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n this study two local lignocellulosic by-products referred to as coffee cut-stems and Pinus sawdust
(from variety Pdtula) were structural and chemically analyzed with the aim of identifying their
cellulosic contents as potential feedstock for ethanol production. Additionally, an effective alkali
pretreatment for the enriched cellulose material was established to be used for lignin remotion before
carrying out the ethanol production by simultaneous saccharification, fermentation and extraction process
(SSFE). The structural analysis was carried out using an X-ray difractometer (Rigaku MiniFlex II), and the
patterns were obtained in 20 range between 3.0 and 70°. The pretreatment procedure was evaluated
employing 2% sodium hydroxide as delignification agent at two severity levels, 130°C and 2 h of contact
time (severity 1), and 25°C during 24 h (severity II). In each case lignin remotion was also verified by
structural analysis and residual composition by analytical methods. Among the studied material coffee cut-
stems had the highest cellulose content, which was further used as raw material for ethanol production.
Alternatively, one of the most promising pretreatment process known as two-step dilute acid process was
simulated using Aspen Plus software. The simulation procedure was carried out using experimental
information gathered for coffee cut-stems and the change in the amount of xylan and glucan in the material
with time were obtained by biphasic equations. A reliable model for hemicellulose hydrolysis reaction was
included considering two fractions, one fast-hydrolyzing and one slow. Likewise, degrees of cellulose and
hemicellulose depolymerization to its monomeric constituents were analyzed. In addition, the kinetic
models took into consideration the undesiderable formation of Furfural and HMF co-products from
degradation of monosaccharides as pretreatment proceeds.
The experimental SSFE configuration was carried out at 37°C for 48 h in a five-stage reactor of 5 L of total
volume which was specifically designed taking into account consideration of the SSFE process. Reaction
feed consisted by coffee-cut stems previously delignified, enzyme dosage of 25 IFPU/g, inoculum of
commercial yeast and n-dodecanol as extracting solvent. Ethanol concentration in the aqueous and
extracting phases, and reducing sugars in the aqueous phase were set up the main SSFE process variables.
The structural analysis of the materials showed strong cellulose content in association with lignin.
Chemical distribution of the main components in the coffee cut-stems showed 32.32% cellulose, 13.8%
hemicellulose, 1.69% extractives compounds, 46.7% total lignin (quantified as acid-soluble and acid-
insoluble lignin), 4.61% total protein and minor ash content. On the other hand, Pinus sawdust contained
24.80% cellulose, 10.62% hemicellulose, 0.87% extractives, 62.62% total lignin, 0.47% total protein, and
0.62% ash. For its part, spent coffee grounds were composed by 35.16% total lignin, 33.62% cellulose, and
30.38% fats quantified as extractives. For coffee cut-stems, up to 95% of the lignin content was removed by
pretreatment at severity (I), and 89% of the lignin content was removed at severity (II). The results of the
pretreatment simulation showed that the higher xylose production was obtained at 160°C, even though the
slow-hydrolyzing xylan fraction remained almost unchangeable. On the other hand, the higher glucose
production was obtained at 170°C, but the co-product profiles (HMF and Furfural) showed the lowest
concentrations at 160°C.
Coffee cut-stems as a large local lignocellulosic waste were a promising feedstock enriched in cellulose to
ethanol production by the integrated SSFE configuration. The SSFE experimentation proved to increase
significantly ethanol productivity up to 50% over conventional SSF' (nonextractive) process by reducing the
inhibitory effects of the fermentation reaction due to the continuous extraction of the product ethanol into
the nonmiscible phase (n-dodecanol). Furthermore, the chosen solvent n-dodecanol showed excellent
biocompatibility with the other bio-agents working in the SSFE configuration, and served as effective
ethanol-extracting for this system, leading to conclude that the potential use of the integrated SSFE
configuration employing n-dodecanol most probably would reduce the energetic requirements to separate
ethanol from the solvent over conventional aqueous phases. [
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Resumen

Esta tesis de maestria consistid en el estudio estructural y composicional de los materiales
lignoceluldsicos zoca de café y aserrin de Pinus Patula, generados como residuos en actividades
agroindustriales en el departamento de Caldas, con el objeto de identificar la conformacion
estructural de los principales constituyentes y su composicion lignoceluldsica y establecer, a partir
de esta informacion, un procedimiento de pretratamiento efectivo para la utilizacion del material
con mayor contenido de celulosa como materia prima para su aprovechamiento en la
transformacion a alcohol carburante mediante el proceso de sacarificacion, fermentacion y
extraccion simultanea (SFES) en una unica unidad reaccionante. Sin embargo, durante el desarrollo
de la tesis y como resultado de los analisis de la composicion de los materiales nombrados se
decidio incluir en el estudio la borra de café para tener en cuenta el efecto de una mayor diferencia
en las relaciones de celulosa a hemicelulosa y a lignina de los materiales lignocelulosicos, ya que la
zoca y el aserrin presentaron resultados en composicion muy semejantes. El analisis estructural de
los materiales, se llevaron a cabo en un difractoémetro de rayos X (Rigaku MiniFlex II), usando
radiacion de Cu Ko (A= 1.5406 A) a 30kV y 15 mA. Los perfiles de rayos X fueron obtenidos para
un rango del angulo 20 entre 3.0 y 70° con un tamafio de paso de 0.02° y una velocidad de escanco
de 5°/min. El pretratamiento consistioé en la evaluacion del grado de deslignificacion del material
con hidroxido al 2% en dos niveles diferentes de severidad, a 130°C durante 2 horas (severidad 1) y
25°C durante 24 h (severidad 2). La remocion de lignina del material fue validada a través de
analisis estructural y caracterizacion quimica del residuo obtenido después del pretratamiento. El
material con menor contenido residual de lignina fue la zoca de café, la cual fue empleada
posteriormente como material celuldsico para la conversion a etanol en el proceso SFES.
Adicionalmente, la conversion de zoca de café a glucosa mediante una etapa de pretratamiento con
acido sulftrico diluido y otra de hidrolisis acida diluida fue evaluada mediante simulacion
empleando el software comercial ASPEN PLUS version 11.1 (Aspen Technology, Inc., USA). Para
esta simulacion se utilizé el modelo Non-Random Two-Liquids para el calculo de propiedades de
corriente en la fase liquida y el modelo ideal para la fase vapor. Los componentes que no se
encontraban en la base de datos del software fueron ingresados con sus respectivas propiedades
fisicoquimicas. Las reacciones ocurridas en el pretratamiento y en la hidrolisis fueron incluidas con

modelos cinéticos obtenidos de la literatura y que presentan la forma de la expresion de Arrhenius.



Ademas de las reacciones de hidrolisis se consider6 la formacion de los productos de degradacion
de las hexosas y pentosas (hidroximetil furfural y furfural, respectivamente). La configuracion
experimental SFES se evalu6 a 37°C durante 48 h en un reactor extractor de tres etapas con un
volumen de operacion de 5 L, empleando como sustrato celuldsico 212 g de zoca de café
previamente deslignificada, enzima Celluclast 1.5L en dosificacion de 25 IFPU/g de celulosa, 10%
(w/w) de inoculo de S. cerevisiae en extracto de malta, 1000 ml de solvente de extraccion n-
dodecanol y bufer de citrato de sodio pH 4.5 como fase acuosa. Las variables de seguimiento
correspondieron a la concentracion de azucares reductores, la cual se cuantifico mediante la técnica
del acido dinitrosalicilico (DNS, de sus siglas en inglés), la concentracién de etanol en la fase
solvente cuantificada a partir de una curva de referencia que relaciono el indice de refraccion (IR) a

37°C y la concentracion de etanol en el solvente.

Los resultados del estudio estructural de los materiales mostraron una marcada asociacion
estructural entre la lignina y la celulosa. Por su parte, la caracterizacion quimica mostré una
composicion, expresada como porcentajes peso/peso de material en base seca, para la zoca de café
de 32.32% de celulosa, 13.80% de hemicelulosa, 1.69% de componentes extractivos, 46.7% de
lignina total, 4.61% de proteina y 0.92% de cenizas. El material Pinus Patula present6 24.80% de
celulosa, 10.62% de hemicelulosa, 0.87% de extractivos, 62.62% de lignina, 0.47% de proteina y
0.62% de cenizas. En cuanto a la borra de café la composicion fue de % de celulosa, % de
hemicelulosa, % de componentes extractivos, % de lignina total, % de proteina y % de cenizas. Los
resultados mostraron que la zoca de café presentd el mayor contenido de celulosa entre los
materiales estudiados. La deslignificacion de la zoca con el grado de severidad 1 removio el 95% de
la lignina original, mientras que el grado 2 de severidad removio6 el 89% de la lignina del material.
Los resultados de la simulacion permitieron concluir que un sistema de reaccién y separacion
simultineo como lo es el SFES puede eliminar la interferencia de los productos de degradacion
formados durante el pretratamiento y la hidrélisis acida, ya que la glucosa producida en la
sacarificacion enzimatica es convertida directamente a etanol y se evita la formacion de productos
de degradacion no deseados que son toxicos, adicionalmente retirar el etanol producido en una fase
organica biocompatible puede reducir los efectos inhibitorios del etanol sobre el microorganismo
fermentativo. La evaluacion experimental del proceso SFES de zoca de café previamente
deslignificada mostr6é un comportamiento de estabilidad operacional en las condiciones previamente

establecidas.



Abstract

In this study two regional lignocellulosic by-products referred to as coffee cut-stems and
Pinus sawdust (variety Patula) were both structural and chemically analyzed with the aim
of identifying their cellulosic contents as potential feedstock for ethanol production.
Additionally, an effective pretreatment procedure for the material with higher cellulose
content was established to be used to further ethanol production by a simultaneous
saccharification, fermentation and extractive process (SSFE) in a single vessel. However,
an additional coffee by-product was included as reference material with known
lignocellulosic composition information to validate the experimental information gathered.
The structural analysis were carried out using a X-ray diffract meter (Rigaku Miniflex II),
and the patterns were obtained in 20 between 3.0 and 70°. The pretreatment procedure
employed 2% sodium hydroxide as delignification agent, and it was employed at two
severity levels defined as follow: 130°C for 2 h (severity I), and 25°C for 24 h (severity II).
Lignin remotion of the selected material was validated by structural analysis and chemical
characterization. The lower-cellulose content material was found to be the coffee-cut stems,
which was further used as raw material for ethanol production by SSFE. Alternatively, the
two-step dilute-acid pretreatment was simulated for this material using Aspen Plus software
to determine hemicellulose and cellulose depolymerization to xylose and glucose
production, respectively. Furthermore, co-products formation from xylose and glucose
degradation (furfural and HMF) was considered.

The experimental SSFE configuration was carried out at 37°C for 48 h in a five-stage reactor of 5 L
of total volume. Reactor feed was formed by previously delignified coffee-cut stems (212 g), 25
IFPU/g as enzyme dosage, 10% (w/w) of yeast inoculum and 1000 ml of n-dodecanol as extraction
solvent.

The structural analysis of the materials showed a strong structural lignin-cellulose association. on
the other hand, the chemical composition (expressed in percentage weigh/weigh) found for coffee-
cut stems was 32.32% of cellulose, 13.80% of hemicellulose, 1.69% of extractives, 46.7% of total

lignin, 4.61% of total protein and 0.92% of ash. Pinus Patula presented a composition as follow:

cellulose of 24.80%, 10.62% of hemicellulose, 0.87% of extractives, 62.62% of total lignin, 0.47%



of total protein, and 0.62% of ash. For its part, the spent coffee ground was composed by 35.16% of
total lignin, 33.62% of cellulose, and 30.38% of fats quantified as extractives. The results
also showed that coffee-cut stems were the material with the highest cellulose content. The
pretreatment study at two severity levels evidenced that severity I delignified nearly 95% of the
original lignin content in the coffee-cut stems treated, and the severity II delignified 89% of the
lignin content in the same material. The simulation results let to conclude the degradation co-
products formation interference could be eliminated when a SSFE configuation is operated due to
the glucose released during hydrolysis is fastly converted to ethanol, avoiding mostly the inhibitory
effects commonly observed in step-by-step to ethanol production procedures. Furthermore, the
solvent employed n-dodecanol showed a good biocompatibilty with the other bioagents working in
the SSFE configuration and served as effective ethanol removing for this system, leading to
conclude that the potential use of this extracting solvent most probably would reduce the energetic

requirements to separate ethanol from the solvent.



Introduccion

La produccion economica de etanol se ha enfocado en las dos ultimas décadas a los
procesos bioquimicos que presentan ventajas atractivas con respecto a los procesos
convencionales que contribuyen negativamente al deterioro ambiental y al empleo de
materiales lignoceluldsicos y en especial residuos agricolas que representan fuentes
renovables de transformacion a etanol. Este ultimo aspecto ha demostrado influir
positivamente en la crisis alimentaria actual disminuyendo la presion en la demanda en los
cultivos como el maiz y la cafia de aziicar que tradicionalmente se han empleado en la

produccion de etanol.

El proceso de bioconversion de materiales lignocelulosicos mediante sacarificacion y
fermentacion simultdnea, cominmente denominado SSF, ha sido ampliamente estudiado en
los efectos de las condiciones de operacion, pardmetros del microorganismo fermentativo,
caracteristicas de la enzima sobre la produccion de etanol y en los mecanismos hidroliticos
y catabodlicos involucrados (Duff y Murray, 1996; Lynd, 1996; Philippidis et al., 1997). En
las reacciones hidroliticas, los componentes endo- y exo-glucanasas de la enzima
celulolitica hidrolizan la celulosa a celobiosa y glucosa mediante catalisis heterogénea. La
celobiosa, a su vez es transformada a glucosa monomérica por el componente f-
glucosidasa mediante un mecanismo de catdlisis homogénea y por ultimo, el
microorganismo fermentativo cataboliza a etanol la glucosa generada en la hidrdlisis. En
esta etapa fermentativa se han realizado avances significativos con el objeto de
incrementar .la conversion de los hidrolizados de glucosa y altas fracciones de pentosas y
hexosas a etanol mediante el uso de bacterias anaerdbicas etanologénicas, tales como
Zimomonas mobilis que ofrecen significativamente mayores velocidades de conversion de
azlcares y altas tolerancias a inhibicidon por producto (etanol) a bajos valores de pH

(Ballesteros et a.l, 1991, Ballesteros et al., 1993; Morais et al., 1996).

Adicionalmente, el proceso SSF ha probado experimentalmente tener ventajas competitivas
con respecto a otros procesos de produccion de bioetanol, principalmente en aspectos de

favorabilidad técnica al llevarse acabo las etapas hidrolitica y fermentativa en una sola



unidad, menores requerimientos de enzimas celuloliticas por unidad de masa celulosica
como consecuencia de la continua conversion de glucosa a etanol y la disminucioén
considerable de los efectos inhibitorios por producto del agente hidrolitico. Sin embargo, la
factibilidad operacional y econdmica se fundamenta en el desarrollo de un modelo de
operacién en continuo que integre eficazmente el proceso SSF con la posterior etapa

extractiva de etanol.

En este contexto, el grupo de investigacion en Procesos Quimicos Cataliticos y
Biotecnologicos de la Universidad Nacional de Colombia —Sede Manizales, ha realizado
estudios concluyentes en modelamiento y simulacion del proceso de fermentacion
extractiva simultanea (FES) que validan los conceptos tedricos sobre la favorabilidad de las
condiciones inhibitorias de los componentes claves del sistema y un control global mas
ajustado de sus variables cuando se integran una etapa de extraccion de producto
simultanea al proceso SSF (Cardona y Sanchez, 2004; Cardona et al. 2005; Gutiérrez et al.
2005; Cardona y Sanchez, 2006).



1 MARCO TEORICO

Los biocombustibles han demostrado ser una eficiente y sustentable fuente de energéticos
en el progresivo y acelerado agotamiento de las reservas mundiales de petrdleo. Es asi
como actualmente no so6lo se explora la posibilidad de obtener biocombustibles a partir de
agro-materiales tan diversos como subproductos de desecho, sino también la produccion
mas eficiente en los procesos hasta hoy establecidos para su produccion. En este sentido, el
etanol carburante ha logrado posicionarse como uno de los principales biocombustibles por

sus ventajas en términos ambientales y renovables.

La produccion biotecnoldgica de etanol ha requerido exhaustivos esfuerzo por parte de
investigadores e industriales, que buscan sobrepasar las limitantes tecnoldgicas
involucradas en la transformacion de materias primas complejas como son las de naturaleza
lignoceluldsica. A pesar de estos esfuerzos, aun hoy en dia existen limitantes técnico-

econOmicas para la implementacion masiva a nivel industrial de estas materia primas.

La biomasa lignocelulosica consiste principalmente de tres tipos de polimero, celulosa,
hemicelulosa y lignina, los cuales se encuentran asociados formando una unica matriz
solida que dependiendo de las proporciones que se encuentren de cada polimero le confiere

al material propiedades especiales de dureza, flexibilidad y rigidez.

La celulosa es un polimero de cadenas lineales de unidades de (1,4)-D-glucopiranosa,
unidas por enlaces glucosidicos 1,4 de la configuracion a, con un peso molecular promedio
de alrededor de 100.000 unidades. La celulosa en las plantas forma tanto estructuras
cristalinas como amorfas. Las fibras de celulosa son en su mayoria independientes y se

unen mediante enlaces de hidrogeno débiles (Laureano-Pérez, et al. 2005).

La hemicelulosa es un polisacarido complejo que existe en asociacion con la celulosa en las

paredes de las células vegetales. Es una mezcla de polisacaridos, formados casi



exclusivamente por azucares como glucosa, manosas, xilosas, arabinosas y acidos metil-
glucoronico y galacturénico. El componente dominante de la hemicelulosa de maderas
duras y forrajes, como por ejemplo pastos y paja, es el xilano, mientras que para maderas
blandas en el glucomanano (Saha, 2003). Su peso molecular es menor al de la celulosa
(30.000 unidades). Ademas, la hemicelulosa posee ramificaciones con cadenas laterales
cortas consistentes en diferentes azlicares, los cuales son polimeros facilmente hidrolizables.
La hemicelulosa sirve de conexién entre la lignina y las fibras de celulosa y le proporciona

mayor rigidez a la matriz celulosa — hemicelulosa — lignina (Laureano-Pérez, 2005).

La lignina es un polimero aromatico altamente ramificado y sustituido, que se encuentra
adyacente a las fibras de celulosa en las paredes celulares de determinada biomasa,
especialmente especies madereras, ésta unién forma el complejo lignoceluldsico (Ana-Rita
e lan, 1996). El principal propdsito de la lignina es dar soporte estructural a la planta,
impermeabilidad y resistencia contra el ataque microbiano y otros agentes oxidantes. La
lignina no es soluble en agua y no reactiva a una gran variedad de solventes; lo que la hace

de naturaleza recalcitrante (dificil su degradacion).

Los materiales lignoceluldsicos que mas se han investigado son madera y residuos
forestales, papel reciclado y residuos de la industria papelera, bagazo de cafia, desechos

agricolas (hojas, ramas, hierba, frutas, paja, etc.) asi como residuos solidos urbanos.

La producciéon de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica consiste principalmente de
cinco etapas diferentes, pretratamiento, hidrolisis de la celulosa, fermentacion y separacion
de producto y tratamiento de efluentes liquidos. El pretratamiento es necesario para mejorar
la productividad y el rendimiento total azicares monoméricos en la etapa de hidrélisis. La
conversion de hemicelulosa y celulosa a azticares puede realizarse quimicamente, mediante
acidos, o enzimaticamente, mediante la adicion de celulasas. Las hexosas producidas
pueden ser fermentadas a etanol facilmente, mientras que la fermentacion de pentosas es

realizada sélo por algunas cepas.



El principal reto en la produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulosica es el
pretratamiento e hidrolisis de la materia prima. El complejo lignoceluloésico estd compuesto
principalmente por una matriz de carbohidratos de celulosa y lignina, enlazada por cadenas
de hemicelulosa, como se describié anteriormente. El pretratamiento tiene como objetivo
desintegrar esta matriz de tal manera que la celulosa reduzca su grado de cristalinidad y
aumente la celulosa amorfa, que es la mas adecuada para el posterior ataque enzimatico.
Adicionalmente, la mayor parte de la hemicelulosa se hidroliza durante el pretratamiento y

la lignina se libera o puede incluso descomponerse.

En una etapa posterior, la celulosa liberada es sometida a hidrolisis enzimatica con
celulasas exdgenas, lo cual hace que se obtenga una solucidon de azucares fermentables que
contiene principalmente glucosa, asi como pentosas resultantes de la hidrdlisis inicial de la
hemicelulosa. Estos azucares son posteriormente convertidos en etanol por un proceso
fermentativo, a partir de microorganismos que pueden utilizar uno o varios de los aztcares
presentes en el material lignocelulésico pretratado e hidrolizado, como lo muestra el
siguiente conjunto de reacciones involucradas en la producciéon de etanol a partir de

biomasa lignoceluldsica con un microorganismo en particular.

preiratamiento
Hemicelulosa —— C:H\yO: + CgH120: + Otros aziicares
Kilosa Glucosa

endoghucamasas ¥ B
celobwhidrolasas a-plucosidasa
(CsHygOs) 3y ———— nCH»0) ——— 2nCiH 06

Celulosa Celobiosa Glucosa

CHOg + 5 cerevisiae —— 2C,H0H + 2C0,
Etanol

3CHpOs + Pichia stipitis —— 5C,H;0H + 5C0O,
Etanol

El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrdlisis de celulosa aumenten de
menos del 20% de los rendimientos teodricos a valores mayores al 90% (Lynd, 1996). Para

el pretratamiento se han propuesto y desarrollado diferentes métodos, los cuales se



relacionan en la Tabla 1 (Sanchez y Cardona, 2004). Sin embargo, ninguno de los métodos
de pretratamiento propuestos se puede aplicar en forma genérica a las diferentes materias

primas (Classen et al., 1999).

Durante el pretratamiento e hidrolisis de la biomasa lignoceluldsica se forman, junto con
los azucares fermentables, gran cantidad de compuestos que pueden inhibir la fermentacion
subsiguiente. Las sustancias inhibitorias se originan como resultado de la hidrélisis de los
diferentes componentes, de los acidos organicos esterificados a la hemicelulosa, y de los
derivados fenolicos solubilizados de la lignina. Asi mismo, los inhibidores se forman a
partir de productos de degradacion de los aztcares solubles y de la lignina [Lynd, 1996;

Palmqvist y Hahn- Hégerdal, 2000a; 2000b].

Luego del pretratamiento, la celulosa liberada es degradada hasta glucosa (sacarificacion),
lo cual puede hacerse con &cidos o enzimas (celulasas). La mayoria de las celulasas
comerciales son producidas a partir de Trichoderma reesei, del cual se obtiene basicamente
una mezcla de celobiohidrolasas y endoglucanasas (Lynd, 2002; Zhang y Lynd, 2004). Las
primeras hidrolizan los enlaces B-(1,4) de la cadena de celulosa a partir de los extremos no
reductores o reductores liberando celobiosa o inclusive glucosa, mientras las

endoglucanasas rompen estos mismos enlaces en forma aleatoria dentro de la cadena.
Desafortunadamente, las celobiohidrolasas son inhibidas por la celobiosa, por lo que se

agrega B-glucosidasa de otra fuente para complementar la accion de las celulasas de este

hongo. La B-glucosidasa hidroliza la celobiosa obtenida en dos moléculas de glucosa.
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Tabla 1. Métodos de pretratamiento de la biomasa lignocelulésica para la produccion
de etanol seglin Sdnchez y Cardona et al. (2005)

Meétodos

Procedimiento/Agentes

Observaciones

Ejemplos de
materiales pretratados

Referencia

Pretratamientos fisicos

Pulverizado
mecdanico

Piralisis

Reduccidn a astillas, trir-
racicn, molienda.

T=300°C

Pretratamientos fisico-quimicos

Explosicn
a vapor

Agua liquida
caliente (LHW)

Explosidn de
fibra con
amoniaco
(AFEX)

Explosicn
con C0y
Ozondlisis

Hidrélisis con
dcido diluido

Hidrdlisis con
dcido concentrado

Hidrélisis alcalina

Deslignificacicn
oxidativa

Proceso
organosoly

WVapor saturado a
160-260°C, p=0.60-4.85
MPa por varios segundos
o minutos, luego descom-
presicn hasta presicn at-
mosférica.

Agua caliente presurizada,
T=170-230°C, |-46min.

Dosis 1-2kg de amoniaco/
kg de biomasa seca, 90°C,
30min.

Dosis de 4 kg COYJkg de
fibra, p=5.62 MPa
Ozono, reaccidn a tem-
peratura ¥y presicén am-
bientales.

H,50,, HCL HNO; al
1-5%. Procesos de flujo
continuo para baja car;
de sﬁl.ld.osp(‘ ID‘}lo p-esgzL
sustrato’peso mezcla) a
T=160-200°C; procesos
por lotes a alta carga de
silidos (1040%) a
T=120-16(FC. Presiones
cercanas a 1 MPa.
H,50, al 10-30%.
170-190°C, relacién 1:1.6
s6lido-liquido. Acido
peracético 21 -60%, siste-
ma tipo silo.

WNaOH diluido, 24 h. 60°C

Pemuudasa v H,O; al 2%,
20°C. 8

Solventes organicos (me-
tanol, etanol. acetona,
etilenglicol.
trigtilenglicol, entre
otros) o su mezcla con
1% de H,50, o HCL

Pretratamiento bioldgico

Pretratamiento con
hongos

Hongos de la pudricidn
blanca, hlanda y parda
Produccidn de celulasas
por fermentacién en sus-
trato sdlido

Molinos: wibratorio de bholas (tamaiio  final:
0.2-2mm), de cuchillas o martillo (tamafio fi-
nal: 3-6mm).

Formacién de productos volatiles v carbon. Resi-
duos de la pirdlisis pueden someterse a hidrélisis
dcida suave (IN H,S0,, T=9%7°C. 2.5h ) para pro-
ducir 80-85% AR (=50% de glucosa). Puede reali-
zarse al wvacfo: 400°C, p=lmm Hg, 20min {algo-

din de desecho).

Altas concentraciones de sdlidos. Hidrdlisis del
B0-100% de la hemicelulosa, destruccion de
parte de la xilosa obtenida, formacién de inhi-
bidores. se requiere posterior lavado con agua.
Al combinarse con H.80,, S0, o CO; mejora la
eficiencia de la posterior hidrolisis enzimdtica,
disminuyendo inhibidores. Reduccién de tamafio
con menor gasto energético comparado con pul-
wverizacion. Ocurre cierta despolimerizacién de
la celulosa. La lignina no se solubiliza o lo
hace muy poco. pero se redistribuye.

Concentraciones de sdlidos =<20%. Ocurre
cierta despolimerizacion de la celulosa. Hi-
drélisis 1 80-100% de la hemicelulosa,
=50% oligébmeros. Solubilizacién parcial de
la lignina (20-50%). Conversién durants la
hidrélisis de celulosa =90%. Baja o nula for-
macién de inhibidores.

Se requiere recuperacion de amonfaco, no produ-
ce inhibidores. Conversicn durante la hidrélisis
de celulosa =90% (bagazo v hierba de Bermuda).
Para biomasa con alto contenido de lignina no
es muy eficiente (conversion de celulosa <50%).
Ocurre cierta despolimerizacién de la celulosa.
Hidrélisis del 0-60% de la hemicelulosa en de-
pendencia de la humedad, mds del 90% oligo-
meros. Ocurre cierta solubilizacion de la lignina
(~10-20%).

Comversidn a glucosa durante la hidrélisis de celulo-
sa =750 (a]fsza) Mo forma compuesto inhi bitorios

Deg;mda.ciéné:;éln cipalmente de lignina. Conversién
durante la hi isis de celulosa: 57% (aserrin). Mo
se forman inhibidores.

Hidrdlisis del 80-100% de la hemicelulosa, altas
conversiones de xilano a xilosa. La alta temperatura
es favorable para la hidrélisis de celulosa. Se re-
quiere neutralizar el pH para la posterior hidrdlisis
enzimtica. Ocurre cierta despolimerizacidn de la
celulosa. La lignina no se solubiliza o lo hace muy
poco, pero se redistribuye

Se requiere la recuperacion del acido. Tiempos de
residencia mayores que en la hidrélisis con deido
diluido.

Remocicn de lignina 24-55% para madera dura con
contenido inicial de lignina del 20%. dificil remo-
cidn para maderas hlandas con contenidos de
lignina=26%. Hidrdlisis de =50% de la hemicelulo-
sa. Sustancial hinchamiento de la celulosa. Conver-
sitn durante la hidrol. de celulosa: 78.2% (paja de
arroz), 67,1% (bagazo). Conversicn durante la h.ldrn]
de celulosa: proceso  convencional, ros. 549
NaOH+H, O, aprox. 65% (hojas de cafa de azicar).

Solubilizacién del 50% de la lignina v de casi la
totalidad de la hemicelulosa. Conversidn durante la
hidrélisis de celulosa: 95% (aserrin).

Ruptura de la lignina interior ¥ de las uniones de
hemicelulosa. Solubilizacién casi total de la lignina.
Hidrdlisis casi total de la hemicelulosa. Altos rendi-
mientos de xilosa. Recuperacidn de solventes y su
remocidn del sistema para no inhibir los procesos
bioldgicos subsiguientes.

Los hongos producen celulasas, hemicelulasas ¥ en-
zimas degradadoras de lignina: ligninasas. lignin-pe-
rmdasasgmpohﬂenolmdasg]; ]acaf;s i mﬂ%l'luas i-
ductoras de quinonas. Proceso muy lento: Plewrotus
ostreatus convierte el 35% de la paja de trigo en
aziicares reductores en cinco semanas. Hongos de la
pudricicn parda degradan celulosa Hongos de la pu-
dricion blanca v blanda degradan celulosa v lignina.

Residuos de madera y fo-
restales  (paja. madera
dura). desechos de maiz,
bagazo de cafia, timothy.
alfalfa.

Madera, algoddn de dese-
cho.

Bagazo, madera blanda,
paja de arroz. madera
de aspen, madera de eu-
calipto.

Bagazo de cafia.

Materiales herbiceos (paja
de trigo v cebada, cascari-
lla de arroz. desechos de
mafz, switchgrass), resi-
duos sélidos urbanos, pa-
pel periddico. alfalfa. asti-
llas de aspen ¥ bagazo.

Alfalfa, mezcla de papel
reciclado, bagazo de cafia
Paja de trigo, bagazo,
heno  verde, cacahuete.
pino, paja de algodsn v
aserrin clJe dlamo.
Desechos de maiz, ba-
gazo de cafia. madera
de dlamo, switchgrass,
paja de trigo, astillas de
dlamo.

Bagazo de caflia, aserrin
de madera dura.

Madera dura, pajas con
bajo contenido de lignina
(10-18%), desechos de
mafz, bagazo de cafia.
hojas de cafia de azicar.

Bagazo de cafia.

Madera de dlamo.

Paja de trigo, desechos de
mafz.

Sun v Cheng, 2002;
Rivers v Emert, 198}
Cadoche v Lapez.
1989; Papatheofanou
et al, 1998 Alvo y
Belkacemi, 1997.

Sun ¥ Cheng, 2002;
Yu v Zhang. 2003

Sun y Cheng, 2002
Kaar er al., 1998;
Moniruzzaman, 199¢
De Bari ef al., 2002
Heitz et al., 1987
Saderstrim et al.,
20003 Lynd et al.,
2002

Lynd. 1996; Laser e
al., 2002; Lynd et al
2002,

Sun vy Cheng, 2002,
Dale et al.. 1996,
Lynd ef al.. 2002,

Sun y Cheng, 2002.

Sun ¥ Cheng, 2002,

Sun v Cheng, 2002:
Schell er al., 2003;

2':‘jg'uez-Cl'mrn,g e

Esne alian er al.,
1997, Wooley et al..
1999: Lynd et al..
2002

Cuzens v Millar,
1997 Teixeira ef al.,
1999,

Sun ¥ Cheng, 2002:
Rivers y Emert, 19858;
Hari Krishna er al.,
1998: Lynd ef al..
2002

Sun ¥ Cheng, 2002.

Sun y Cheng, 2002;
Rezzoug v Capart,
1996; Lynd ef al..
2002

Sun y Cheng, 2002;
Tengerdy v Szakacs,
2008,
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La transformacion de la glucosa en etanol puede ser realizada por diferentes
microorganismos como son hongos, bacterias y levaduras. Los més populares son las
levaduras especialmente S. cerevisiae, también conocida como levadura de panificacion.
Teoricamente, 100 g de glucosa producen 51.4 g de etanol y 48.8 g de didéxido de carbono.
Sin embargo, en la préactica, los microorganismos usan algo de la glucosa para el
crecimiento por lo tanto el rendimiento real es menor a estas cifras tedricas (Sanchez y

Cardona, 2004).

El problema técnico que se presenta durante la fermentacion es que el etanol producido es
un inhibidor de las levaduras y bacterias que llevan a cabo la fermentacion. Esto pone un
limite a la concentracion de azucares fermentables (Hendriks y Zeeman, 2009).

Aunque los principales desarrollos tecnoldgicos de los ultimos afios en la produccion de
bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica se han enfocado principalmente en el
desarrollo de sistemas de acondicionamiento y pretratamiento de la materia prima, para
disponer de los azucares fermentables a menor consumo energético, costo de capital y
mayor eficiencia, también se han hecho grandes esfuerzos en el desarrollo de
microorganismos que dispongan de la biomasa con el menor pretratamiento posible o que
metabolicen los diferentes azlicares (hexosas y pentosas) cominmente producidos en
pretratamiento de la materia prima. Z. mobilis, por ejemplo, presenta una alta velocidad de
crecimiento y alta produccion especifica de etanol (Skotnicki, et al., 1982), sin embargo, su
unica fuente de carbono se limita a glucosa, fructosa y sacarosa. Mientras que las cepas
Gram-negativas de Zymobacter palmae (Okamoto et al., 1993) usan un amplio rango de
sustratos, hexosas, di y tri-sacaridos con enlace o, que usa como fuentes de carbono para la
produccion de etanol.

Otra alternativa para aumentar la eficiencia y productividad de los procesos de produccion
de alcohol es la integracion de diferentes etapas del proceso en una sola. De esta manera el
proceso se ve favorecido debido a que los efectos inhibitorios de la fase fermentativa del

proceso individual se reducen y la produccion de este biocombustible se incrementa
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considerablemente al controlar cinéticamente los parametros mas influyentes en términos
de productividad.

Los efectos inhibitorios se presentan en la etapa individual de fermentacion y atn en el
proceso acoplado de sacarificacion-fermentacion, debido al hecho de que el catabolismo del
microorganismo fermentativo es muy sensible al etanol y al encontrarse en ambientes
fermentativos con alta concentracion de éste, se disminuye considerablemente su accioén
etanologénica.

Este hecho ha impulsado el estudio reciente de integracion de los procesos de sacarificacion,
fermentacion y extraccidbn con co-solvente en un unico sistema, con el objeto de
contrarrestar el efecto inhibitorio y desplazar la cinética fermentativa hacia la formacion de
producto, en contraste con la operacion individual, la cual se limita en un tiempo de
residencia establecido por la concentracién inhibitoria de etanol en el medio. Como
consecuencia de la integracion del proceso acoplado en general se logra una mayor
produccion, reflejada en una mayor eficiencia global de las etapas criticas como un todo en
la produccion de etanol carburante.

El proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS) ha sido extensamente
estudiado e implementado con el fin de reducir los efectos inhibitorios de los productos
finales de la hidrolisis (Zheng et al., 1998; Saxena et al., 1992). En este proceso, los
azucares reductores producidos en la hidrélisis de la celulosa o sacarificacion son
simultdneamente fermentados a etanol, lo cual reduce grandemente los productos de
inhibicion de la hidrolisis. La hidrélisis es usualmente la etapa limitante del proceso SFS
(Philippidis y Smith, 1995), ya que la temperatura dptima de sacarificacion no es apta para
los microorganismos comunmente usados en la fermentacion. Para solucionar esto, se han
usado levaduras y bacterias termotolerantes, las cuales permiten incrementar la temperatura
cerca de la optima de la hidrdlisis.

Comparado con el proceso de fermentacion en dos etapas de hidrolisis, la SFS tiene algunas
ventajas como: el incremento en la velocidad de hidrélisis mediante la conversion de los
azlcares que inhiben la actividad de las celulasas, disminuciéon de requerimientos de
enzima, alto rendimiento, disminucion de requerimientos de condiciones estériles ya que la

glucosa es removida inmediatamente y el etanol es producido, menor tiempo de proceso y
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menor volumen de reactor ya que se usa un solo reactor. Sin embargo, el etanol puede
exhibir la actividad de las celulasas en el proceso SFS (Sun y Cheng, 2002). De acuerdo a
esto, el proceso tiene algunas desventajas que deben ser consideradas para mejorar la
configuracion SFS. En resumen, estos aspectos son la incompatibilidad de temperaturas de
hidrolisis y fermentacioén, la tolerancia de algunos microorganismos al etanol y la
inhibicién de las enzimas por parte del etanol.

Un método integrado mds recientemente analizado por el grupo de investigacion en
Procesos Quimicos, Cataliticos y Biotecnologicos de la Universidad Nacional de Colombia
sede Manizales, es el proceso de fermentacion-extractiva para la produccion de alcohol.

El proceso de fermentacion extractiva se basa en la remocién de los componentes
inhibitorios desde el caldo de cultivo mediante un agente extractivo, permitiendo de esta
forma la intensificacion del proceso. Para describir el proceso continuo de fermentacion
extractiva para la produccion de etanol se selecciond n-dodecanol como agente extractivo.
Inicialmente una corriente acuosa que contiene los componentes nutritivos necesarios
durante el proceso de fermentacion se adiciona a un reactor de tipo CSTR, y en el cual el
solvente también es continuamente adicionado. Los azlicares alimentados son regenerados
durante el pretratamiento de biomasa lignocelulosica, en el cual los polisacaridos mayores
se rompen en sus azucares elementales como hexosas (glucosa) y pentosas (principalmente
xilosa). Los azucares formados son convertidos en etanol en el reactor y el etanol producido
se distribuye entre la fase acuosa y la fase organica (solvente), disminuyendo su
concentracion en el caldo de cultivo acuoso y permitiendo la reduccion del efecto
inhibitorio sobre los microorganismos. La fase de solvente enriquecido con etanol es
continuamente removido del reactor a través de una unidad de decantacion. Entonces esta
corriente es enviada a un flash para recuperar el etanol obtenido y para regenerar el
solvente, el cual puede ser recirculado al reactor.

Durante el desarrollo del modelo global de fermentacidon-extractiva se debieron realizar las
siguientes suposiciones: a) la toma de sustrato, la formacién de biomasa y la biosintesis de
producto son llevadas a cabo solamente en la fase acuosa; b) el etanol es el componente
emigrante hacia la fase orgénica y pequefias cantidades de agua pueden emigrar a la fase

organica dependiendo del solvente; c) el solvente es bio-compatible con el microorganismo
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utilizado para la fermentacion y no presenta efectos inhibitorios sobre la fermentacion; d) la
agitacion en el biorreactor asegura una mezcla total entre las fases liquidas y no produce
dafios (como rompimiento) a las células. La configuracion correspondiente al proceso de
fermentacidon-extractiva continua envuelve la alimentacion del medio del cultivo (Fg) y de
solvente al reactor (Fa) y la remocion continua de la fase organica (Qg) y acuosa (Qa) en

corrientes separadas, tal como muestra la Figura 1.

FF 7 Cr
Py rt
Fy ‘ A 2
Sto, Sz — S5p 5 X P

Fig. 1. Diagrama esquematico del proceso de fermentacion-extractiva en continuo para la
produccion de etanol. La unidad de decantacion no se muestra.

En la literatura se reportan algunas descripciones previas del proceso de fermentacion-
extractiva para la produccion continua de etanol desde un medio que contiene glucosa.
Kollerup y Daugulis (1985) consideraron una relacion simple entre la concentraciéon en la
fase acuosa y el contenido de etanol en la fase organica.

Como se describi6 antes la biomasa lignoceluldsica es una materia prima promisoria para la
produccion de etanol, pero es necesario sobrepasar algunos inconvenientes tecnoldgicos
relacionados con este tipo de materiales, lo que limita su uso. La principal materia prima
empleada en este estudio correspondi6 a zoca de café.

Se denomina zoca del café a los tallos del arbol de café que son cortados a una altura
aproximada de 15 a 20 cm desde el suelo. Este procedimiento se realiza como practica
agricola para mejorar la productividad del arbol de café¢ y es una de las técnicas de

renovacion del cultivo mas ampliamente practicadas en los paises cafeteros. Este material
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es generado estacionalmente en las plantaciones de café, siendo apilado en un sitio del
terreno para ser incinerado en la mayoria de los casos o dejado in situ para su
autodegradacion.

Actualmente, la zoca de café no tiene un uso definido, a parte se servir como abono o
regenerador de suelos cuando se quema y se reincorpora al suelo productivo en forma de
cenizas. Sin embargo, la practica de incineraciéon presenta algunas implicaciones
ambientales al ser fuente de CO, contaminante, contribuyendo al aumento de gases de
invernadero en la atmdsfera.

La zoca de café puede ser clasificada como un residuo lignoceluldsico. Adicionalmente, en
un material lignoceluldsico se encuentran nitrogeno y proteina cruda, entre otros
componentes en menor proporcion. La morfologia basica de la pared celular de este tipo de
materiales esta determinada por las microfibrillas de celulosa que comprenden cerca del

45% del peso total del material.

Una ilustracion de la conformacion estructural tipica de un material lignoceluldsico se

muestra en la Figura 2.

Diureceion de

la fibra

}

MMatriz de lizrina v hermcehilosa

Fig. 2. Morfologia tipica de un material lignocelulosico.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la produccion a gran escala de etanol presenta tres grandes retos tecnologicos:
incrementar las bajas conversiones de transformacion a etanol de los procesos
convencionales, las cuales no superan en la mayoria de los casos el 45% empleando
materiales de alta accesibilidad y ricos en azucares, tales como cafa de azlcar y almidon.
Otro aspecto de gran importancia y actualidad es el empleo de materias primas con altos
contenidos aprovechables de polisacaridos, de alta disponibilidad y a su vez, que no
representen una amenaza inminente en la alimentacion humana por la utilizacion de
cultivos destinados apara tal fin, como es el caso particular de los materiales
lignocelulosicos. Este hecho es de gran actualidad, debido al desmesurado empleo de
cultivos alimentarios tradicionales para la produccion de etanol a gran escala como la cafia
de azlcar y maiz que han venido generando en los ultimos afos una gran presion
econdmica y carestia de precios en el comercio mundial de estos alimentos. Por ultimo, la
integracion de los procesos hidrolitico, fermentativo y extractivo en una sola configuracion
tecnoldgica representa un gran avance en el mejoramiento operativo, técnico, energético y
econémico como aproximacion para lograr un proceso de produccion de etanol con mayor
favorabilidad tecno-econdmica y ambiental con respecto a las configuraciones actualmente

establecidas.
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3 MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo en las Plantas Piloto de Biotecnologia y Agroindustria

(Campus La Nubia) de la Universidad Nacional de Colombia — Sede Manizales.

3.1 MATERIALES

3.1.1 Materia Prima

Las materias primas de estudio correspondieron a los materiales lignoceluldsicos Zzoca de
café proveniente de un cultivo de café Coffea Ardbica de 15 afos de antigiiedad y
originaria de la zona rural del municipio de Pensilvania (oriente de Caldas) y Aserrin de
Pinus Patula proveniente de un aserradero de la localidad de Pensilvania (Caldas).
Adicionalmente, borra de café proveniente de las baterias de extraccion de café soluble de
la Fabrica de Café Buendia, ubicada en Chinchind (Caldas) fue incluida como materia

prima de referencia.

3.1.2 Materiales
3.1.2.1 Enzimas celuloliticas

Se emple6 CELLUCLAST, enzimas celuloliticas adquiridas a Novozyme Inc.(USA)

suplementadas con B-glucosidasa de disponibilidad comercial.

3.1.2.2 Microorganismo fermentativo

El microorganismo fermentativo correspondio6 a la levadura etanologénica Saccharomyces

cerevisiae de disponibilidad comercial.

3.1.2.3 Patrones de difraccion de referencia

Se empled celulosa cristalina SIGMACELL y lignina tipo alcali compradas a SIGMA-
ALDRICH CHEMICALS (ST. LOUIS, MO) como materiales de referencia para los
analisis de difraccion de rayos X.
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3.2 METODOLOGIA

La investigacion se realizo en tres etapas secuenciales de evaluacion experimental:

1. Analisis estructural de los materiales de estudio
2. Experimentacion a escala de laboratorio (operatividad inicial de la configuracién
integrada y omitida en este documento)

3. Experimentacion a escala de planta piloto de acuerdo con los resultados de laboratorio.

3.2.1 Anadlisis Estructural de los Materiales

Los tres materiales lignoceluldsicos de estudio fueron analizados estructuralmente mediante
difraccion de rayos X (conocido por su abreviacion en idioma inglés como XRD) y

texturalmente mediante adsorcion de nitroégeno.

3.2.1.1 Preparacion de la muestra.
Previo a las determinaciones, los materiales fueron preparados por desgasificacion,

exponiéndolos a remocidn de gases a una velocidad de 50 mmHg/s conservando una rampa

de calentamiento de 10°C/min hasta alcanzar 60°C durante un periodo de 24 h.

3.2.1.2 Determinacion de area superficial.
El area superficial BET y la distribucion de tamafio de poro fueron determinados mediante

la adsorcidon de nitrégeno a 77 K empleando un sistema de porosimetria y area superficial
acelerado (ASAP 2020, Micromeritics) a una presion relativa aproximada de P/PO= 0.066-
0.30 (P: Presion del sistema, Po: 0.95 atm). El 4rea superficial se calculdé de las isotermas
usando la ecuacién de Brunauer-Emmett-Teller (BET). Igualmente, la distribucion de

tamaio de poro se determin6 mediante el método de Barrett-Joiner-Halenda (BJH).
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3.2.1.3 Andlisis estructural.
El andlisis estructural de los materiales se realiz6 en un difractoémetro de rayos X (Rigaku

MiniFlex II), usando radiacion de Cu Ko (A= 1.5406 A) a 30 kV y 15 mA en un modo de
cobertura continua. Los patrones de rayos X fueron registrados en el rango de rastreo de 26

= 3.0-70° con una amplitud de paso de 0.02° y una velocidad de 5°/min.

3.2.1.4 Analisis de patrones de referencia.
Celulosa (tipo 20) y lignina (4lcali) fueron analizados mediante XRD, en las mismas

condiciones de andlisis de los materiales de estudio, con el objeto de identificar

principalmente estos componentes en la conformacion estructural de los materiales.

3.2.2 Caracterizacion Composicional de los Materiales

Los materiales fueron caracterizados quimicamente para determinar los contenidos
gravimétricos de celulosa, hemicelulosa, lignina acido-insoluble, lignina acido-soluble,

proteina total, componentes extractivos y cenizas presentes en cada uno de los materiales.

3.2.2.1 Caracterizacion Ligno-celuldsica de la Materia Prima

El material lignoceluldsico se acondiciond mediante secado a 105°C y reduccidn de tamafio
hasta obtener un tamafio promedio de particula de 0.42 mm (serie de tamices Tyler) por
molienda en molino. Posteriormente, al material acondicionado se le determind los
contenidos de celulosa mediante el método Goering-van Soest, lignina total (acido
insoluble y acido soluble) de acuerdo con las normas TAPPI T-222 y TAPPI UM-250,
respectivamente. Por ultimo, se determind el contenido de componentes extractivos por
extraccion en Soxhlet, de acuerdo a la metodologia de USDA (United States, Department
of Agriculture) reportada por Han et al. (1997), proteina total mediante un método

modificado de digestion Kjeldahl y contenido de cenizas mediante la norma TAPPI om-93.
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Adicionalmente, se determind el contenido de humedad inicial del material mediante

secado a 105°C hasta peso constante, de acuerdo con la norma ASTM D1348-94 (1998).

3.2.2.2 Andlisis de la informacion

La informacion obtenida en la caracterizacion del material lignoceluldsico se sometié a un
analisis descriptivo. Para la realizacién de este andlisis, cada una de las variables en las
determinaciones de componentes extractivos, lignina acido insoluble, lignina &cido soluble,
proteina total, hemicelulosa, cenizas y contenido de celulosa se cuantificaron por triplicado.
El reporte de cada uno de los componentes incluyo la desviacion estdndar obtenida en cada

Ccaso.

3.2.3 Acondicionamiento de la Materia Prima

Inicialmente, el material lignocelulosico es secado en estufa hasta obtener un contenido
residual de humedad entre 8-10% (peso/peso) y posteriormente se reduce de tamafio hasta

0.42 mm por molienda en un molino Toastmaster.

Luego de acondicionar el material, se conformaron tres (3) unidades experimentales, cada
una de las cuales estuvo constituida por 100 g de material acondicionado. Estas unidades

experimentales se emplearon independientemente en las determinaciones analiticas.

3.2.4 Pretratamiento del Material Zoca de Café

El material acondicionado zoca de café fue sometido a pretratamiento quimico con acido
diluido, empleando 100 g de material y H,SO4 a 0.1 % (w/w), en condiciones de pre-
hidrolisis correspondientes a 130°C durante 2 h. El material resultante se filtr6 con papel

filtro de porosidad gruesa (Whatman No. 1) y el material solido se lavo con 20 ml de agua a
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92°C. La fase liquida del lavado se agreg¢ al filtrado inicial obtenido de la pre-hidrélisis y

se guardo a 4°C para su posterior empleo como sustrato en el proceso SFES.

3.3 EXPERIMENTACION EN PLANTA PILOTO

Con base en la informacion preliminar obtenida de estabilidad operacional y
comportamiento de las variables de proceso del estudio a escala de laboratorio, se procedio
a implementar la configuracion experimental del proceso acoplado de produccion de etanol
en régimen “batch” de fermentacion y extraccion a escala de planta piloto, empleando un

reactor-extractor de discos rotatorios a escala de planta piloto.

Luego de acoplar la unidad integrada se procede a ejecutar el estudio experimental de SFES
de produccion de etanol a las mismas condiciones operativas del estudio de laboratorio
(fermentacion en régimen “batch” a las condiciones de 10% (peso/peso) de indculo de
microorganismo fermentativo, pH 4.5 y 35°C de temperatura en condiciones anaerobicas
por un tiempo de 48 h. Adicionalmente, al término de las 10 horas iniciales del proceso, se
adicion¢ el solvente n-dodecanol al medio de fermentacion en una relacion de 1:4 con la
fase acuosa en un volumen total de 5 litros. La unidad experimental de estudio

correspondid a 212 g de material lignoceluldsico acondicionado previamente.

3.3.1 Seguimiento de las Variables de Proceso

El seguimiento del proceso se realizd por medicion de las principales variables en
intervalos de dos (2) horas durante un periodo de 44 h. Las dos principales variables de
proceso correspondieron a la concentracion de azicares reductores (glucosa) y
concentracion de etanol en la fase solvente, determinadas mediante el método del acido
dinitrosalicilico (DNS) y refractométricamente a a partir de una curva estandar de

referencia que relacion6 concentracion de etanol en n-dodecanol a 37°C (A.O.A.C, 1997).
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3.3.2 Andlisis de la Informacion Obtenida

La informacion obtenida experimentalmente de las variables evaluadas se analiz6 mediante
un andlisis descriptivo de promedios y fuentes de variacion entre las lecturas obtenidas a
partir de tres replicas realizadas para cada una de las variables. Posteriormente, con la
informacion obtenida se verificaron los perfiles de concentracion de azucares reductores y

etanol de la configuracion experimental.
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4 RESULTADOS

4.1 Analisis Estructurales de los Materiales

4.1.1 Material Zoca de Café.

4.1.1.1 Andlisis XRD de zoca de café.

El patron de difraccion de rayos X del material zoca de café se muestra en la fig. 3 El
analisis muestra un alto grado de ordenamiento estructural presentando dos picos
principales a 26 = 15.78° y 22.26°, respectivamente. Los picos obtenidos dilucidan la
presencia de dos componentes principales en el material. Teniendo como referencia el
analisis de rayos X para la celulosa y la lignina como patrones de comparacioén para el
analisis de difraccion, puede verse la correspondencia del pico principal obtenido para la
celulosa (fig. 7) con el pico presentado por la zoca de café a 20 = 22.26°. De igual manera,
el pico presentado por el material a 20 = 15.78 presenta gran correspondencia con la zona

de méxima difraccion de la lignina 4alcali (Fig. 8).
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Fig. 3. Patron de difraccion de rayos X del material zoca de caf€.
Intensidad en unidades arbitrarias (u.a).
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En el patron de difraccion de la zoca de café se observa un mayor ordenamiento estructural
en el pico de correspondencia de la celulosa por su caracter cristalino. Igualmente, el pico

de correspondencia con la lignina patron presenta un alto grado amorfo que le confiere la

presencia de lignina en el material.

4.1.1.2 Analisis BET de zoca de café.
El andlisis de area superficial y distribucion de tamafio de poro para el material zoca de café

se muestra en la fig. 4.
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Fig. 4. Isotermas de adsorcion-desorcion de Nitrogeno para el material zoca de café.

La isoterma de adsorcion-desorcion obtenida para el material zoca corresponde a una
isoterma de fisisorcion tipo II, la cual representa una adsorcion libre (no restringida) en la
zona monocapa-multicapa, de acuerdo a Sing et al.(1985). Como puede verse en la fig. 4, la
isoterma presentd un lazo de histéresis que corresponde al tipo H3 la cual es asociada con el
proceso de condensacion moderado de manera capilar que se presenta durante la desorcion

en la estructuras porosas. A partir de la isoterma de adsorcion-desorcion obtenida por la
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zoca se puede concluir que el material esta conformado predominantemente por agregados

de particula del tipo placas.

Como se observa, la isoterma de desorcién no cerré completamente, lo cual se presenta
tipicamente en materiales lignoceluldsicos como bagazo de cafia de azlicar y materiales
arcillosos. El area superficial BET del material correspondié a 0.7763 m%/g y el tamafio

promedio de poro fue de 132.08 A

4.1.2 Material Pinus Patula.
4.1.2.1 Analisis XRD de Pinus Patula.

El patron de difraccion de rayos X del material Pinus Pdtula se muestra en la fig. 5. En la
figura se observa una gran similitud de picos entre los patrones de difraccion obtenidos para
la zoca y Pinus Patula. Igualmente, como se present6 en el analisis de la zoca, los dos picos
de mayor intensidad corresponden a la presencia principalmente de celulosa y lignina en la

estructura del material analizado.
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Fig.5. Patron de difraccion de rayos X del material Pinus Patula.
Intensidad en unidades arbitrarias (u.a).
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El pico principal obtenido en el andlisis de difraccion, correspondiente a 20 = 22.50° se
observa de mayor intensidad con respecto al pico correspondiente a 26 = 16.18°. En general,
el material Pinus Pdtula presentd un menor grado amorfo en su estructura con respecto al
material zoca de café; sin embargo, se evidencio un alto grado de ordenamiento estructural
al ser comparado con los patrones de referencia de celulosa y lignina, los cuales se
muestran mds adelante. Este ordenamiento en la estructura del material fue influenciado
principalmente por el componente cristalino (celulosa) presente en el material

lignoceluldsico.

4.1.2.2 Analisis BET de Pinus Patula.

La isoterma de adsorcion-desorcion del material Pinus Patula se presenta en la fig. 6.
Andlogamente, como se obtuvo con el material zoca de café, la isoterma de fisisorcion del
material correspondi6 a una isoterma tipo II con un tipo de lazo de histéresis tipo H3, de
acuerdo a la clasificacion reportada por Sing et al. (1985). Este tipo de fendmenos es
caracteristico en materiales mesoporosos con estructuras porosas en forma de agregados del

tipo placa.

Igualmente, como se observd en el material zoca de café, la isoterma desortiva en las
condiciones de analisis no cerré completamente. Adicionalmente, el anélisis mostrd un area
superficial BET del material de 0.4101 m%/g. por su parte, el analisis de distribucién de

poro mostrd un tamafio promedio de poro de 86.0137 A
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Fig. 6. Isotermas de adsorcion-desorcion de Nitrogeno para el material Pinus Pdtula.

4.1.3 Patrones de Celulosa Cristalina y Lignina Alcali de Referencia.

Con el objeto de analizar asertivamente los patrones de difraccion de rayos X para los
materiales de estudio, se realizaron analisis de difraccion para los componentes puros

celulosa cristalina y lignina en las mismas condiciones de analisis empleadas con los

materiales zoca y Pinus Patula.

4.1.3.1 Andlisis de Difraccion de Rayos X de Celulosa Cristalina (Estandar).

La celulosa como componente de referencia (cristalina en estado puro) presento el patron
de difraccion que se muestra en la fig. 7. El pico mas representativo del patron de celulosa
se presento a 20 = 22.37 que sirvio para identificar andlogamente la presencia de celulosa
en los materiales zoca de café y Pinus Patula. El pico presentado por la celulosa estandar a
206 = 14.29 también es caracteristico de la celulosa cristalina, como se reporta en otro

estudio estructural de la celulosa (Zhao ef al., 2007). De acuerdo con la fig. 7, el patron de
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difracciéon de la celulosa presenta un alto grado de ordenamiento estructural como

consecuencia directa de la cristalinidad del material en su estado nativo.
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Fig.7. Patron de difraccion de rayos X de celulosa (tipo 20) como estandar.
Intensidad en unidades arbitrarias (u.a).

4.1.3.2 Andlisis de Difraccion de Rayos X de Lignina Alcali (Estandar).

El andlisis de difraccion de rayos X de la lignina tipo alcali se muestra en la fig. 8. La
lignina present6 un patron de difraccion altamente amorfo, al no presentar patrones unicos
de difraccion bien definidos, como se observa en la fig. 8. Los picos de difraccion de mayor
intensidad del material se concentraron en una region aproximadamente entre 20 = 15 y 25

en la fig. 8, aunque en el material presentd6 un maximo pico a 20 = 18.29°. El patrén de
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difracciéon de la lignina fue 1til en la identificacion de componentes amorfos en los

resultados de los analisis estructurales de la zoca de café y Pinus Patula.
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Fig.8. Patron de difraccion de rayos X de lignina (alcali) como estandar.
Intensidad en unidades arbitrarias (u.a).

4.1.3.3 Analisis Estructural de un Material Residual de Café con Composicion Conocida.

El material residual de café borra de café¢ (conocido cominmente como café agotado) fue
analizado estructuralmente con el objeto de establecer caracteristicas estructurales similares
entre materiales lignocelulosicos de un origen comun, en el caso de los residuos de zoca y
borra de café. La composicion quimica lignocelulodsica de la borra de café que se encuentra
previamente reportada (Agudelo, 2002) se tom6 como base comparativa para el identificar
la presencia de celulosa y lignina en la zoca de café y la correspondencia con una

composicion quimica conocida.
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4.1.3.4 Analisis de Difraccion de Rayos X de Borra de Café.

En la fig. 9 se muestra el patron de difraccion de rayos X para la borra de café obtenido en

las mismas condiciones de analisis establecidas para los dos materiales de estudio.
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Fig. 9. Difractogramas comparativos de rayos X de la borra de café.

(a) Borra de café, (b) Lignina dlcali, (c) Celulosa cristalina. u.a: unidades arbitrarias.

4.1.3.5 Area Superficial BET y Distribucion de tamaiio de Poro de la Borra de Café.

La fig. 10 muestra la isoterma de adsorcion-desorcion obtenida para el material borra de
café. El tamafio promedio de poro determinado para el material correspondio a 428.34 A
(inserto de la fig. 10)
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Fig. 10. Isotermas de adsorcion-desorcion de Nitrogeno para borra de café.

Isotermas obtenidas a las mismas condiciones de analisis para los otros materiales (zoca de
café y Pinus Pdtula. El inserto corresponde a la distribucion de tamafio de poro
caracteristico de la borra de café (tamafio de poro caracteristico aprox. 428 A)

4.2 Caracterizacion Quimica de los Materiales

4.2.1 Composicion de la Zoca de Cafe.

En la Tabla 2 se muestra la composiciéon quimica encontrada para el material zoca de café.
El material de zoca de café presento una composicion considerablemente mayor en
contenido de lignina acido- insoluble. Por su parte, el contenido de lignina acido-soluble
fue del 0.01% de la composicion global y no increment6 apreciablemente el contenido de
lignina total en el material. El contenido de celulosa encontrado (32.32%) estuvo alrededor
de los valores tipicos presentes en materiales lignoceluldsicos y el aporte de los
componentes extractivos no fue significante en el material. El contenido de proteina total
presentd interferencia en la determinacion de lignina acido-insoluble, debido a la
solubilizacion de proteina en las condiciones acidas de la determinacion klason; haciéndose

necesario la correccion gravimétrica de lignina insoluble por presencia de proteina.
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Tabla 2. Composicion quimica de la zoca de café.

Composicion

Componente (%)
a-Celulosa 32.32+1.45
Hemicelulosa 13.80 £1.02
Componentes extractivos 1.69 + 0.01
Lo Acido-insoluble 46.6 +£0.12
Lignina )
Acido-soluble 0.01 £0.00
Proteina total 4.61+0.03
Cenizas 0.92 +£0.01

4.2.2 Composicion de Pinus Patula.

En la Tabla 3 se observa la distribucidon de la composicion quimica determinada para Pinus
Patula. Como se observa, el material presentd un contenido predominantemente ligninico,
alcanzando un 62% (w/w) en base seca del material. Este alto contenido observado fue
corregido gravimétricamente mediante la determinacion de proteina total como interferente
en la cuantificacion klason; sin embargo, como se muestra en la tabla, el contenido total de
proteina determinado fue de 0.62 + 0.01% (w/w), el cual no representd un aporte
considerable como interferente para sustraccion en el contenido de lignina acido-insoluble.
El contenido de lignina acido-soluble fue de 0.63%, considerablemente mayor al
encontrado en la zoca de café (0.01%) y participé en mayor grado a incrementar el
contenido de lignina total en el material con respecto al aporte de la lignina soluble en la

zoca.
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Tabla 3. Composicion quimica de Pinus Patula

Composicion

Componente (%)
o-Celulosa 24.80 + 1.68
Hemicelulosa 10.62 £0.99
Componentes extractivos 0.87 £ 0.01
Lo Acido-insoluble 61.99+0.1

Lignina i

Acido-soluble 0.63 £ 0.01
Proteina total 0.62 £0.01
Cenizas 0.46 £ 0.00

Por su parte, el contenido de celulosa aprovechable como materia prima para la
pproduccion de etanol fue de 24.80 + 1.68 % (w/w) muy inferior al encontrado en el
material zoca de café. Como una consecuencia directa de lo anterior, el contenido asociado
de hemicelulosa a la celulosa fue de 10.62%. Ademas, este contenido hemiceluldsico
estuvo asociado con un alto contenido de lignina klason como se mostrd anteriormente. El
componente extractivo, representado por principalmente por acidos grasos presentes en el
material, fue inferior al 1% del contenido global del material y correspondid
aproximadamente al 50% del equivalente encontrado en la zoca de café. Las sales organicas,
cuantificadas como cenizas, representaron solo el 0.46% (w/w) de la composicion del

material.
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5 PRETRATAMIENTO DE LOS MATERIALES

5.1 Evaluacion experimental con zoca de café.

Con el objeto de remover la lignina y aumentar la digestibilidad del material zoca de café
para la posterior etapa de hidrodlisis enzimatica, el material zoca de café fue sometido a un
proceso de pretratamiento con un agente alcalino en dos grados de severidad. El material
con tamafio de particula promedio de 0.42 mm y humedad de 1.6% (peso/peso) fue
pretratado quimicamente con NaOH al 2% como agente deslignificante en una relacion de

solidos del 20%. Se evaluaron dos grados de severidad en las siguientes condiciones:

Severidad 1: Temperatura 130°C y 2 horas de tiempo de exposicion.
Severidad 2: Temperatura 25°C y 24 horas de tiempo de exposicion.
El grado de remocion de lignina del material tratado en cada uno de los grados de severidad
fue validado mediante analisis de difraccion de rayos X para observar la conformacion
estructural del material residual obtenido. En la fig. 11 se observa el patrén de difraccion de

rayos X obtenido para el material residual del pretratamiento.

Como muestra la fig. 11, el grado de severidad I del pretratamiento alcalino remueve
efectiva y selectivamente el componente amorfo (lignina) presente en el material tratado,
logrando un patron de difraccion con un alto grado de semejanza al obtenido por el patrén

de celulosa cristalina.
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Fig. 11. Patron de difraccion de rayos X de la zoca de café pretratada con NaOH al 2%.

(a) zoca de café. (b) zoca pretratada con severidad 1. (c) zoca pretratada con severidad 2.
(d) patron de celulosa (cristalina)

5.2 Evaluacion experimental con borra de café.

5.2.1 Pretratamiento de la borra de café.
El material borra de café fue pretratado con NaOH al 2% en una concentracion de solidos

del 20% (peso/volumen). El material fue previamente molido hasta un tamafo de particula
promedio de 1 mm, extractado con una solucion de etanol: tolueno en una relacion 2:1 y
secado a 105°C hasta completa sequedad. Las condiciones de severidad del tratamiento de
deslignificacion fueron de temperatura 30°C y un tiempo de contacto de 6 horas.

El grado de remocion de lignina se cuantific6 mediante la caracterizacion del material
residual solido después del tratamiento. la composicion del material (en base seca) obtenida

se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de la borra de café después de pretratamiento alcalino.

Componente Composicion
(% peso/peso)
Celulosa 45.70 £ 0.67
Extractivos 29.77 £0.61
Lignina Ac%do insoluble 21.73+0.45
Acido soluble 1.34+0.011
Cenizas 0.30 £0.004

5.2.2 Hidrolisis de la borra de café.
La borra de café pretratada se someti6 a hidrolisis (sacarificacion) enzimatica con celulasa

y B-glucosidasa. Las condiciones de hidrélisis del material correspondieron a una 50 ml de
volumen total en una relacion de solidos del 10% (peso/volumen), dosificacion de enzima
de 20 IFPU/g de celulosa en el material. (IFPU: Unidades internacionales de Papel Filtro),

pH 5 regulado con bufer de citrato 0.05 M con agitacion a 150 rpm durante un tiempo de 48
h.

La produccion de azucares reductores, cuantificada como celobiosa y monitoreada durante

el tiempo de tratamiento se muestra en la fig. 12.

Como se muestra en la fig. 12, la produccion de azucares (celobiosa) como producto
intermedio en la etapa hidrolitica de despolimerizacion de la celulosa mediante la accion
conjunta de celulasa y B-glucosidasa se incrementa considerablemente a partir de las 72 h
iniciales de proceso. Posteriormente, de acuerdo con el mecanismo de hidrolisis del
complejo celulasa y P-glucosidasa la celobiosa es desdoblada finalmente a glucosa

monomeérica.
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Fig. 12. Produccion de azucares reductores de la hidrolisis de borra de café.

5.3 Simulacién del proceso con acido diluido del material zoca de café.
Un proceso alternativo de produccion de xilosa y glucosa a partir del tratamiento con
H,SO4 en dos etapas, pretratamiento de la hemicelulosa y posterior hidrolisis

(sacarificacion) de la celulosa, a partir de la composicion de la zoca de café fue evaluado

usando ASPEN PLUS.

5.3.1 Etapa de pretratamiento
En la etapa de pretratamiento se llevo a cabo la hidrolisis del componente hemiceluldsico

presente en el material para la produccion de xilosa por la accidon de acido en muy bajas
concentraciones. La composicion del material determinada experimentalmente fue
empleada como informacion de base para evaluar la produccion de glucosa y oligosacaridos
intermedios a partir del pretratamiento con 4cido diluido del material. El diagrama

esquematico del proceso configurado para el pretratamiento de zoca de café se muestra en
la fig. 13.
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Fig. 13. Esquema del proceso de pretratamiento con acido diluido (H2SO,) al 0.1 % de zoca de café usando ASPEN PLUS.

Las unidades del esquema corresponden a GRINDER: molino de cuchillas. HYDROL1: reactor batch de pre-hidrélisis. WASHFIBE: unidad de lavado.
IONEXCHA: unidad de intercambio iénico. OVERLIME: unidad de neutralizacion. CFUGUE: centrifuga. Las corrientes de proceso corresponden a CCS:
Tallos de zoca de aprox. 20 cm de longitud. 2-CCST: zoca con tamafo de particula de 3 mm. 3-H2SO,: acido diluido. 4-HBMHYD: hidrolizado de
hemicelulosa (oligomeros y xilosas), celulosa, lignina e inertes. 5- WASTE: residuos de despresurizacion. 7-FWATER: agua de lavado. 9-FIBER: celulosa
y lignina. 8-SOLUBP: componente soluble (hidrolizado de hemicelulosa). 17-ELUTE: material eludido (oligosacaridos, xilosas y acido). 18-RETALI:
retentato. 18-LIME: hidroxido de calcio de neutralizacion. 21-XILOS: xilosas. 20-GYPSUN: residuo GYPSU de neutralizacion (CaSOy).
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En la tabla 5 se encuentran las condiciones establecidas para el pretratamiento.

Tabla 5. Condiciones iniciales establecidas para el pretratamiento de hidrolisis

Temperatura 160°C

Presion 3 atm.
Concentracion de solidos 10% (peso/peso)
Concentracion de acido 0.1% (peso/peso)
Tiempo de contacto 10 min

Régimen de operacion Lotes

Base de cdlculo 30 kg/h

En la tabla 6 se muestra la composicion de la materia prima que fue empleada en la

simulacion correspondiente a un total de solidos de 100%.

Tabla 6. Composiciones iniciales establecidas para pretratamiento de hidrolisis

Composicion
Componente
(% peso base humeda)

Celulosa + Hemicelulosa  41.6

Extractivos 1.622
Cenizas 0.883
Lignina 49.133
Celulosa 27.995
Proteina 4.426
Agua 4.00
Hemicelulosa 11.981
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El total del contenido de hemicelulosa en la composicion original del material (tabla 6) fue
considerado como la conformacion de los oligosacaridos xilano, arabinano, manano,
galactano y glucano distribuidos composicionalmente de acuerdo a lo ampliamente
reportado en estudios de pretratamiento de materiales anadlogos composicionalmente a la
zoca de café (Esteghlalian et al., 1997). En nuestro estudio, se consider6 la fraccion de
xilano original como la suma de dos fracciones independientes: xilano de rapida velocidad
de despolimerizacion (denominada xilano rapida) y una fraccion de xilano de lenta
velocidad de hidrolisis (referida como xilano lenta). Esta consideracion resulta mas
realistica en el estudio de formacion de xilosa a partir de materiales lignoceluldsicos
pretratados con acido diluido, debido al hecho de que es evidente la formacion de productos
de degradacion de xilosa a partir de ciertas condiciones de severidad. La tabla 7 muestra la
composicion de oligosacaridos presentes inicialmente en el material zoca de café

calculados a partir de la composicion hemiceluldsica original del material.

Tabla 7. Composicion del contenido de hemicelulosa en el material

Composicion
Componente

(% peso base humeda)
Xilano 10.783
Arabinano 0.300
Manano 0.300
Galactano 0.300
Glucano 0.300

Para la evaluacion del proceso de pretratamiento de la zoca de café con acido diluido se
emplearon las expresiones cinéticas obtenidas experimentalmente en similares condiciones
de severidad empleadas en el presente estudio y correspondientes a materiales con
composicion andloga a la encontrada para la zoca de café. Estas expresiones ampliamente

reportadas (Saeman, 1945; Chiang et al., 2008) son de tipo Arrhenius (Ec. 1).
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K=A4oCa"e _E/RT (Ecuacion 1)

Las constantes cinéticas seleccionadas para las expresiones de hidrdlisis de ambas
fracciones de xilano a xilosa y la degradacion de xilano a furfural correspondieron a las
obtenidas para el material de referencia seleccionado (4lamo) sometido a pretratamiento
con acido diluido a 0.1% durante 10 min (Esteghlalian ef al., 1997). La tabla 8 muestra los
valores de las constantes cinéticas para cada una de las reacciones involucradas en el

proceso de pretratamiento de zoca de café.

Tabla 8. VValores de las constantes cinéticas utilizadas.

Reaccion AO_ I Ca n E

(s”') (g acido / g masa total) (KJ/Kmol)
Xilano rapida 3.34045 el8 0,000909091 0.4 176700
Xilano lenta 1.50756 el6 0,000909091 1.5 192000
Xilano a furfural 1.8057¢9 0,000909091 0.55 | 102000

Ca: concentracion de acido. E: energia de activacion. n: factor exponencial.

Los resultados obtenidos de la simulacion de pretratamiento con HSO4 diluido en las
condiciones establecidas, empleando zoca de café¢ como materia prima se muestran en la

tabla 9.
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Tabla 9. Composicion masica de las corrientes involucradas en la etapa de pretratamiento de zoca de café.

Corriente Ma.teria Acido Productro . Agua Fibra Hidréxifio Prodqcto Sulfat(? Xil.osa
prima usado pretratado Acido usada de calcio neutralizado de calcio | detoxificada
7-
Nombredela | 4 ccs | 31,50, | 4HEMHYD | FWATE | 9FIBER | 18-LIME 19 20- | 21-XYLOS
corriente R GYPSU
Temperat. (°C) 20 20 160 20 99.1 20 25 25 25
Presion (bar) 1.013 1.013 3.04 2.6 27.163 1.013 1.013 1.013 1.013
Flujo masico kg/h 30 300 330 2.6 266.001 0.225 266.065 0414 265.65
Fraccion mésica
Agua 0.0400 0.9990 0.9109 1.0000 0.0893 0.9825 0.0072 0.9840
H,SO, 0.0010 0.0009 0.0001
Ca(OH), 1.0000
Proteina 0.0443 0.0040 0.0004 0.0049 0.0050
Celulosa 0.2795 0.0254 0.3088
Xilano 0.1078 0.0033 0.0402
Lignina 0.4913 0.0447 0.5426
Glucosa 0.0001 0.0001 0.0001
Xilosa 0.0074 0.0008 0.0091 0.0091
Extractivos 0.0162 0.0015 0.0001 0.0018 0.0018
CaSO, 0.0015 0.9928
Arabinano 0.0030 0.0001 0.0011
Manano 0.0030 0.0002 0.0022
Galactano 0.0030 0.0002 0.0022
Glucano 0.0030 0.0002 0.0022
Arabinosa 0.0002
Manosa 0.0001
Galactosa 0.0001
Cenizas 0.0088 0.0008 0.0098
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5.3.2 Etapa de hidrdlisis de celulosa

La segunda etapa del tratamiento de la zoca de café para la produccion de glucosa consistid
en la sacarificacion de celulosa empleando H,SO4 en una concentraciéon mayor que la
empleada en la primera etapa (pretratamiento de la hemicelulosa). Las condiciones de
operacion especificadas para la evaluacion del proceso hidrolitico de la celulosa producida
en la etapa de pretratamiento se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Condiciones iniciales establecidas para la hidrdlisis de celulosa

Temperatura 200°C

Presion I atm.
Concentracion de solidos 10% (peso/peso)
Concentracion de acido 0.4% (peso/peso)
Tiempo de contacto 3 min

Régimen de operacion Lotes

Base de cdlculo 30 kg/h

La etapa hidrolitica fue configurada para recibir la corriente de solidos efluente de la etapa
previa de pretratamiento del material, con el objeto de favorecer la conversion de la
celulosa en las nuevas condiciones de severidad de hidrolisis y evitar la transformacion de
los azucares (xilosas) producidos en el hidrolizado de hemicelulosa, los cuales deben ser
separados de la fraccion solida previo a la hidrélisis. El esquema del proceso de hidrélisis
de la celulosa en la fraccion solida (celulosa y lignina), efluente del pretratamiento, se

muestra en la fig. 14.
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Fig. 14. Esquema del proceso de hidrdlisis de celulosa con acido diluido (H,SO4) al 0.4 % del componente solido efluente del

pretratamiento de zoca de café simulado en ASPEN PLUS.

Las unidades del esquema corresponden a HYDROL-2: reactor batch de hidrélisis. D PRESS-2: unidad de despresurizado. COOLER-1: intercambiador. FILTER: filtro de
retencion de solidos. IONEXCH?2: resina de intercambio. OVERLIME2: unidad de neutralizacion. CFUGUE: centrifuga. Las corrientes de proceso corresponden a 9-
FIBER: corriente de solidos (celulosa y lignina). 10-H,SO,: acido diluido al 0.4%. 11- CELHY: mezcla de sélidos e hidrolizado. 12-WASTEC: corriente de residuo y
fraccion perdida de HMF (hidroximetilfurfural). 15-SOLID: componentes solidos separados. 16-FILTE: hidrolizado separado de fraccion solida residual. 24-RETALI:
fraccion retenida por afinidad anionica/cationica. 22-ELUTE: hidrolizado enriquecido en glucosa. 23-LIME: hidroxido de calcio de neutralizacion. 26-GYPSU: CaSO, de

residuo. 27-GLUCO: corriente de glucosa como producto.
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De manera andloga a la etapa de pretratamiento, la simulacion del proceso hidrolitico del
componente celulosico proveniente del pretratamiento de la zoca de café se realizod
empleando las expresiones cinéticas de tipo Arrhenius, obtenidas en condiciones de
severidad hidrolitica correspondientes a concentracion de 4cido alrededor de 0.4%,
temperatura de 200°C y tiempos entre 1.5 y 3 min (Saeman, 1945; Esteghlalian et al., 1997;
Chiang et al., 2008). La etapa hidrolitica de celulosa tiene como productos a la glucosa y su
producto de degradacion HMF (hidroximetilfurfural) cuando se ha producido la glucosa y
esta sigue en contacto con acido durante tiempos mas prolongados. Los parametros de la
constante cinética seleccionada para la expresion de hidrdlisis de celulosa a glucosa y la

degradacion de glucosa a HMF se especifican en la tabla 11.

Tabla 11. Valores de los parametros cinéticos utilizados.

Reaccion AO_ I Ca n £

(s”) (g acido / g masa total) (KJ/Kmol)
Celulosa a Glucosa 1.54e18 3.636363 1.3 179509
Glucosa a HMF 2.10e12 3.636363 1.02 135340

Ca: concentracion de acido. E: energia de activacion, n: factor exponencial.

Los resultados obtenidos de la simulacion de pretratamiento con H,SO4 diluido al 0.4% en
las condiciones establecidas, empleando la fraccidén sélida del pretratamiento de zoca de
café, se muestran en la tabla 12. En la tabla se especifica la composicion masica de cada

uno de los componentes presentes en las corrientes del esquema configurado.
La configuracién integral de los esquemas secuenciales del pretratamiento del componente

hemicelulésico e hidrolisis de celulosa para el material zoca de café se muestra en la fig.

15.
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Tabla 12. Composicién masica de las corrientes involucradas en la etapa de hidrolitica del componente celuldsico.

Lignina

Hidroxido de

. Acido Producto , Filtrado . Producto Sulfato de
Corriente . después de . calcio para . Glucosa .
usado obtenido obtenido . neutralizado calcio
filtrar neutralizar
Nombre dela | ;4 155 11 15-LIGNI | 16-FILTE | 23-LIME 25 27-GLUCO | 26- GYPSU
corriente CELHY

Temperatura °C 20 200 40 40 20 25 25 25

Presion (bar) 1.013 3.04 1.013 1.013 1.013 1.013 1.013 1.013

(Fligl/ﬁ)maswo 272 299.162 17.724 217.383 0.82 217.221 215.712 1.508

Fraccidon masica

Agua 0.9960 0.9122 0.0469 0.9568 0.9593 0.9660 0.0013

H,SO, 0.0040 0.0036 0.0002 0.0050

Ca(OH), 1.0000

Proteina 0.0001 0.0001 0.0001

Celulosa 0.0018 0.0309

Xilano 0.0037 0.0617

Lignina 0.0493 0.8316

Glucosa 0.0245 0.0016 0.0335 0.0336 0.0338

Xilosa 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Furfural

HMF 0.0032 0.0002 0.0045

CaSO, 0.0069 0.9987

Arabinano 0.0001 0.0017

Manano 0.0002 0.0034

Galactano 0.0002 0.0034

Glucano 0.0002 0.0034

Cenizas 0.0009 0.0150
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Fig. 15. Esquema del proceso de pretratamiento con acido diluido (H,SO4) de zoca de café en dos etapas: pre-hidrolisis de
hemicelulosa H,SO4 al 0.1% e hidrélisis de celulosa con H,SOy4 al 0.4%.
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6 INTEGRACION DE LOS PROCESOS DE SACARIFICACION-
FERMENTACION Y EXTRACCION

6.1 Fundamentos de la experimentacion

El proceso simultaneo de sacarificacion, fermentacion y extraccion de etanol a partir de
zoca de café fue realizado teniendo como base la configuracion del proceso de
fermentacion-extraccion previamente estudiado por Sanchez et al 2006a., en el grupo de

investigacion en Procesos Quimicos Cataliticos y Biotecnoldgicos, mostrado en la fig. 16.

E QE -
P, P’

P4 » - | -
S Sy | ' | 8,8, X, P

Fig. 16. Diagrama esquematico del proceso de fermentacion extractiva

Las ecuaciones correspondientes en el modelamiento del sistema integrado de fermentacion

extraccion corresponden a:

-0,X+V,ry =0 (2)
F.Si,=0,8 =V,rs =0 (3)
F. Sy =08, =V,r5, =0 4)
F.P)-Q,P—Q,P +V,r,=0 (5)
F,+F;-0,-0,=0 (6)
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P* = kEmnolP (7)

Estas ecuaciones de balance representan el proceso de fermentacion extractiva, en las
cuales ry representa la velocidad de crecimiento celular (en g.L''h™), rg y re
corresponden a las velocidades de consumo de glucosa y xilosa (en gL .h™") y r,es la
velocidad de formacion de etanol (en gL'h'); X, S, S, y P representan las
concentraciones de células de biomasa, glucosa, xilosa y etanol en el efluente acuoso del
birreactor (en g.L'l); Xo, S10, S20 y Py corresponden a las concentraciones en la corriente
acuosa de alimentacion, P'y P, son las concentraciones de etanol en el efluente solvente y
en las corrientes de alimentacion de solvente, respectivamente.

Es importante anotar que la concentracion de etanol en la fase solvente (P”) que estd en

equilibrio con la concentracion de etanol en la fase acuosa se obtiene empleando el

coeficiente de distribucion Kenol.

Sin embargo, para la realizacién de esta tesis, los procesos anteriormente descritos se

sintetizaron de la siguiente manera:
6.2 Configuracion experimental

Hidrolisis

La hidrolisis se realizdo con 212 g de zoca de café con humedad residual de 1.6%
(peso/peso) y previamente deslignificada. La concentracion de solidos fue del 10% (en
peso) en un volumen total de 4 litros. La dosificacion de enzima celulolitica correspondi6 a
25 IFPU/g de celulosa presente en el material (zoca pretratada) y el pH fue regulado a 4.5
con bufer de citrato de sodio 0.1M. Las condiciones de hidrolisis fueron 37°C y agitacion

150 rpm durante 44 h
Fermentacion

La fermentacion del hidrolizado se realizd con un inoculo de S. cerevisiae en extracto de

malta en una proporcion de 10% (vol./vol.) en 4 litros de mezcla total. Las condiciones de
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fermentacion en la zona de fermentacion del sistema correspondieron a aprox. 34°C+2°Cy

150 rpm durante 48 h.

Extraccion

La fase extractiva correspondi6 a n-dodecanol en relacion volumétrica con la fase acuosa
de 1:4 en un volumen total de 5 litros, es decir, se adiciond 1 1 de solvente en la mezcla
total de hidrdlisis de 4 litros. La fase extractiva se afiadio luego de 10 h de operado el

proceso simultaneo de sacarificacion y fermentacion.

Descripcion y justificacion del esquema simultaneo evaluado
El esquema simultaneo se evalu6 en un equipo multi-etapas (cinco etapas) como se muestra
en la fig. 17. El diagrama muestra también la distribucion de las fases involucradas que se

presento en el sistema integrado.

Como se observa en el esquema del equipo, el solvente de extraccion (n-dodecanol) fue
recirculado desde la zona de extraccion a la zona de separacion por medio de un sistema de
dos bombas peristalticas acopladas a un bafio termostatico que mantuvo la temperatura del
solvente recirculado a 37£2°C. la recirculacion del solvente de extraccion favorecio el
arrastre del etanol producido en las zonas inferiores del equipo, llevandolo a enriquecer la

fase extractiva ubicada en la parte superior.

La recirculacion del solvente (extracto enriquecido en etanol) se mezcld con la nueva
alimentacion pseudo-inicial que continuamente resulta en esta disposicion de recirculacion,
redistribuyendo la fraccion de n-dodecanol y favoreciendo la separacion del etanol de la

fase acuosa.
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Fig. 17. Esquema del equipo multi-etapas empleado en el proceso integrado sacarificacion-
fermentacion y extraccion de etanol a partir de zoca de café.

En la seleccion del equipo multi-etapas se consider6 primordial la eficiente distribucion de
las fases involucradas en el proceso integrado de sacarificacion-fermentacion-extraccion.
Por su parte, la definicion de los flujos de alimentacion se bas6 en el andlisis
termodinamico-topologico del equilibrio liquido-liquido y las reacciones involucradas para
el sistema presente en el proceso integrado etanol, agua, n-dodecanol y sustrato
(correspondiente al producto glucosa proveniente de la hidrolisis de la celulosa) como

muestra la fig. 18. La disminucion de la dimension del simplex concentracional al utilizar el
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concepto de sustrato como un sistema unitario que representa el continuo consumo de
celulosa para convertirse de manera constante en alcohol, es necesario para evitar el uso de
un pentatopo resultaria de gran complejidad para futuros andlisis. Esta aproximacién no
representa reduccion alguna en la exactitud pues para el avance del proceso de hidrolisis o
fermentacion significa dos casos extremos: Si la hidrolisis procede completamente el
sustrato final a tener en cuenta en el tetraedro de la fig. 18 es solamente glucosa. Si por el
contrario la hidrdlisis no procediese, el sustrato de dicha figura corresponde directamente a
celulosa y el proceso total de SFES no existiria y por lo tanto no habria ningin analisis a
realizar. Esto entonces permite establecer que en cualquier momento del proceso si existe
todavia fuerza guia de la hidrolisis y la fermentacion la esquina “sustrato” de la figura 18
siempre serd una mezcla de celulosa y glucosa cuya composicion varia a través del tiempo
entre los extremos anteriormente citados. No obstante de esta mezcla el componente
principal siempre sera la glucosa, al ser el sustrato principal de la Fermentacion. El n-
dodecanol y el agua practicamente forman una mezcla inmiscible la cual se extiende a todo
el tetraedro generando un plano que lo limita el punto maximo de no solubilidad que tiene
toda la mezcla. De tal manera si se parte de una mezcla bioreaccionante que contendra
glucosa y agua (punto A) a través de la fermentacion llegaremos al punto B que
corresponde al caso hipotético de una fermentacion completa (que es valido para una
cantidad infinitesimal de mezcla). Apenas se origina entonces la mezcla binaria etanol —
agua, esta se mezcla con el n-dodecanol para obtenerse un ternario que se separa por una
linea de reparto en refinado que tendera hacia abajo (fase acuosa) y extracto que tiende
hacia arriba (fase orgéanica). Como se observa de la fig. 18 no es necesario agregar grandes
cantidades de n-dodecanol para lograr el efecto buscado. Esto es compensado por el hecho
de que el arreglo experimental involucrd la recirculacion de la fase enriquecida en n-
dodecanol con el fin de lograr un mejor mezclado en la zona de separacion de sélidos y

distribuir mejor el solvente entre las etapas para que arrastrase la mayor cantidad de etanol.
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Fig. 18. Equilibrio liquido-liquido del sistema etanol, n-dodecanol, agua y glucosa.

6.2.1 Seguimiento de las variables del proceso integrado

El seguimiento del proceso integrado de sacarificacion-fermentacion-extraccion de etanol a
partir de zoca de café se monitore6 durante 44 h en la produccion de azucares reductores y
etanol. Dos muestras se tomaron periddicamente cada 2 h, una muestra de 1 ml se tom6 de
la zona de extraccion (solvente) y otra de igual volumen se tom6 de la zona de hidrélisis y
fermentacion (fase acuosa). A la muestra extraida de la fase extractiva se le analizé el
contenido de etanol a partir de la curva de calibracion previamente obtenida que relaciond

el indice de refraccion (IR) y la concentracion de etanol a 37°C.
A la muestra extraida de la fase acuosa se le determind la concentracidon de azucares

reductores mediante espectrofotometria a 540 nm, a partir de la curva de referencia que

relacion6 absorbancia a 540 nm y concentracion de glucosa.
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6.2.1.1 Comportamiento de azucares reductores

La concentracion de azucares reductores durante el tiempo de tratamiento del proceso
integrado para las muestras obtenidas en la etapa 2 (fase acuosa predominante) se muestra
en la fig. 19. La concentracion de glucosa en el tiempo cero fue corregida por la presencia
de fuentes de carbono en el extracto de malta suplementado para el crecimiento y etapa
inicial de adaptacion del inoculo.

Como muestra la fig. 19, la maxima concentracion de azucares reductores se presento a las
2 horas de inicio de la operacion integrada. La figura muestra un descenso importante a
partir de este punto hasta un valor minimo de concentracion cercano a 1.5 g/l a las 10 horas
de tiempo de proceso. Igualmente, se observa un leve incremento en la concentracion de

azucares pero de una manera marginal si se compara con el obtenido a las 2 h (maximo).

5.0

45
40-
35
304
25.
204i ! o " M

154: R T G S

Azuc. reductores (g/l)

1.04

0.5 4

0.0 T

tiempo (h)

Fig. 19. Perfil de concentracion de azucares reductores
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6.2.1.2 Comportamiento de la produccion de etanol

La produccion de etanol en el sistema integrado se observa en la fig. 20 para las muestras
obtenidas en la etapa 4 (fase orgénica predominante) donde se desarrolla la extraccion del
alcohol. El perfil obtenido debe observarse como el enriquecimiento de la fase extractiva
(n-dodecanol) que migra desde la etapa hidrolitica-fermentativa por accion de la
configuracién de recirculacion establecida para el esquema experimental empleado. El
perfil inicia en 10 h debido al hecho de que experimentalmente se eligid incluir el solvente
a partir de 10 h de iniciada la etapa hidrolitica con el objeto de favorecer el sistema
sacarificacion-fermentacion simultanea y evitar un efecto negativo de la presencia de
solvente con la enzima celulasa. Sin embargo como era de esperarse, se observa que antes

de las 10 h se ha producido etanol.
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Fig. 20. Perfil de concentracion de etanol en la fase extractiva (n-dodecanol).

Los resultados observados en la concentracidon de etanol en el solvente de extraccion

muestran que la migracién de etanol al n-dodecanol se realiza de manera simultdnea a
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medida que la etapa hidrolitica produce azucares e inmediatamente el microorganismo
fermentativo los transforma a etanol. También resultd conveniente la relacion de solvente a
fase acuosa en el sistema experimental estudiado, puesto que se esperaria que a altas
relaciones de solvente se presenten dificultades de mezclado en el sistema e impida una
optima recirculacion del solvente desde la zona extractiva hasta la zona de separacion de
solidos e hidrolitica, impidiendo un arrastre efectivo del etanol que se debe producirse en

las zonas inmediatamente inferiores a la zona superior donde se ubica el solvente.
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7 CONCLUSIONES

Los materiales lignoceluldsicos residuales zoca de café y aserrin de pino Pdtula propios de
la region de Caldas fueron estudiados tanto estructural como quimicamente. La
conformacién estructural de ambos materiales evidencidé una estrecha asociacion con los
componentes lignina y celulosa. La presencia de lignina en los materiales se observd como
una zona altamente amorfa en los patrones de difraccion. Por su parte, la celulosa mostrd
un patréon claro e inconfundible con respecto a la celulosa empleada como patron de
referencia en los andlisis estructurales. La borra de café que de manera adicional fue
estudiada y que como material de referencia tiene composicion conocida, sirvié tambien de
base para establecer la relacion de los componentes constitutivos del material previo a la

caracterizacion quimica.

La composicion quimica determinada para los materiales de estudio fue similar en cuanto al
contenido de celulosa, estableciendo a partir de esto, que ambos materiales tiene alto
potencial celuldsico disponible y aprovechable. Sin embargo, la zoca de café presentd cerca
del 5% en peso mas contenido celuldsico con respecto al aserrin. Como se pudo deducir, un
mayor contenido de celulosa en el material, esta generalmente asociado a un menor
contenido de lignina. Este hecho resulta de gran importancia al momento de decidir en un
método efectivo de deslignificacion ya que a menores contenidos de lignina es posible
deslignificar casi completamente el material con grados de severidad menores a los
comunmente empleados. Por otro lado, es ampliamente documentado el efecto inhibitorio
que tiene la lignina residual en los procesos fermentativos y de digestibilidad en la

hidrolisis enzimatica.

El pretratamiento alcalino, seleccionado para deslignificar la zoca de café previo a la
hidrolisis en el proceso integrado, resultd bastante efectivo con respecto a la remocion
selectiva de lignina del material (alrededor del 95% de remocioén). Igualmente, se obtuvo
una remocion cercana al 90% de la lignina original con un grado de severidad menor para

el mismo material, aunque el tiempo de contacto fue de 24 h.
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La simulacién de un procedimiento de pretratamiento e hidrdlisis de la zoca (material
analogo en composicion al aserrin de Pino Patula), resulto de gran utilidad para identificar
parametros de severidad que pueden ser seleccionados para obtener corrientes efluentes de
hidrolizado con mayor fraccién masica de xilosa y solo trazas de componentes tdxicos o
indeseables como el furfural en el caso de la pre-hidrolisis y HMF en el caso de la hidrolisis
celulolitica. Por su parte, los modelos cinéticos empleados en la simulacion presentan una
amplia flexibilidad en cuanto al establecimiento de los parametros de severidad; lo que se
refleja en una margen amplio de condiciones que pueden ser evaluadas para optimizar los
tiempos de contacto, las concentraciones de acido y los gastos energéticos con las
variaciones de temperaturas. En el caso particular de las condiciones establecidas para esta
tesis, se observa que 3 minutos de tiempo de contacto a 200°C y H,SO4 al 0.4% se obtiene

una fraccion superior al 6% de glucosa y solo trazas de furfural.

Por ultimo, la evaluacion experimental del proceso integrado de sacarificacion-
fermentacidon-extraccion de etanol mostr6 una alta estabilidad operativa en las condiciones
establecidas en el estudio de simulacion (Cardona et al., 2006.) que sirvio de base de esta
tesis. Esto estuvo evidenciado en el comportamiento predictivo de las fases involucradas y
los perfiles de las variables de seguimiento (azucares reductores y etanol) obtenidos.
Igualmente, el comportamiento de la produccion de azucares reductores estuvo
estrechamente relacionado con otros trabajos experimentales como el realizado por Moritz
et al. (1995) con otro solvente. Igualmente, se pudo evidenciar claramente que el n-
dodecanol tiene gran biocompatibilidad con el microorganismo fermentativo empleado en
esta tesis. Adicionalmente, se pudo observar un enriquecimiento de la fase solvente a
medida que la sacarificacion y fermentacion prosiguen, llevando a concluir que este
solvente actia como un buen agente de extraccion de etanol en procesos integrados de
sacarificacion-fermentacion-extraccion. Mediciones mas tempranas en el seguimiento de
etanol en la fase extractiva en el proceso integrado debe llevar a un mejor entendimiento de

la accion del solvente en el sistema y a un mayor ajuste en el perfil de concentracion.
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8 RECOMENDACIONES

Emplear las metodologias empleadas en este estudio para otros materiales lignoceluldsicos
de interés en la region.

Evaluar pretratamientos como el alcalino para aprovechar el contenido aprovechable de
celulosa del Aserrin de pino.

Evaluar experimentalmente el pretratamiento con H,SO, diluido de la Zoca de Café para
validar o contrastar la informacién obtenida por simulacion.

Evaluar el proceso SFES de etanol para materiales con mayor contenido de lignina para
observar el efecto inhibitorio en el sistema.

Disminuir la relacion de solvente para llegar establecer la relacion optima experimental
para sustratos residuales locales.
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n this study two local lignocellulosic by-products referred to as coffee cut-stems and Pinus sawdust
(from variety Pdtula) were structural and chemically analyzed with the aim of identifying their
cellulosic contents as potential feedstock for ethanol production. Additionally, an effective alkali
pretreatment for the enriched cellulose material was established to be used for lignin remotion before
carrying out the ethanol production by simultaneous saccharification, fermentation and extraction process
(SSFE). The structural analysis was carried out using an X-ray difractometer (Rigaku MiniFlex II), and the
patterns were obtained in 20 range between 3.0 and 70°. The pretreatment procedure was evaluated
employing 2% sodium hydroxide as delignification agent at two severity levels, 130°C and 2 h of contact
time (severity 1), and 25°C during 24 h (severity II). In each case lignin remotion was also verified by
structural analysis and residual composition by analytical methods. Among the studied material coffee cut-
stems had the highest cellulose content, which was further used as raw material for ethanol production.
Alternatively, one of the most promising pretreatment process known as two-step dilute acid process was
simulated using Aspen Plus software. The simulation procedure was carried out using experimental
information gathered for coffee cut-stems and the change in the amount of xylan and glucan in the material
with time were obtained by biphasic equations. A reliable model for hemicellulose hydrolysis reaction was
included considering two fractions, one fast-hydrolyzing and one slow. Likewise, degrees of cellulose and
hemicellulose depolymerization to its monomeric constituents were analyzed. In addition, the kinetic
models took into consideration the undesiderable formation of Furfural and HMF co-products from
degradation of monosaccharides as pretreatment proceeds.
The experimental SSFE configuration was carried out at 37°C for 48 h in a five-stage reactor of 5 L of total
volume which was specifically designed taking into account consideration of the SSFE process. Reaction
feed consisted by coffee-cut stems previously delignified, enzyme dosage of 25 IFPU/g, inoculum of
commercial yeast and n-dodecanol as extracting solvent. Ethanol concentration in the aqueous and
extracting phases, and reducing sugars in the aqueous phase were set up the main SSFE process variables.
The structural analysis of the materials showed strong cellulose content in association with lignin.
Chemical distribution of the main components in the coffee cut-stems showed 32.32% cellulose, 13.8%
hemicellulose, 1.69% extractives compounds, 46.7% total lignin (quantified as acid-soluble and acid-
insoluble lignin), 4.61% total protein and minor ash content. On the other hand, Pinus sawdust contained
24.80% cellulose, 10.62% hemicellulose, 0.87% extractives, 62.62% total lignin, 0.47% total protein, and
0.62% ash. For its part, spent coffee grounds were composed by 35.16% total lignin, 33.62% cellulose, and
30.38% fats quantified as extractives. For coffee cut-stems, up to 95% of the lignin content was removed by
pretreatment at severity (I), and 89% of the lignin content was removed at severity (II). The results of the
pretreatment simulation showed that the higher xylose production was obtained at 160°C, even though the
slow-hydrolyzing xylan fraction remained almost unchangeable. On the other hand, the higher glucose
production was obtained at 170°C, but the co-product profiles (HMF and Furfural) showed the lowest
concentrations at 160°C.
Coffee cut-stems as a large local lignocellulosic waste were a promising feedstock enriched in cellulose to
ethanol production by the integrated SSFE configuration. The SSFE experimentation proved to increase
significantly ethanol productivity up to 50% over conventional SSF' (nonextractive) process by reducing the
inhibitory effects of the fermentation reaction due to the continuous extraction of the product ethanol into
the nonmiscible phase (n-dodecanol). Furthermore, the chosen solvent n-dodecanol showed excellent
biocompatibility with the other bio-agents working in the SSFE configuration, and served as effective
ethanol-extracting for this system, leading to conclude that the potential use of the integrated SSFE
configuration employing n-dodecanol most probably would reduce the energetic requirements to separate
ethanol from the solvent over conventional aqueous phases. [
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