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Produccion de bioetanol lignoceluldsico
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ambiente.
e [bmin*][CI"]
e [emin*][OAcT]
® |las propiedades fisicas y quimicas son funcién del tipo del cation y del
anion.
® Propiedades:
— Puntos de fusiéon < 100°C
— Presidn de vapor baja (no se evaporan y no son inflamables)
— Estabilidad térmica, en muchos casos supera los 300°C

— Alta viscosidad en comparacién a los solventes organicos
BMIMBF [19,6 cP a258°C] > ethylene glycol [16 cP] > agua [0,9cP] >metanol [0,5¢cP]

® Anidn y catidn dan alta especificidad.




03/05/2009

Composicion y propiedades de los IL

Constitucion ANIONES TiPICOS DE LOS LIQUIDOS IONICOS

* |ones asimétricos BF, CF,-COO-
* Gran tamaio
» Cationes organicos PFe CF3-805™ (Trifiato)
:?)eng\éaadrg(s)g iil grqgsiéﬁli,oplrldlna, AsF, (CF;-50,),N- (Bistriflimida)
. Anior!e§ son organicos e
inorganicos.

— tetrafluoroborato (BF4-),
— hexafluorofosfatp(PFG-)o @4/_/ ® /_/ @J_/
hexafluoroarseniato A 7y My
— Trifluoroacetato —N N o —NN & —N N 0
I R A A O A
— Bis- trifluorosulfonilimida o

— Trifuorosulfonato o triflato
bistriflimida BIMIM-BF, BMIN-PFs BMIMENTE

Current Jpinian in Biotechnalogy
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Composicion y propiedades de los IL

Los IL son solubles e insolubles
en agua Los IL son polares

SOLUBILIDAD DEL H,0 EN LiQUIDOS IONICOS
A20°C (%, wiw)

ANION
Bistriflim ida-

CATION

Triflato”
1-Me-3-Me-m™ (Mmim~)}  Miscible
1-Et-3-Me-Im* (Emim*)  Miscible
1-Bu-3-Me-im* (Bmim*)  Miscible
1-Et-3-Et-Im*  (Eeim<)  Miscible

1-Bu-3-Etdm* (Beim*) -
Bonhdte er o, (1996). Inorg. Chem., 35, 1165-1178

hittp:/ipb.merck.defservietiPB/menu/M 130200/index.htm|

Los IL son polares pero no desactivan las enzimas

POLARIDAD DE LOS LiQUIDOS IONICOS

HO

WeOH
Buiiini’, PF,

B, N,

FEu0H
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Sonda Fluorescente
(Aminoftalimida)

Polaridad del medio

Incremento des_

Al eral, 2001) Chem. Commun.
413-414
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¢ Por qué nos interesan?

® Utilizados principalmente para catalizar reacciones,
aunque también se usan en sistemas de extraccion y
hasta en astronomia

e ALTO PODER DISOLVENTE DE DISTINTAS MATERIAS
ORGANICAS E INORGANICAS (carbdn, plasticos y

metales)
® Celulosa altamente soluble en [bmin*][CI7] y [emin*][OAc7]
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IL y enzimas

No todos los IL son propicios Limitaciones: Celulosa

e Enzimas son activas con los e (Celulosa se disuelve en
aniones BFs, BFs, NTf2 [Bmim]Cl sobre 25% en

e Enzimas no son activas con PESO, pero no en
Cl, NO3, CF30s3, trifluoracetato. [Bmim]BFa 0 [Bmim]PFe

 Razon: los puentes de * Esto se debe a la formacion
hidrégenos débiles del puente de hidrégeno
minimizan la interferencia entre el cloro y la celulosay
con puentes de hidrégenos otros carbohidratos a altas
internos de la enzima temperaturas
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IL y Celulosa

e |L con anion Cl, son capaces de disolver hasta
un 10%w/t distintos tipos de celulosa
(cristalina y amorfa) bajo calor.

e |nvestigaciones sugieren una regeneracion
(lavado) de la celulosa desde soluciones con IL
aumentan la sacarificacion versus sustratos no
tratados. = usar IL como una alternativa de
solventes no volatiles para el
pretratamimento.
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IL y Celulosa

e Estos estudios estan limitados a 2 cationes:

— ([Bmim]Cl) Cloruro de 1-butil-3-metilimidazoli
(corrosivo, toxico)

— ([Amim]Cl) Cloruro de 1-alil-3-metilimidazolio
(viscoso y reactivo)

10
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Disolucion de celulosa...

Acetato de 3-etil-1-metil-

imidazolio [Emim] Ac |

Conversion > 95% en azucares THa
reductores, posterior a g
hidrdlisis enzimatica (H.E.) <@ 0;740
N H3C
2,0 %w/v de celulosa en ILs a <
° . CHs
110 C’ 15 min. 3-ethyl-1-methyl-1 H-imidazol-3-ium acetate

Tiempo H.E.: 24 h

® 6 h >95% conversion

Zhao et al. “Regenerating Cellulose from lonic Liquids for Accelerated Enzymatic Hydrolysis”, 2008

11
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Hipotesis de trabajo

lls pueden ser agente adecuados para
el pretratamiento de materiales
lignoceluldsicos para la produccion de
bioetanol.

12
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Materiales
Y

Métodos
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Materiales

Materiales lignoceluldsicos:
— Residuos Lenga (Nothofagus pumilio)
— Residuos de eucalitus
— Rastrojos de trigo
— Rastrojos de maiz
lls
— IL1 (sin CIY)
— IL2 (con CI")
Acido diluido
NaOH

Celulasas Comerciales

14
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METODOLOGIA

Metodologia con Acido
Diluido 0,75% + NaOH
(opcional) y medicion de
azucares por ensayos de DNS

Molienda

¢ molino de martillo, tamiz 8 mm

Tamizado
e parte superior, 2,5 mm

Secado material —Filtrado Vacio
® 20 mbar, -50°C, 24 horas

Pretratamiento con Acido diluido
+ NaOH (opcional 30 min)
* material 5%, 121 °C, 60min

Lavado y Filtrado
al vacio

Hidrdlisis enzimatica
* pH4,8;50C; 72 h

Andlisis DNS a solucion

Azucares reductores 15
o772 h

15
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Molienda

¢ molino de martillo, tamiz 8 mm (particulas
tamafio inf)

MetodologiaconIL1y
ensayos de DNS ® parte superior, 2,5 mm

Secado material —Filtrado Vacio

® 20 mbar, -50°C, 24 horas

Pretratamiento con ILs
e material 5%, 121 °C, 60min

Lavado y Filtrado
al vacio

Hidrdlisis enzimatica
* pH4,8;50C; 72 h

Analisis DNS a solucién

Azucares reductores
«72h

16
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RESULTADOS

17
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Comparacion de pretratamientos para Lenga

350

300

N
(S
o

50

Azucares Reductores [mg/g D.S]
o

después de la Hidrolisis Enzimatica

42,3%

| Recuperaciéon estimada azucares
] reductores tedricos
| 18.8%  18,8%
| 16,3%
T 6,3%
1 3,8%

Untreated Acid Acid+ IL Acid+NaOH Acid+NaOH+

Pretratamientos L

T: 121°C, 60 min acido , 30 min NaOH, 60 min ILs
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Metodologia con IL2 (con CI-)
y medicion de azucares por
GC

Sililaciéon: se reemplazan los grupos
hidrolixilos de los azucares por esteres,
haciendo que estos se volatilicen a mas
bajas temperaturas

Molienda

¢ molino de martillo, tamiz 8 mm (particulas
tamafio inf)

Tamizado

® parte superior, 2,5 mm

Secado material —Filtrado Vacio
® 20 mbar, -50°C, 24 horas

Pretrat. LI

* material 5,0% p/p, T1 121y T3, 30y 60
min

Lavado y Filtrado
al vacio

Hidrdlisis enzimatica

* pH4,8;46°C; 72 h

e celulasa: 0,36 mL/g material inicial
e celobiasa: 0,05 mL/g material inicial

Analisis GC a solucion

©6,24,48y72h
e sililacidn de las muestras, peaks azucares

03/05/2009
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Tratamiento residuos Agricolas

20
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Hidrolisis de los residuos de Maiz

1 2

T1< 121°C<T3
1.- Material + enzimas 72 horas;

2 - Material pretratado con IL2 por 1 hora a T1;
3.- Material pretratado con IL2 por 1 horaa 121°C;
4 - Material pretratado con IL2 por 1 hora a T3. -

21
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Cromatograma de los azucares
condiciones alas 72 h
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Azlcares [mg/g de material seco tratado]

Pre-tratamiento residuos de Maiz

400

Azucares obtenidos para 72 h de hidrélisis enzimatica previo
tratamiento con IL2 a distintas temperaturas

Compuesto Recuperacion a

350

LE

300

250

Glucosa

Xilosa 31,4

200

150

Total 43,8

100

50 -

]

Xilosa Glucosa Arabinosa Manosa Galactosa Sucrosa Total
Tipos de azlcares

=Tl 121°C =713

23
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Tratamiento residuos de Trigo

Azlcares obtenidos para 72 h de hidrélisis enzimatica previo
tratamiento con IL2 a distintas temperaturas por 60 min

300 .
S Recuperaciones
4] . 0,
£ 250 Glucosa:36.7%
° Xilosa: 28.6%
(5]
g 200 Totales: 33,8% ]
(1]
g 150
s I
T 100
X
£
— 50 I
(7]
g
g o S
\E T T T T T
< Xilosa Glucosa Arabinosa Manosa Galactosa Sucrosa Total

Tipos de aztcares

=Tl 121°C = T3

24

Solo T1 121°¢ 13
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Tratamiento residuos Forestales
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azucares [mg/g MP]

Tratamient id Eucalipt
T ... Hidrolisis enzimati
Hidralisis enzimatica de drolis Sl_e a.tr ca de

. 1
eucaliptus a 72 horas eucaliptus a T3
300

350

300 250 237,0|

21B,8

250 231 T 200 183,7

2 16p,7

200 184 w

£ 150
8
150 8
=1
N 100
100
49,8
50 50 435
50 26 26 Pz
21 21I 2]
2 4
0 i =i 0
Sin tratamiento T1  121°C 3 48 72
Tiempo Hidrolisis Enzimatica [horas]
Temperatura del tratamiento con Il 2
M Fructosa B Manosa M Galactosa

M Fructosa B Manosa M Galactosa ™ Sucrosa B Xylosa ¥ Glucosa

H promedio = Xylosa H Glucosa azucares totales

azucares totales 26
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Recuperacion de azucares en
Eucaliptus

Compuesto Residuos Recuperacion a T3 con
hidrdlisis de 48 h
%
Glucosa 670 mg/g 25,3
Xilosa 150 mg/g 29,0
Totales 820 mg/g 26,7

=k

T1 121°C T3 sin Tratamiento

27
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azucares [mg/g MP]

Tratamiento residuos Lenga

Hidrdlisis enzimatica de lenga a

72 horas
450
403
400 I
350 313
300 264
250 I
200 184
150
94
100 721 75 85
3!
50 - 19
; |
Sin tratamiento T1 121°C 13
Temperatura del tratamiento con IL2I
M Fructosa W Manosa M Galactosa
o promedio M Xylosa M Glucosa

azucares

totales

azucares [mg/g MP]

Hidrdlisis enzimatica de lenga a

T3
500
450 43[’6 403,3
400
350 e 313,2
300
250
200
150
100 89,4 85,2
50
0
48 72
Tiempo de hidrolisis enzimatica [horas]
B Fructosa B Manosa M Galactosa
M Sucrosa M Xylosa M Glucosa

azucares totales

28
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Recuperacion en Lenga

Compuesto Residuos Recuperacion a T3
por48 h
%

Glucosa 700 mg/g 48,3
Xilosa 100 mg/g 82,4
Totales 800 mg/g 54,6

T1 121¢C T3 sin Tratamiento

29
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azucares [mg/g MP]

300

250

200

150

100

50

Comparacion de lls en Lenga

IL2 ( con Cl-)

N
=

o o o o e o o = o o o)

51
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Ia
|

Sin tratamiente T1 1210C

Temperatura del tratamiento con Il 2
I azucares totales

13

Reducing sugar [mg/g D.S]

300 IL1- 121°C
250 -
200 - k)
|
1 164 I 165
150 - s !
q B
100 - : !
62 : I
50 - o, I :
d K
0 1N
d R N N NS
«Q/ts&e VS'\ obx \8(%
& v oW
Pretratamiento
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Conclusiones

Los ILs son una alternativa factible para el
pretratamiento de materiales lignoceluldsicos

Lenga y Maiz son los materiales lignoceluldsicos
que presentan mejores niveles de liberacion de
azucares totales (glucosa y xilosa) luego del
pretratamiento con ILs.

IL2 (con CI") presenta mejores niveles de liberacién
de azucares totales que IL1.

Hay que seguir estudiando los posibles efectos de
los lls en la fermentacion.

31
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