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Antecedentes

Superficie forestada bajo proyecto
Periodo 1975-2012
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Se generan grandes cantidades de corteza de Eucalyptus,
residuo de la industria papelera, biomasa de posible uso para
produccion de etanol de segunda generacion
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Esquema produccién de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos

R ¢ S
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Objetivos

» Estudiar el comportamiento del material lignoceluldsico en liquido idnico.

Fermentacion .

de glucosa ELAoL

Biologico,

Quimico,
Fisico

» Estudiar la accidon de un hongo seleccionado sobre material lignoceluldsico.

» Hidrdlisis de la corteza pretratada, utilizando celulasa comercial y obtencién de
etanol utilizando una S. cerevisiae



Pre-tratamiento

BIOLOGICO: Utilizando el hongo Dichostereum sordulentum

Actividad Lacasa

8,0 7,21
Variables: 70 627
* medios cultivo (minimos y ricos) en EE :
presencia del material a pre-tratar U/ml gg :
2,0 -
 dias de pre-tratamiento (16, 32, ég j G
60) EM (5mlpre-  YNB (5mlpre- MM (5mlpre- EM (40ml pre-

cultivo) cultivo) cultivo) cultivo)

Condiciones de cultivo

A partir de estos resultados se observa que el hongo utilizado tiene un éptimo crecimiento y
producciéon de enzimas ligninoliticas en un medio con corteza de Eucalyptus dunnii
suplementada con extracto malta 5%, cobre 0,5mM y peptona 1%.

Se llevan a cabo los pre-tratamientos en este medio de cultivo durante 16, 32 y 60 dias y a las
muestras de cortezas obtenidas luego del mismo, se les realizé un andlisis de porcentaje de
lignina total (lignina klason + soluble) y porcentaje de glucanos y xilanos.



Composicion del material resultante

Bark treated 60 days

Bark treated 32 days

Bark treated 16 days

E.dunnii bark

0% 20% 40% 60%

B % Total Lignin B % Glucans ® % Xilans

% Others

%
%deslignificacion enriquecimiento
en celulosa +
hemicelulosa

31 14
30 23
15 15

100%



Efecto del pretratamiento fungico en la
estructura de la lignina

* La estructura de la lignina de la corteza pretratada con hongos
se estudid mediante la técnica de Pirolisis - Cromatografia de
Gases - Espectrometria de Masas.

* Se observé un incremento en la relacion siringilo (S) /guayacilo
(G) con el tiemgozo de pretratamiento fungico.
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Pre-tratamiento

QU IMICO: utilizando el liquido idnico, Cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio

Variables:
* temperatura (de 1002C a 1602C)
* tiempo de pre-tratamiento (de 2 a 8hrs).
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R ¢ S
1 t
Objetivos
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» Estudiar la accidon de un hongo seleccionado sobre material lignoceluldsico.

» Hidrdlisis de la corteza pretratada, utilizando celulasa comercial y obtencién de
etanol utilizando una S. cerevisiae



Hidrolisis con celulasa comercial

Material tratado hongo

200mg de corteza pretratada en un volumen

total de 10ml en buffer citrato pH 4,8.

La sacarificacion se realizé6 con diferentes

cargas enzimaticas (10, 20, 50 FPU/g de
corteza)de celulasa comercial de
Trichoderma reesei durante 144hs en las mg::.ti:::/g

cuales se tomaron muestras en intervalos 120
de 24hs. 100

80

m Corteza sin tratar
60 -

M Corteza tratada

40 +

20 ~

0

10 FPU/g muestra 50 FPU/g muestra

Mejores resultados del pre-tratamiento BIOLOGICO a las 144 hrs.



Hidrolisis con celulasa comercial

Material LI
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Se observo que la temperatura de pretratamiento que permitié alcanzar una mayor produccion
de glucosa en la etapa de hidrdlisis enzimatica fue de 140°C. Se utilizaron 10 FPU/gramo
lograndose un rendimiento del 40% de sacarificacion.



Objetivoes

Esquema produccién de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos
Fermentacion
de glucosa .

Biologica, :
Quimica Biologica

» Estudiar el comportamiento del material lignoceluldsico en liquido idnico.

Bioldgico,

Quimico,
Fisico

» Estudiar la accidon de un hongo seleccionado sobre material lignoceluldsico.

» Hidrolisis utilizando celulasa comercial y obtencion de etanol utilizando una S.
cerevisiae



Sacarificacion V. Eermentacion con

S. cerevisiae

Estos ensayos de fermentacién, se llevaron a cabo en un medio de cultivo con 1% p/v extracto
de levadura y 2% p/v de peptona, en un volumen total de 10ml en buffer citrato pH 4,8. La
sacarificacion se realizd con celulasa comercial de Trichoderma reesei durante 24hs luego se
afiadid 1ml de pre-cultivo de Saccharomyces cerevisigie de 0,1 g células/ml y se siguid la
produccidn de glucosa y etanol durante 144hs. Pre-tratamiento

mg etanol por g muestra BIOLOGICO

% Rendimiento
etanol en relacion
al que se obtendria

Treated 32 days + 50 FPU 53,2 20,0

|

Treated 32 days + 20 FPU [N 3¢ ) 13,6 a partir de la
1 glucosa  presente
Treated 32 days + 10 FPU _ 27.9 10,5 en el material CUAL
] El original o el

pretratado???

E.dunnii bark + 50 FPU

39,4 18,8

E.dunnii bark + 20 FPU

35,3 16,8

E.dunnii bark + 10 FPU 24,1

11,5

|

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
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* Dado que las muestras pretratadas a 140°C eran las que producian mas glucosa en la etapa de
sacarificacion se seleccionaron estas para efectuar la fermentacion.

+ Se ohservo que las condiciones de 8hrsy 140°C con 10FPU de enzima fueron las de mayor
produccion de etanol. De este modo se continuo con el estudio del material pretratado en

estas condiciones
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Sacarificacion V. Eermentacion con

S. cerevisiae

QuUiMICO

De las distintas condiciones estudiadas para la produccion de ethanol las que permitieron
maximizar el rendimiento fueron, una relacién Ll:Corteza de 5:1con un tiempo de
pretratamiento de 8horas a 140°C y una carga enzimatica de 50FPU/gramo. Estas condiciones
permitieron alcanzar un rendimiento del 70%.
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Conclusiones

- Se logré una deslignificacion del 30% del material de partida al
utilizar el Basidiomycete de la pudricion blanca de la madera,
Dichostereum sordulentum, en un medio optimizado para la
producciéon de enzima lacasa.

-El pretratamiento fungico produce un cambio en la estructura de la

lighina aumentando la relaciéon siringilo /guayacilo con el tiempo
de pretratamiento.

- Se obtuvo un rendimiento de etanol de 20% al hidrolizar y
fermentar la corteza pre-tratada con el hongo durante 32 dias



Conclusiones

Una relacion LI:Corteza de 5:1 con un tiempo de pretratamiento de 8horas a 140°C
y una carga enzimatica de 50FPU/gramo permitieron alcanzar un rendimiento
maximo del 70% de etanol

Fue posible estudiar la composicion de corteza de Eucalytpus dunniii y
grandis , se pudo conocer el contenido de lignina, determinarse su
estructura, asi como el contendio de los carbohidratos y compararlos con
los de las maderas de las mismas especies. Todos estos datos se considera
claves al momento de realizar una evaluacion de la posibilidad de
produccion de etanol a partir de este material
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