxicidad
de otros productos quimicos presentes en las industrias y laboratorios, por inhibicion de su
excrecion o de su metabolismo, por ejemplo: 1,1,1-tricloroetano, xileno, tricloroetileno,
dimetilformamida, benceno y plomo. La ingestion constante de grandes cantidades de etanol
provoca dafios en el cerebro, higado y rifiones, que conducen a la muerte. La ingestion de
alcohol desnaturalizado aumenta los efectos toxicos, debido a la presencia de metanol,
piridinas y benceno, utilizados como agentes desnaturalizantes, produciendo ceguera o,
incluso, la muerte a corto plazo.

Carcinogenicidad: No hay evidencia de que el etanol tenga este efecto por el mismo, sin
embargo, algunos estudios han mostrado una gran incidencia de cancer en laringe después de
exposiciones a alcohol sintético, con sulfato de dietilo como agente responsable.

Mutagenicidad: No se ha encontrado este efecto en estudios con Salmonella, pero se han
encontrado algunos cambios mutagénicos transitorios en ratas macho tratados con grandes
dosis de este producto.
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Riesgos reproductivos: Existen evidencias de toxicidad al feto y teratogenicidad en
experimentos con animales de laboratorio tratados con dosis grandes durante la gestacion. El
etanol induce el aborto.

Acciones de emergencia:
Primeros auxilios:

Inhalacion: Traslade a la victima a un lugar ventilado. Aplicar respiracion artificial si ésta es
dificultosa, irregular o no hay. Proporcionar oxigeno.

Ojos: Lavar inmediatamente con agua o disolucion salina de manera abundante.
Piel: Eliminar la ropa contaminada y lavar la piel con agua y jabon.
Ingestion: No inducir el vomito.

En todos los casos de exposicion, el paciente debe recibir ayuda médica tan pronto como sea
posible.

Control de fuego:

Utilizar el equipo de seguridad necesario, dependiendo de la magnitud del incendio.

Usar agua en forma de neblina lo mas lejos posible del incendio, los chorros pueden resultar
inefectivos. Enfriar los contenedores que se vean afectados con agua. En el caso de fuegos
pequetios, pueden utilizarse extinguidores de espuma, polvo quimico seco o didxido de
carbono.

Fugas y derrames:

Evitar respirar los vapores y permanecer en contra del viento. Usar guantes, bata, lentes de
seguridad, botas y cualquier otro equipo de seguridad necesario, dependiendo de la magnitud
del siniestro. Mantener alejadas del area, flamas o cualquier otra fuente de ignicion. Evitar
que el derrame llegue a fuentes de agua o drenajes. Para lo cual, deben construirse diques para
contenerlo, si es necesario. Absorber el liquido con arena o vermiculita y trasladar a una zona
segura para su incineracion posterior. Usar rocio de agua para dispersar el vapor y almacenar
esta agua contaminada en recipientes adecuados, para ser tratada de manera adecuada,
posteriormente. En el caso de derrames pequefios, el etanol puede absorberse con papel,
trasladarlo a un lugar seguro y dejarlo evaporar o quemarlo. Lavar el drea contaminada con
agua.

Desechos:
La mejor manera de desecharlo es por incineracion, aunque para pequefias cantidades puede
recurrirse a la evaporacion en un lugar seguro.

Almacenamiento:

Cantidades grandes de este producto deben ser almacenadas en tanques metalicos especiales
para liquidos inflamables y conectados a tierra. En pequefias cantidades pueden ser
almacenados en recipientes de vidrio. En el lugar de almacenamiento debe haber buena
ventilacidon para evitar la acumulacion de concentraciones toxicas de vapores de este producto
y los recipientes deben estar protegidos de la luz directa del sol y alejados de fuentes de
ignicion.



