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Biorrefineria — Bioproductos

Biorrefineria: Procesamiento sinérgico sostenible de la biomasa para obtener un espectro
de productos comercializables (ingredientes alimenticios y piensos, productos quimicos,
productos farmacéuticos, materiales) y energia (biocombustibles, electricidad, calor)”.

Bioproductos: Productos derivados de la biomasa (plantas, algas, arboles, residuos
orgdanicos vegetales, animales, cultivos de microalgas y ofros microorganismos, etc.) que
no se destinan a la alimentacién (animal , ni humana) y que sustituyen a materiales
derivados de fuentes fosiles.

Productos comerciales producidos utilizando microorganismos:
> Biopldasticos y otros biopolimeros

> Surfactantes

» Biosolventes

» Biolubricantes

» Biocombustibles

» Enzimas

» Productos farmacéuticos

» Cosméticos

* Agencia Internacional de Energia (IEA) Bioenergy - Task 42 Biorefining, 2014; IEA Bioenergy annual report 2019, 2020.



Ventajas del uso de microorganismos utilizando residuos

> Impactos ambientales:

v Menos residuos toxicos

v Menos emisiones GEl por incineracion de residuos
v'Reduccion en el consumo de energia fosil
v'Reduccion de residuos biomdsicos por uso de MP

v Desarrollo tecnoldgico

» Impactos sociales:
v Conftribucion al desarrollo forestal por la MP
v  Aumento de la sostenibilidad

v Mejora de laimagen de la industria quimica.

> Impactos econémicos:
v'Utilizacion de residuos y subproductos
v Contribucion al desarrollo rural y forestal

v Creacion de empleo y amntenimiento de la
produccion

v  Ahorros en los residuos

v Innovacion y productos con prestaciones
superiores

v Posibles beneficios por operacion “verde”



Building Blocks derivados de aziUcares

v Acidos 1,4 succinico, fumadrico y mdlico
v Acido 2,5 furandicarboxilico
v' Acido 3 hidroxipropiénico

> 12 quimicos Building Blocks producidos via biolégica o quimica*:
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‘ Building Blocks derivados de azucares

Sugar, starch, or
biomass
Hydrolysis
(if needed)

( Anaerobic ]
bioconversion )
Recovery and

purification

Purified
1,4-Butanediol

disolventes, herbicidas,
productos quimicos

Produccidon de polimeros,

Sugar, starch, or ]
_ biomass

[ Hydrolysis \i
(if needed)

~

[ Fermentation J

Recovery and \I
purification

Optically pure L- or
D-lactic acid

Acidulante, aromatizante,
buffer, conservantes en
alimentos, biopolimero PLA
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Proceso de obtencidon de etanol a partir de diferentes tipos de materiales.




Eucalipto - Componentes
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Pretratamiento/hidrolisis enzimatica

Objetivo:

v fraccionamiento del material

v aumentar digestibilidad enzimatica

v evitar formacidn de inhibidores

ARABINOXILANO | GLUCURONOXILANQ |
a-L-arabinofuranosidasa : :
a-D-glucuronidasa
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2
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H | 4
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e N T

Hemicelulosa

Mosier et al. (2005)

- Hemicelulasas:

v Endoxilanasas

v acetilxilanoesterasa
v B-xiloxidasa

v a-arabinofuranosidasa

v a-glucoronidasa, entre otras



Hidrolisis enzimatica

- Complejo enzimdtico celulasas:

v" Exo B-1,4 glucanasas (CBH |, CBHlIl), liberan celobiosa y glucosa de la ruptura de la cadena
de celulosa por sus extremos

v" Endo B-1,4 glucanasas (EG), rompen la cadena de celulosa, principalmente zonas amorfas

v B-glucosidasa (BG), catalizan la hidrdlisis de la celobiosa liberando glucosa
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Hidrdlisis enzimatica requiere la degradacion de la lignina

- La presencia de lignina es un factor inhibidor de Ias enzimas hemiceluloliticas y celuloliticas:

v" La lignina proporciona una barrera fisica que limita la accesibilidad de las celulasas y
hemicelulasas al sustrato.

v Las celulasas son adsorbidas de forma inespecifica por la lignina.

v" La lignina puede inhibir directamente las enzimas. Depende del tipo y distribucion de la
lignina en la biomasa.

v Existen enzimas degradadoras de |a lignina: lacasas, lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa

v" También se puede utilizar otra proteina como la seroalbUmina bovina (BSA) para que se
adsorba a la lignina en lugar de la celulasas o un tensoactivo que reduzca su adsorcion
(polivinilpirrolidona, polietilenglicol, Tween)




Procesos consolidados

C.A. Cardona,

Pretreatment

Pentoses
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Hexoses .
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—» Hexoses

L 1> Lignin

LIGNOCELLULOSIC BIOMASS

—» Cellulose ——————» Glucose

O.J. Sinchez | Bioresource Technology 98 (2007 ) 2415-2457

Consolidated Bioprocessing
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Acetic Acid
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i @
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[Complexed cellulase system)

or
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Microorganismos

- Condiciones deseables para los microorganismos:

v

LN N X X X

v

robustos

estables genéticamente

con tolerancias a altas concentraciones de sustrato (ej. glucosa)

con tolerancias a altas concentraciones de producto (ej. Etanol)

resistentes a la presencia de inhibidores (dcido acético, HMF, furfural, fenoles)
tolerancia a frabajar a bajos pH

gue tengan altos rendimientos de formacion del producto radpidamente

faciles de separar del medio

- Para la produccion de etanol:

v 8. cerevisiae industriales: PE-2 y CAT-1 (Fermentec, Brasil), Ethanol Red (Fermentis,
Francia) y Thermossac (Lallemand Specialfies Inc., USA).

v' Pocas bacterias fermentar azicares a etanol cumpliendo estas condiciones. Una
bacteria conocida por su alto rendimiento y productividad de etanol es Zymomonas
mobilis, que fermenta glucosa, sacarosa y fructosa



Fermentacion

La fermentacion o metabolismo fermentativo es un proceso
catabdlico de oxidaciéon incompleta, que no requiere oxigeno
(anaerdbico), y cuyo producto final es un compuesto orgdnico.

Estrategia usada por el microorganismo para obtener energia.

La fermentacidon consiste en un proceso de glucdlisis y que al carecer
de oxigeno como receptor de los electrones sobrantes del NADH
producido, emplea para ello una sustancia orgdnica que deberd
reducirse para reoxidar el NADH a NAD+, obteniendo finalmente un
derivado del sustrato inicial que se oxida.

De acuerdo a |la sustancia obtenida al final del proceso de
fermentacion, podemos clasificarlo en:

i
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Cytosol l
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Pyruvate
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~——+ Pyruvate
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Hidrolisis enzimatica - Estrategias de sacarificacion y fermentacion

pretratamienta
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ano NAD(P)
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NAD
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NADH
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NAD NADH
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Hidrdlisis enzimatica - Estrategias de sacarificacion y fermentacion
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Detoxificacion de hidrolizados

El método empleado para detoxificar depende de la tolerancia del
microorganismo a utilizar

La detoxificacion de los hidrolizados:
v requiere equipos adicionales
v produce residuos

v Se producen pérdidas de azicares

Métodos de detoxificacion:

v" Bioldgicos (laccasa)
v" Fisicos: evaporacion

v" Quimicos: carbon activado, Ca(OH)2 acetato de etilo




Detoxificacion de hidrolizados

Green liquor
(Na,S, NaOH,
Na,COs)

H,SO,

Ethyl acetate
Ca(OH),

Ca(OH),

Yeast (P. stipitis)

Wood
chips
Hemicellulose | _Solid fraction .
. > ——> Pul
— % tention Kraft pulping P
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> Ollgomer_lc > Lignin
hydrolysis
Vacum " .
concantiation = Acetic acid Pretreatment
l Untreated Concentrated Concentrated hydrolyzate after ethyl acetate
— hydrolyzate hydrolyzate extraction
— | Liquid-liquid —— Acetic acid
— extraction Xylose (g/L) 54401 39.0+0.8 372+06
l Glucose (g/L) 0.4+0.1 2101 1.9+ 0.1
Galactose (g/L) 0.4+0.1 33+0.1 34+0.1
— Detoxificacion Arabinose (g/L) 0.4+0.1 0.7+0.1 0.7+0.1
Total sugars 6.6 0.4 45.1 1.0 432+1.0
l (L)
Soluble lignin 5.6+0.1 193 +0.1 11.4+0.1
— Fermentation (/L) _
Phenols (ggaiic ND 22+0.1 0.7+0.1
acid/L)
Acetic acid (g/L) 5.9+0.1 13.5+£03 4.6£0.1
Ethanol Formic acid (g/L) 1.0£0.1 45405 27403

Mannose was not detected

ND not detected

Xylose (g/L)

Ethanol (g/L)

60
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—<&—HAc 1g/L
—a— HAC 5 g/L

—&— HAc 12 g/L

- HAc 12 g/L + solvent extraction
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0 T T T T T
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liguid liquid extraction with ethyl acetate in a single stage: solvent to hydrolyzate
ratio of 3 (v/v), pH 2.5 £ 0.1, room temperature.
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Bioethanol production from Eucalyptus grandis hemicellulose

recovered before kraft pulping using an integrated biorefinery T T T J
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Hidrdlisis enzimatica - Estrategias de sacarificacion y fermentacion

Materia prima

Pretratamiento

\

Hidrolisis
enzimatica

SHF l

Fermentacion
C6

l

Etanol

Fraccion liquida

" (hemicelulosa)

Materia prima

/

Pretratamiento

.~ Fraccién liquida

(hemicelulosa)

4

|

WV

Hidrolisis
enzimatica

Detoxificacion

SHF

/

l

Fermentacion

Fermentacion

C6 C5
Etanol Etanol

SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation):
Hidrdlisis enzimatica y fermentacion se dan en forma
consecutivas y separadas

EL sustrato celuldsico se hidroliza a glucosa a
temperaturas cercanas a 50°C con agitacion continua
y luego se filtra para separar los sélidos suspendidos.

Se fermenta a (30 - 32°C) si se trabaja con levaduras.

Ventaja: ambas etapas (sacarificacion y fermentacion)
se realizan a temperatura y agitacion optimas.

Desventajas: mayor tiempo de produccion, puede

ocurrir inhibicién debido a altas concentraciones de
glucosa cuando se trabaja con altas cargas de sdlidos.

21
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SHF

Eucalyptus Pretreatment

sawdust NaOH 1% wiw, Na,SO, 4%

wiw, 100°C, 60 min, SLR 1:7

Pretreatment

PSSF

Enzymatic hydrolysis

16% wiv solid, 25 FPU/ggcan, |-}

72 h, 50°C, 150 rpm

Fermentation

Thermosacc ®, 12 h,

37°C, 100 rpm

— Ethanol

NaOH 23% w/w, 155°C,

45 min, SLR 1:5

l Liquid fraction

Extractives

SLR: solid to liquid ratio (w/w)
SHF: Separate hydrolysis and fermentation

l Liquid fraction

Xylosaccharides
Lignin

SSF

Enzymatic hydrolysis

16% wiv solid, 25 FPU/ggcan, [

24 h, 50°C, 150 rpm

Fermentation

Thermosace®, 12 h,

37°C, 100 rpm

PSSF: Pre-saccharification followed by simultaneous saccharification and fermentation
SSF: Simultaneous saccharification and fermentation

Enzymatic hydrolysis and fermentation

16% wiv solid, 25 FPU/gg,c., Thermosacc®, 60 h, 37°C,

100 rpm

— Ethanol

— Ethanol

—O— Cellobiose —<— Xylose
—e— Clucose

—— Glycerol

—&— Ethanol
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80 -
o
~
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Mate”T”ma * SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation):

sacarificacion y fermentacion se realiza en una sola etapa

Pretratamiento |—> Fraccion liquida

(hemicaitioss) * Enla modalidad SSF, se debe lograr un compromiso entre
________ l{ las condiciones dptimas de hidrolisis y fermentacion.
Hidrolisis . ) ) ) »
enzimatica * Ventajas: bajan los costos y los riesgos de contaminacion

trabajar a una inferior temperatura y aprovechar el calor
metabolico liberado por los microorganismos al fermentar.

Fermentacion

: L por usar un solo reactor y disminuyen gastos energéticos al
: SSF

GO Minimiza la inhibicidn por producto de la hidrélisis y
i e I --------- aumenta la productividad
Etanol

* Desventajas: No se trabaja en condiciones éptimas
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e panes

Materia prima

\;/

Pretratamiento

|

vV
v

Hidrolisis
enzimatica

., Fraccién liquida
(hemicelulosa)

l PSSF !

Fermentacion
C6

Etanol

PSSF: se realiza la hidrdlisis enzimatica durante un tiempo
corto y luego se inocula el microorganismo, para continuar
con la sacarificacion y fermentacion en forma simultanea.

El tiempo de hidrdlisis enzimatica en éptimas condiciones,
depende del material y el pretratamiento realizado,
generalmente son entre 12y 48 h

Ventajas: fluidificacion previa de la mezcla sdlido — liquido
qgue favorece el manejo industrial y la inoculacidon. Aumenta
productividad respecto a SSF
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a

Autohydrolysis
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complex hydrolysis
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Ethanol
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Liquid
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solids solids
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Enzymatic
complex

hydrolysis
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Eucalypt sawdust
60
Glucan 434 Kg
Xylan 139 Kg B— Glucose
Lignin 261 Kg :
Acetyl groups 36 Kg 50 — x— Cellobiose
Others 56 Kg l Saturated steam —@— Xylose
~ —— Ethanol
Steam explosion o 40+ —=— Clycerol
- . . . . N~ g
Liquid fraction «——| 205°C, = 10min, H=8% | Solid fraction g
drained and washed Glucan 409 Kg =
Xylan 16 Kg S 30
_ Lignin 318 Kg =
Gluco-qllgomers 18 Kg Acetyl groups  1Kg Y
Xylo-oligomers 72Kg c
Monomeric sugars 3Kg 8 20 H
Acetyl-oligomers 32Kg
Acetic acid 4 Kg Enzymatic complex E ti h d 1 .
Formic acid 1Kg CelliC CTec2 ~——* | BIIZymauc nydarolysis 0
}EE"::’“:C acid i’ Eg F—7  T=48°C, 13wt% 150rpm, |~ |
urtura 8 | 25 FPU/g glucan, 24 h I
HMF 1 Kg I I 3
I l - | 0 T s
PSSF
: | 0 10 20 30 40 50 60 70
I Fermentation : Time (h)
Yeast ]
S. cerevisiae PE2 | T=35°C, 100 rpm, 12 h :
I
S N ——
Z
X processes _
Ethanol 7
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Materia prima

/

Pretratamiento

5. Fraccionliquida .

’

Detoxificacion

(hemicelulosa)

v

Hidrolisis
enzimatica

SHCF l

Fermentacion
C5yC6

l,

Etanol

Materia prima

Pretratamiento

v

Detoxificacion

l

Hidrolisis
enzimatica

SHCF l

Fermentacion
C5yC6

l

Etanol

SHCF: presacarificacion y co-fermentacion,
donde en una primera etapa se da la hidrdlisis
enzimatica y luego en la fermentacion se
utiliza un microorganismo que puede co-
fermentar los azucares C5 y Cé6.

Ventajas: se incrementan los rendimientos de

etanol al convertir tanto pentosas como
hexosas a etanol simultaneamente.
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Capacidad
Materia prima Tecnologia Co-productos Estado actual Referencia
(m3on/afio)

- Papel, - furfural, -

Residuo de , . , . : :
. . . . . HAc; dcido formico, . https://chempolis.com/technologies-
Chempolis Finlandia 6300 madera, paja, formico®-technology .. . Operativa ;
e - lignina libre de solutions/

sulfuro, - xilosa

Paja de frigo, Tecnoloaia  sunliquid https://www.chemicals-
Clariant Alemania 1270 rastrojo de maiz, J ., e Operativa  technology.com/projects/sud-chemie-
fermentacion C5y Cé

bagazo de cana ethanol/

- Celulosa,
Bagazo de cana, . L L :
: .. . https: et .
LTel({-Te[e[e](cl Noruega 20000 paja, maderaq, PGl CEee - lignina Operativa Rs://www.elipblioenergy.eu/images

. L. con bisulfito de calcio /Factsheet Borregaard final.pdf
cultivos energeticos i
- vainillina

Tecnologia GP+
. . - (tfermomecanica) y . http://www.granbio.com.br/conteudo
] Brasil B t . . .
GranBio rasi 60000 agazo de cana AVAP (Usa SO, Operativa s/bioflex-biocombustiveis/
etanol)
- Pellets de lignina
para quemar _
. . hitp://ethanolproducer.com/articles/1
Paja de trigo, tallos - Melaza C5 para 6437 /new-energy-blue-buys-inbicons-
EEUU 75780 de maiz, bagazo  Explosidon con vapor . ., P Arranca 2026
, alimentacion de low-carbon-fuel-technology
de azucar .
ganado hitps://newenergyblue.com/projects/
- Xilitol
. . . - http://sugar-asia.com/china-achieves-
. Paja de frigo, Tecnologia sunliquid, En . .
China 126750 . . ., ., commercial-cellulosic-ethanol-plants-
rastrojo de maiz fermentacion C5y Cé construccion

with-global-technology/
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