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Resumen

RESUMEN

El cuidado del medio ambiente se ha transformado en un factor que agrega valor a la produccion
industrial, haciéndola mas competitiva mediante la utilizacion de recursos renovables y
tecnologias avanzadas. La biorrefineria forestal procesa biomasa lignocelulosica proveniente de
la industrializacion de la madera (aserrin, viruta, trozos de madera) para producir energia,
productos quimicos y biomateriales, en forma similar a las refinerias de petroleo. El aserrin de
pino y eucalipto es uno de los principales desechos de la industrializacion primaria de la madera.
Esta industria es muy importante en la region Noreste de Argentina (Region NEA). Se estima que
el 50% de la madera industrialmente procesada se convierte en 2 millones de toneladas secas al

afio de residuos que no estan siendo adecuadamente aprovechados.

La aplicacion del concepto de biorrefineria involucra cuatro etapas basicas: fraccionamiento,
purificacion del solido, separacion y purificacion de los componentes del liquido y elaboracion
de subproductos. El fraccionamiento consiste en la separacion de los componentes principales de
la biomasa en una forma quimica adecuada para que puedan ser aprovechados. Esta etapa
constituye uno de los principales costos del proceso, y por lo tanto, el mayor obstaculo a superar

es encontrar métodos eficientes y rentables de fraccionamiento.

La Hipétesis de trabajo es que se puede realizar el aprovechamiento integral de materiales
lignocelulosicos, especificamente, de aserrin de pino de la region NEA, para obtener productos

de alto valor, aplicando procesos de fraccionamiento rentables y de baja contaminacion.

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en aplicar el concepto de biorrefineria a los
residuos generados en la industrializacion primaria de pino mediante el disefio y optimizacion de
un proceso de fraccionamiento secuencial de la biomasa, para el aprovechamiento integral de

todos los componentes del residuo.

Para esto se disefid una secuencia de fraccionamiento de tres etapas: alcalina (remocion de
extractivos) - acida (extraccion de hemicelulosas) - alcalina (deslignificacion). El estudio de cada
etapa involucro6 un disefio de experimentos para evaluar la influencia de la temperatura, tiempo y
concentracion de reactivos en el proceso. En vistas a la aplicacion del material a la produccion de

bioetanol se evalu¢ la influencia de cada etapa sobre la hidrélisis enzimatica.

Se realiz6 la optimizacion de la primera etapa alcalina suave para encontrar las condiciones que
maximizan la remocion de extractivos en el aserrin y minimizan la disolucion de los carbohidratos
estructurales. El maximo rendimiento de extraccion (91% con respecto al contenido inicial) se

logré a los 90°C, 5% bs (sobre base seca) de NaOH y 60 minutos.



Resumen

Se evaluaron dos tecnologias como alternativas de la etapa acida de extraccion de hemicelulosas:
hidrolisis acida diluida (HAD) y explosion de vapor (EV). Se llevd a cabo la optimizacion de
ambas etapas para maximizar la remocion de azlicares hemiceluldcicos minimizando la
degradacion de celulosa. La extraccion de las hemicelulosas resulto mas efectiva con el proceso
de EV, ya que se alcanzaron rendimientos mas altos de remocién de hemicelulosas (92 a 200°C,
3% bs H,SO4 y 5 min). En la hidrélisis con acido diluido, el rendimiento maximo alcanzado fue

de 57% con respecto al contenido inicial a 150°C, 30 min 'y 7,5 g/l H>SOa.

Con el objetivo de extraer la lignina y mejorar el rendimiento de la hidrolisis enzimatica se
evaluaron cuatro procesos deslignificantes: soda/antraquinona (soda/AQ), organosolv alcalino,
peroxido de hidrogeno alcalino y oxigeno alcalino. El rendimiento de deslignificacion obtenido
con los procesos soda/AQ y organosolv alcalino fue superior al 60%. Los procesos oxidativos

(perdxido de hidrégeno y O2) no permitieron alcanzar un grado de deslignificacion significativo.

Se evaluo el efecto de la secuencia de fraccionamiento sobre la hidrdlisis enzimatica (HE). La
susceptibilidad de la celulosa a la hidrdlisis enzimatica no aument6 significativamente a pesar de
la remocion de las hemicelulosas. El rendimiento de la HE del aserrin pre-extraido en alcali y
tratado con HAD diluida fue de 7,5% de glucosa a las 72 h. El tratamiento con explosion de vapor
permite alcanzar mayores rendimientos de glucosa en la HE (24% a las 72 h) pero continua siendo
bajo. La mejora de la digestibilidad enzimatica de materiales tratados con EV es atribuida a tres
factores principales: el incremento de area superficial causado por la fragmentacion de las fibras,
el incremento de la porosidad debido a la hidrdlisis y remocion de las hemicelulosas y el

incremento de la porosidad debido a la redistribucion de la lignina

El maximo rendimiento (36%) de la HE se alcanza posterior a la etapa con oxigeno a pesar del
alto contenido de lignina de este material (44,2% bs de lignina) mientras que la degradacion de

celulosa es baja en comparacion a los otros procesos de deslignificacion.

En conclusion, la secuencia de fraccionamiento mas adecuada para el aserrin de pino de acuerdo
a los resultados de este trabajo, consiste en la aplicacion de una etapa alcalina (90°C, 1 hy 5 %
de NaOH sobre base seca) de desresinacion, seguida de una etapa de explosion de vapor (200°C,
3% H2SO4 bs y 5 min) para extraer las hemicelulosas y un post tratamiento con oxigeno en medio
alcalino. El material lignocelulésico resultante tiene gran potencial para la produccion de
bioetanol dado su alto contenido de hexosas. En el marco de una biorrefineria, los componentes
disueltos en los licores tendrian que ser separados y purificados para lo produccion de

subproductos.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

I.1 LA BIORREFINERIA FORESTAL

1.1.1 Antecedentes

En el Gltimo siglo, el petroleo, el gas natural y el carbon han sido la fuente mas barata de energia
y quimicos, provocando una dependencia hacia los mismos del mercado energético mundial. Sin
embargo sus reservas son finitas ya que se requieren millones de afios para su reposicion natural.
El tnico recurso de carbono natural conocido, renovable y lo suficientemente abundante para ser

utilizado como un sustituto de los combustibles fosiles es la biomasa (Klass, 1998).

En los ultimos afios y por analogia con las refinerias de petréleo, se ha ido desarrollando el
concepto de biorrefineria que incluye una amplia variedad de estructuras productivas integradas
con el fin de optimizar el procesamiento de la biomasa, haciéndolo mas eficiente y minimizando
los impactos ambientales que se originan a partir de los mismos (Trigo et al., 2011). El American
National Renewable Energy Laboratory (NREL) ha definido el término biorrefineria como una
instalacion que integra procesos de conversion de biomasa y equipos para producir combustibles,

energia y quimicos a partir de biomasa (NREL, 2009).

La biomasa, a semejanza del petrdleo, posee una composicion quimica compleja sobre la base de
cadenas carbonadas, por lo cual en una primera etapa es necesario separarla en grupos de
moléculas intermediarias, para su utilizacion como materia prima para la industria quimica. Estas
moléculas son subsecuentemente tratadas y procesadas para obtener subproductos. Debido a estas
similitudes, muchos de los componentes quimicos que se obtienen de los recursos fosiles también
se pueden producir a partir de materias primas de origen renovable (Trigo et al., 2011). Una
diferencia importante es el tamafio de estas industrias, ya que una refineria implica grandes plantas
mientras que las biorrefinerias probablemente abarquen toda una gama de instalaciones de
diferentes tamafios. En este contexto, varias bio-industrias pueden combinar sus flujos de
materiales para lograr una utilizacion completa de la biomasa. Por ejemplo, el residuo de una
industria es la principal materia prima de otra industria (Cherubini, 2010). Es decir, la escala
productiva puede variar desde biorrefinerias relativamente pequefias dedicadas a la produccion
de unos pocos insumos hasta conglomerados industriales de gran tamafio en los que se obtienen

cientos de productos finales.
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La biorrefineria forestal utiliza como materia prima biomasa lignoceluldsica proveniente de las
. . . . , . 1
plantaciones y de las industrias de la madera (chips, aserrin, viruta, corteza, ramas, costaneros ).
La biomasa lignoceluldsica presenta la ventaja de ser abundante, facilmente disponible y es
renovable. Sin embargo, poseen una composicion compleja y heterogénea, y ademas pueden ser

recalcitrantes® a los procesos de conversion (FitzPatrick et al., 2010).

El concepto de biorrefineria forestal surge inicialmente dentro de las fabricas de pulpa celuldsica,
debido a su necesidad de diversificacion. Con una economia global y con el avance de la
tecnologia digital, esta industria se vio obligada a evolucionar desde una produccion Unica a su
combinacion con la quimica sintética, la biotecnologia y los procesos de obtencion de nuevos
materiales. En este contexto, la estrategia se dirige a la obtencion de derivados con un mayor valor
agregado, partiendo de criterios tecnologicos y de producciones flexibles, que utilicen los

diferentes subproductos, y productos intermedios del proceso.

De acuerdo al grado de integracion, las biorrefinerias se pueden clasificar como de primera
generacion, segunda generacion y biorrefinerias avanzadas o de tercera generacion. Las
biorrefinerias de primera generacion se centran en la produccion de biocombustibles (etanol y
biodiesel), a partir de materias primas como aceite de soja, almidon de maiz o cafa de aziicar que
son renovables pero son alimentos. El uso de alimentos para fines energéticos ha sido cuestionado
desde el punto de vista ético y econdémico. Estas biorrefinerias no se encuentran disefiadas para
hacer un uso eficiente de la biomasa, minimizar la utilizacion de energia y reciclar desechos de
manera de optimizar el proceso economico. Requieren un uso de capital moderadamente
intensivo, y una de sus principales desventajas consiste en que la fuente de biomasa que utiliza
puede competir con la produccion de alimentos. Por otra parte, tampoco no han sido disefiadas
para la obtencion de productos de alto valor y los principales subproductos que generan son
derivados de bajo costo para alimentacion animal. Las biorrefinerias de segunda generacion
hacen uso de la biomasa lignoceluldsica. Para obtener la fraccion celuldsica a ser empleada en la
produccion de bioetanol y micro/nano celulosa, el material ligncelulosico debe ser tratado para
extraer la mayor parte de la lignina y las hemicelulosas. Para que el proceso sea rentable se deben
producir subproductos a partir de la lignina y las hemicelulosas. La principal ventaja de esta clase
de biorrefineria es la recuperacion de la fuente mas abundante de carbono renovable en el planeta.
Este tipo de biorrefinerias también optimiza la utilizaciéon de energia y el reciclado de residuos,

lo que implica descensos en los costos de produccion. Las biorrefinerias de tercera generacion,

! Costaneros: parte de la biomasa lefiosa que quedan al aserrar longitudinalmente una troza y que presenta
en uno de los lados la superficie redondeada primigenia del arbol, total o parcialmente, con o sin corteza
(FAO, 2015).

2 La recalcitrancia es la propiedad de la biomasa (lignoceluldsica) de resistir al pre-tratamiento
(generalmente con procesos termoquimicos severos para remover la lignina y modificar la estructura de las
fracciones de celulosa/hemicelulosa de modo de facilitar la obtencion de etanol) (ArgenBio, 2011)
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que estan ain en fase de desarrollo, utilizan indistintamente recursos de la biomasa de la
agricultura o de los bosques para producir multiples tipos de productos como etanol,
combustibles, agroquimicos y plasticos y logran un uso eficiente de los deshechos (Trigo et al.,

2011).

Las biorrefinerias son clasificadas en dos diferentes plataformas para la generacion de diferentes
productos. La “plataforma de azlicares” que estd basada en procesos de conversion bioquimica y
se centra en la fermentacion de los azlcares extraidos de la biomasa. La “plataforma syngas o
termoquimica” que se basa en procesos de conversion termoquimica y se centra en la gasificacion

de la biomasa y subproductos de procesos de conversion (Kamm et al., 2006).

La biorrefineria ofrece un amplio rango de productos potencialmente atractivos, desde
biocombustibles a quimicos especiales. En adicion a los commodities tradicionales, el NREL ha
definido doce productos quimicos bases (bloques de construccion o building blocks) que pueden
ser obtenidos de los carbohidratos, ya sea a través de conversiones quimicas o bioldgicas. Los
“building blocks” son moléculas con multiples grupos funcionales que poseen el potencial de ser
transformados en nuevas familias de moléculas ttiles. Los productos finales pueden ser utilizados
por diferentes sectores industriales como textiles, salud e higiene. Las doce unidades basicas
basadas en azucares son: 1,4-diacidos (succinico,fumarico y malico), acido furano- 2,5-
dicarboxilico, acido 3-hidroxipropiénico, acido aspartico, acido glucarico, acido glutamico, acido
itaconico, acido levulinico, 3-hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol y xilitol/arabinitol (Werpy &

Petersen, 2004).

El enfoque de biorrefineria implica procesos multietapas en los cuales la primer etapa, seguido de
la seleccion de la materia prima, es el fraccionamiento para separar los principales componentes
del material y hacerlo mas accesible para el procesamiento posterior. Seguido del
fraccionamiento, las fracciones solidas obtenidas son purificadas y los componentes de las
fracciones liquidas son separados y purificados. Luego, los componentes de la biomasa son
sometidos a procesos quimicos y/o bioldgicos para la elaboracion de subproductos. Las salidas
de la primera etapa (quimicos especiales o azicares reductores) pueden ser posteriormente
convertidos a buildings blocks para un posterior procesamiento. Adicionalmente, las fracciones
obtenidas pueden ser convertidas a polimeros, biocombustibles y materiales compuestos, como

se muestra en la Figura 1.1 (FitzPatrick et al., 2010).
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Figura I.1. Esquema del concepto de biorrefineria. Adaptado de (FitzPatrick et al., 2010)

La biorrefineria forestal es una oportunidad para las industrias de pulpa y papel para diversificar
su gama de productos y generar ingresos a partir de nuevos productos aprovechando con mayor
eficiencia la materia prima. La tecnologia actual utiliza una estrategia destructiva para obtener un
solo componente relativamente puro (celulosa) de la madera. Las otras fracciones son
severamente degradadas y utilizadas para generacion de energia de bajo valor agregado. La
biorefineria provee una alternativa de aprovechamiento integral del material mediante el
fraccionamiento del mismo en sus principales componentes a través de tratamientos secuenciales
para dar corrientes separadas que pueden ser utilizadas para diferentes aplicaciones (Liu, 2010).
Por ejemplo, las hemicelulosas tipicamente disueltas en el pulpado y quemadas en la caldera de
recuperacion pueden ser utilizadas para la produccion de productos de alto valor y la lignina
recuperada para producir gas de sintesis que luego es quemado en una caldera de gas convencional
y posteriormente refinado a biocombustibles o vendido en el mercado. La celulosa se blanquea y

se utiliza para la produccion de papel (Ostle, 2006).

El uso de una materia prima sustentable no es suficiente para asegurar el futuro de la biorrefineria,
sino que depende ademas del desarrollo de métodos y técnicas que produzcan un impacto minimo

en el medio ambiente y que los productos finales sean ecoldgicos y sustentables. La generacion

9



Capitulo 1. Introduccion

de residuos solidos, liquidos y gaseosos debe ser minimizada. Estos objetivos pueden ser
alcanzados de dos maneras: usando todos los componentes de la biomasa para la produccion de
un amplio espectro de productos quimicos en un solo lugar, o mediante la creacion de bio-clusters,
donde el intercambio de flujo de materiales entre diferentes plantas es promovido en orden de

transformar el residuo de una planta en la principal materia prima de otra planta (Cherubini, 2010).
Las principales ventajas de la biorrefineria son (Rojas et al., 2006):

1. Aumento de la competitividad: productos con valor agregado y propiedades equivalentes a las
que se obtendrian usando quimica convencional y quimica basada en el petrdleo; incremento en
productividad industrial, competitividad, empleo e ingreso; diversificacion de las materias primas

y de las fuentes de energia.

2. Desarrollo sustentable, beneficios para el ambiente, y la salud: materias primas renovables y
que se constituyen en sumideros de CO»; balance global de CO, mas favorable; residuos

facilmente biodegradables; industria basada en el crecimiento sostenible de los recursos.

3. Beneficios sociales para las comunidades rurales y urbanas: incremento del valor agregado de
la materia prima local; aumento del empleo, ingresos, mejora de la calidad de vida; incentivos
para el mantenimiento del medio agricola y forestal; mantenimiento de la poblacion en el medio

rural.

1.2 ;DE CUANTA BIOMASA LIGNOCELULOSICA DISPONEMOS?

La biomasa lignoceluldsica es la fuente organica mas abundante en la Tierra, con una produccion
anual en la biosfera de aproximadamente 1,7*10" toneladas métricas (Klass, 1998). Los bosques
cubren cerca del 9,5% de la superficie de la tierra o 32% de la superficie terrestre y representan
el 89,3% de la biomasa total en pie, produciendo 7,3*10'* toneladas métricas o el 42,9% de la
produccion de biomasa total anual generada en los distintos ecosistemas del planeta. En términos
energéticos, la cantidad sintetizada por los bosques es 10** J/afio, lo cual es equivalente a mas del
doble del consumo de energia primaria total mundial de aproximadamente 4,6*10% cuatrillones

de BTU en 2005 (Liu, 2010).
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I.1.2.1 Un tipo importante de biomasa lignoceluldsica: los residuos

forestoindustriales

La biomasa forestal es carbono neutral, es decir, utilizando material forestal no se producira un
desequilibrio en el ciclo de vida de las forestaciones. El dioxido de carbono se extrae de la
atmosfera para el crecimiento de las plantas, mientras que la plantacion, el manejo, la conversion
de biomasa en productos, la utilizacion y descomposicion de los mismos producen dioxido de

carbono (Liu, 2010).

La superficie boscosa de Argentina consiste en unos 33 millones de hectareas de bosques nativos
y mas de 1,1 millones de hectareas forestadas de monte implantado segin datos del afio 2005.
Respecto al bosque implantado, un 58,9% de la extension, corresponde a plantaciones de
coniferas, un 24,9% de eucaliptus, un 9,8% de salicaceas y el 6,4% restante de otras especies. En
la Mesopotamia Argentina se concentra el 80% de la superficie forestada del pais, donde un 66%
de las forestaciones corresponde a las provincias de Misiones y Corrientes (Figura 1.2.a)
(Schwarz, 2010). A su vez, el Ministerio de Agricultura de la Nacion estima que el pais cuenta
con 20 millones de hectareas aptas para forestacion, por lo que, aun cuando el sector ya haya
registrado un crecimiento exponencial en los iltimos afios, se encontraria todavia muy lejos de su

techo productivo.

La produccion primaria de rollos extraidos de bosques implantados tiene dos principales destinos:
la transformacién mecanica (principalmente aserraderos) y la transformacion quimica (pulpa
celulodsica, papel y cartén). La extraccion de madera implantada fue de casi 5 millones de
toneladas durante el afio 2011 (53% del total nacional) (Figura 1.2.b), siendo la principal

protagonista la extraccion de coniferas (pino y araucarias) (Schwarz, 2010).
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Figura L.2. (a) Hectareas forestadas por provincia (2007). (b) Extraccion de rollos de madera

implantada (2011) (Schwarz, 2010)

En Misiones, se contabilizaron 365 mil hectareas de bosques implantados, en donde el 83%
corresponde a pino, 7% eucalipto, un 4,5% a araucaria y el restante a otras especies (Figura 1.3).
La existencia total de madera en Misiones alcanzé volimenes de 53 millones de m®, de los cuales
el 70% se encuentra en la zona oeste de la provincia y el resto distribuidos en porcentajes iguales

en el este y centro-sur de Misiones (SIFIP, 2009).
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Figura L.3. Superficie de bosques implantados por género en Misiones (SIFIP, 2009)

En la provincia operan mas de 900 establecimientos que procesan la madera de diversas formas
(actividades celulosico-papeleras, aserraderos, laminadoras, fabricas de tableros, carpinterias de
obra, remanufactura, produccién de envases, fabrica de muebles y partes, impregnadoras de
maderas, productores de lefia y carbon y diversos establecimientos artesanales). La Figura 1.4
indica la produccion total mensual de madera aserrada y de remanufactura, que suman un total de
195.701 m’® por mes. Salvo unas pocas industrias de gran escala productiva, los establecimientos
restantes del sector, son de muy pequefia dimension y con serias deficiencias tanto en materia
tecnoldgica como en aspectos organizativos y de informacion. El sector también es relevante para
la provincia en materia de empleo ya que ocupa directamente alrededor de 30.000 personas en
sus distintas actividades (viveros, plantaciones, extraccion de rollizos, industrializacion y
transporte de productos de la madera).La importancia economica del sector foresto-industrial
misionero es del orden del 15% del PIB provincial. Si la comparacion se efectiia respecto a los

sectores productores de bienes, su importancia asciende al 50% (Izurieta, 2004).
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Figura I.4. Nivel de produccion de madera aserrada y remanufactura en Misiones (m*/mes)
(SIFIP, 2009)

Total: 53.900 mi/mes

Por sus caracteristicas en cuanto a rendimientos, la industria forestal es generadora de una alta
cantidad de residuos. En la figura 1.5 puede verse un ejemplo de rendimiento del aserrado y
fabricacion de molduras de pino. En la primera transformacion de la madera, se produce 41.8%
de tabla seca y cepillada, hasta llegar a un rendimiento de producto final (molduras y tableros
alistonados) de poco menos del 30% respecto del rollizo con corteza. Esto demuestra la gran

cantidad de residuos que genera el proceso productivo (Fahler, 2012).

14



Capitulo I. Introduccion

Figura L.5. Rendimiento del aserrado (Fahler, 2012).

Los residuos forestoindustriales constituyen recursos naturales renovables disponibles en grandes
cantidades y a bajo costo. El aserrin de eucalipto y pino se encuentran entre los desechos mas
importantes de la elaboracion primaria de la madera en la region NEA de la Argentina, la cual se
constituye en una de las principales industrias de Formosa, Chaco, Corrientes y Misiones. Estos
residuos no se aprovechan adecuadamente y su acumulacion contribuye con la contaminacion del
entorno. Su unico uso directo hasta el momento se basa en su valor energético tal cual. El
tratamiento de estos residuos consume recursos en gestion, tratamiento y eliminacion, siendo
imperativo buscar una solucion al permanente peligro de incendios que produce su acumulacion.
La contaminacion ambiental generada por la quema incontrolada de estos residuos, preocupa a
los pobladores de las localidades circundantes ya que afecta su calidad de vida y puede producir
accidentes, como el incendio de las lineas de alta tension. En este contexto, el proyecto de Ley
XVI1 106 de la Provincia de Misiones prohibe a partir del 2012 la quema incontrolada de residuos
biomasicos de la forestoindustria con el objetivo de promover el aprovechamiento multiple y
racional de los mismos, a fines de valorar el recurso renovable, disminuir las emisiones

contaminantes y mejorar la calidad de vida de la poblacion.

De acuerdo con el censo foresto industrial llevado a cabo en Misiones en el afio 2009, la
disponibilidad tedrica de los subproductos de la industria de la madera alcanzo 2.1 millones de
toneladas anuales. Los distintos tipos de subproductos se muestran en la Figura 1.6 (Uasuf &
Hilbert, 2012). Como se aprecia en la figura, del total de residuos generados, inicamente el 1,8%
se utiliza para generar energia eléctrica y el 6,4% se quema en calderas para la generacion de

vapor. El mayor porcentaje se comercializa a las papeleras de la zona. Un 10,3% se quema bajo
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una combustion no controlada y un 9,5% se desecha. Por lo tanto, se podria estimar que hay una
disponibilidad del 19,8% del total de los residuos generados en la provincia que no estan siendo

adecuadamente aprovechados, lo que equivale a 416.096 toneladas al afio de biomasa forestal.

Tipo Corteza  Aserrin Costaneros Viruta Despuntes Chips Total ‘
147926 | 364399 | 405.824 | 159.029 | 26.843 997473 | 2.101.4%94

Destino Vapor E.eléctrica Desecha = Quema Vende
134211 58.281 199.081 | 217.046 | 1.492.876 2.101.495

E. eléctrica
3%

Segtin Destino

Segun Tipo

Desecha

Figura L.6. Residuos forestoindustriales segun tipo y destino. Adaptado de (Uasuf & Hilbert,
2012)

Los planes de mejora de la competitividad del gobierno provincial estan orientados a la
integracion de la industria de productos forestales en clusters para lograr el uso integral de la
madera. El cluster forestal incluye la forestacion, actividades de transformacion primaria como
aserrio, chapas, tableros, pulpa celuldsica, actividades de transformacion secundaria como
carpinteria, mobiliaria, papel y carton, y finalmente comercializacion, actividades de suministros
complementarios, de bienes de equipamiento y servicios de apoyo. La biorrefineria es una cadena
importante de estos cluster forestales, ya que procesa uno de los principales subproductos de la

industria forestal: los residuos generados en la cadena de valor.

1.3 COMPOSICION QUIMICA Y ESTRUCTURA DE LOS RESIDUOS
FORESTALES

La estructura, la organizacion en la pared celular y las reacciones de los principales componentes

de la madera son de importancia fundamental para la comprension de los aspectos quimicos de la
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madera y su reactividad durante el procesamiento. En el futuro, la aplicacion del concepto de
biorefineria a partir de materiales lignocelulésicos y el progreso en el desarrollo de nuevos
productos de alto valor de la madera dependera en gran medida de un conocimiento detallado de

como los elementos de las fibras interactian en el material bioldgico.

1.3.1 Caracteristicas estructurales de la madera

La madera es un material heterogéneo formado por un conjunto de células especializadas. El
tronco estd compuesto histolégicamente de tres partes: xilema (sostén, almacenamiento,
conduccién), cambium (crecimiento) y la corteza (conduccion, proteccion). Una seccion
transversal de un tronco revela las diferentes partes del tallo (Figura 1.7). Desde el exterior del
arbol hacia el interior estan la corteza exterior, corteza interior, cambium vascular, albura,
duramen, y la médula. La corteza interior viva es una capa delgada de tejidos de color claro en la
cual hay un movimiento ascendente y descendente de carbohidratos que se realiza a través de los
tubos cribosos y radios lefiosos y la corteza exterior muerta es de color mas oscuro debido a la
presencia de células muertas y por lo tanto no tienen funcionamiento fisiologico. Los tejidos que
van hacia el interior de la capa del cambium (seccion interior) se les conoce como madera y esta
formado por traqueidas, radios y parénquima axial. La albura (sapwood) es la madera que se va
agregando al arbol afio tras afio y tiene como finalidad conducir la savia (traqueidas), soportar la
copa del arbol y almacenar alimento de reserva (parénquima). El duramen (heartwood) es la capa

mas interna y su funcion es solo de soporte mecanico (Mogollon et al., 2008).
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Figura L.7. Ilustracion esquematica de la estructura morfoldgica de una conifera y las tres

direcciones principales de la madera: longitudinal (L), radial (R) y tangencial (T) (Fahlén, 2005)

1.3.1.1 Ultraestructura de la pared celular

Un modelo generalizado de la organizacion tipica de la pared celular se muestra en la Figura 1.8.
La celulosa forma un esqueleto rodeada por las hemicelulosas (matriz) y lignina (incrustante). El
elemento mas pequefio que conforman las cadenas de celulosa se denomina fibrila elemental con
un didmetro de aproximadamente 3,5 nm. La siguiente unidad morfologica mas grande son las
microfibrilas que se componen de un agregado de fibrilas elementales rodeados por cadenas mas
cortas de hemicelulosas. El diametro de las microfibrilas es aproximadamente de 10 a 30 nm. Las

microfibrilas forman las fibrilas entre las cuales estan depositadas la lignina y las hemicelulosas

(Koch, 2006).
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Figura L.8. Organizacion de la pared celular (UPV, 2015)

La pared celular esta constituida por varias capas: lamina media, pared primaria, pared secundaria

y lumen. Estas capas difieren una de otra con respecto a su estructura y composicion quimica.

La lamina media esta localizada entre las células y tiene la funcion de unir las células entre si.
Esta compuesta por sustancias pécticas y lignina. La pared primaria es una capa fina (0,1 a 0,2
pum de espesor), consistente de celulosa, hemicelulosas, pectinas, proteinas y alto contenido de
lignina. Las microfibrilas de celulosa forman una red irregular en la parte exterior de la pared
primaria y en el interior estan orientadas perpendicularmente al eje axial. La pared secundaria
consiste de tres capas: capa interior (S1), la capa media (S2) y la capa exterior (S3). La pared
secundaria S1 es fina (0,2 -0,3 um de espesor) y las microfibrilas tienen un angulo de 50-70°C
con respecto al eje de la fibra. La S2 constituye la mayor porcion de la pared celular, su espesor
es de 1 um (madera temprana) a 5 pm (madera tardia) en coniferas y el angulo microfibrilar varia
entre 5-10° (madera tardia) y 20-30° (madera temprana). Finalmente, la pared secundariaS3 es

una capa fina (0.1 pm de espesor) con un angulo fibrilar entre 50-90° (Sjostrom, 1993).

1.3.2 Composicion quimica de los residuos forestales

Los materiales lefiosos son clasificadas generalmente como coniferas y latifoliadas. Estos grupos
difieren tanto es sus caracteristicas fisicas como quimicas. Las coniferas o softwoods son maderas
de fibra larga y las latifoliadas o hardwoods son maderas de fibra corta. La composicion quimica
de los residuos forestales es variable dependiendo de la especie y de la region de la cual provienen
y entre los principales componentes se encuentran la celulosa (35-50%), hemicelulosas (20-35%)),
lignina (10-25%) y sustancias extractivas (2-10%) Generalmente, las coniferas tienen mayor

contenido de lignina que las latifoliadas (Alén, 2000), (Fengel, 1989).
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En Misiones, las principales coniferas implantadas son el pino elliottii y pino taeda, y en cuanto
a las latifoliadas el eucaliptus grandis. Estas especies presentan diferencias quimicas y
estructurales. La composicion quimica de las principales especies implantadas en Misiones se
presenta en la Tabla I.1. Los residuos de aserraderos presentan, en general, mayor tenor de
extractivos que las maderas papeleras. Esto se debe a que las especies no son las mismas y la edad

de los arboles destinados a aserrado es mayor (Area & Vallejos, 2012).

Tabla I.1. Composicion quimica de maderas implantadas en Misiones (%, g/100 de materia

prima en base seca) (Area & Vallejos, 2012).

Zona Norte Zona Sur
Pino elliotti Pino taeda  |Pino elliotti  Pino taeda Euca]yptus
grandis
Hemicelulosas 32,14 29,02 26,79 28,37 22-25
Celulosa 41,5 42,76 44,06 44,37 42-48
Lignina Total 30,77 29,24 28,62 27,74 27-30
Ext. Alcohol-Benceno 4,04 3,08 1,84 1,87 1,5-2,5
Ext. Agua caliente 2,42 2,42 3,94 2,79 1,5-2,5
Referencia Area et. al, 1988 Nuriez, 2004

1.3.2.1 Celulosa

La celulosa es un homopolisacarido compuesto por unidades B-D-glucopiranosa que estan unidas
por uniones (1-4) glucosidicas (Figura 1.9). Las glucosas de los extremos difieren de las demas
glucosas de la cadena y ademas entre si. Uno de los mondmeros tiene un hemiacetal reductor en
el C1 (grupo terminal reductor), mientras que la otra glucosa final posee un grupo hidroxilo
alcoholico en el C4 (grupo terminal no reductor). Solo a través del grupo terminal reductor se
puede abrir el anillo. Las moléculas de celulosa son completamente lineales y tienen una fuerte

tendencia a formar puentes de hidrégeno intra e intermoleculares (Sjostrom, 1993).
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Figura 1.9. Estructura de la celulosa (Quiroz-Castafieda & Folch-Mallol, 2013)

Se han identificado cuatro alomorfos cristalinos diferentes mediante difraccion de rayos X y
resonancia magnética nuclear *C en estado solido: celulosas I, II, III y IV. La celulosa I es la
forma mas abundante encontrada en la naturaleza. Su estructura cristalina es una mezcla de dos
formas cristalinas distintas: celulosa I, (triclinica) que es la forma predominante aislada de
bacterias y algas de agua dulce e Ig (monoclinica) que es la forma principal en plantas superiores.
Los cristales de celulosa son imperfectos y tienen una porcion de celulosa menos ordenada,
llamada frecuentemente amorfa (Park et al., 2010) (Figura1.9). En adicion a las regiones cristalina
y amorfa, se ha propuesto que la celulosa I contiene una porcion para-cristalina intermedia que
estd mas ordenada y tiene menos movilidad que la fracciéon amorfa pero es menos ordenada que

la region cristalina (Pu et al., 2013).

El parametro llamado indice de cristalinidad (CrI) se determina mediante difraccion de rayos X'y
es utilizado frecuentemente para describir la cantidad relativa de material cristalino en la celulosa
(Park et al., 2010). En general, las coniferas presentan un Crl mayor que otros materiales
lignocelulodsicos, como puede observarse en la Tabla 1.2. El indice de cristalinidad (Crl) esta
basado en un modelo simplificado que considera a la celulosa conformada por una regioén
cristalina y una region amorfa, lo que ha fomentado el estudio del polimorfismo de la celulosa
mediante técnicas mas avanzadas como Resonancia Magnética Nuclear en estado soélido,
espectroscopia infrarroja y espectroscopia de Raman (French & Cintrén, 2013) (Park et al.,

2010).
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Tabla 1.2. indice de cristalinidad de la celulosa (CrI) para diferentes materiales (Pu et al., 2013).

Material
Cascarilla de Alamo RaStrOJ,O de Pino taeda  Switchgrass
arroz maiz
Crl (%) 57 49,9 50,3 62,5 44

El grado de polimerizacion (GP) o nimero de mondémeros de glucosa por cadena de celulosa
depende de la historia y el origen de la celulosa. E1 GP de la celulosa nativa varia en un promedio

entre 8.000 y 10.000 unidades de monémero (Sjostrom, 1993).

1.3.2.2 Hemicelulosas

Las hemicelulosas son heteropolimeros, que al igual que la celulosa, funcionan como material de
soporte en la pared celular. Las hemicelulosas estan constituidas principalmente por tres hexosas
(glucosa, galactosa y manosa) y dos pentosas (xilosa y arabinosa). Difieren de la celulosa, en el
grado de polimerizacion (GP de las hemicelulosas ~ 200-300), la presencia de ramificaciones y
falta de cristalinidad (presenta una estructura amorfa, a diferencia de la celulosa que posee una
acusada cristalinidad). Estas caracteristicas hacen que sean facilmente hidrolizadas por acidos a

sus componentes monoméricos (Fengel, 1989).

La cantidad de hemicelulosas en la madera varia entre 20 a 30% sobre madera seca. La
composicion y la estructura de las hemicelulosas en las coniferas difieren de las hemicelulosas de
las latifoliadas. Las hemicelulosas de las coniferas tienen mayor proporcion de manosa y mas
galactosa, mientras que las hemicelulosas de las latifoliadas tienen mayor proporcion de xilosa y

grupos acetilos (Koch, 2006).

Los galactoglucomananos son la principal hemicelulosa en las coniferas (cerca del 20%). Su
cadena es lineal o ligeramente ramificada, constituida de unidades (1—4) B-D-glucopiranosa y -
D-manopiranosa. Pueden ser divididos en dos fracciones que difieren en el contenido de
galactosa. Una fraccion es rica en galactosa, con una relacion galactosa:glucosa:manosa de 1:1:3
y la otra fraccion tiene menor contenido de galactosa en una relacion 0.1:1:4, que generalmente
se denomina glucomanano. El residuo a-D-galactopiranosa estd unido como un grupo lateral
simple a la cadena mediante un enlace 1—6. Una caracteristica importante es que los grupos
hidroxilos del C-2 y C-3 estan parcialmente sustituidos por grupos acetilos, en promedio un
acetilo por 3-4 unidades de hexosas (Figura 1.10) (Sjostrom, 1993). Los glucomananos son
moléculas hidrofilicas y la presencia de grupos acetilos mejora la solubilidad en agua ya que

inhibe la formacion de enlaces de hidrogeno intramoleculares (Alonso-Sande et al., 2009).
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Figura I.10. Estructura de galactoglucomananos (Sjostrom, 1993)

El contenido de arabinoglucoroxilanos es de 5-10% en las coniferas. La estructura contiene

unidades (1—4) B-D-xilopiranosa, las cuales estan parcialmente sustituidas en el C-2 por acidos

4-O-metil-a-D-glucuroénico (Figura 1.11), en promedio dos sustituciones por diez unidades de

xilosa. En adicion, la estructura contiene unidades a-L-arabinofuranosa, en promedio 1.3 por diez

unidades de xilosa. Debido a su estructura furandsica, las cadenas laterales de arabinosa son

facilmente hidrolizados a acidos. Tanto la arabinosa como los acidos urdnicos estabilizan la

cadena de xilano contra la degradacion alcalina (Sjostrom, 1993).
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Figura L.11. Estructura de arabinoglucuroxilano (Sjostrom, 1993)
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La cadena principal esta unida por unidades (1-3) B-D-Galactopiranosa. Casi todas las unidades
tienen una ramificacion en la posicion 6, principalmente (1-6) B-D-Galactopiranosa y L-arabinosa
(Figura 1.12). Ademas hay algunos acidos glucuronicos presentes en la molécula. La estructura
altamente ramificada es responsable de la baja viscosidad y alta solubilidad en agua de estos

polisacaridos.

— 3-j-D-Galp-1— 3-i-D-Galp-1 —=3-j-D-Galp-1—= 3-B-D-Galp-1 =3-j)-D-Galp-1 —
B 6 B B 6
1 1 1 1 1
-D-Galp j-D-Galp B-D-Galp p-D-GalpA w-L-Araf
B B & 3
1 1 1 1
[-D-Galp -D-Galp p-D-Galp [i-L-Arap

Figura 1.12. Formula abreviada de arabinogalactano (Sjostrom, 1993)

1.3.2.3 Lignina

La lignina es una macromolécula poliaromatica tridimensional compuesta principalmente de tres
unidades fenilpropano o unidades C9: p-hidroxifenil [H], guayacil [G] y siringil [S] (Glasser et
al., 2000). En general, la lignina de coniferas esta compuesta principalmente de unidades guayacil
propano (Figura 1.13.a), las latifoliadas de unidades guayacil y siringil propano (la proporcién
varia dependiendo de la especie) y las gramineas pueden presentar los 3 tipos. La lignina de
coniferas es mas condensada que la de las latifoliadas debido a la diferencia en la substitucion de
sus precursores; C3 substituido y C5 no substituido en el guayacil a diferencia de C3 y C5

substituidos en el siringil (Liu, 2010).
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Figura 1.13. a) Contenido de monolignoles (p-cumaril alcohol, coniferil alcohol y sinapil alcohol)
en lignina de coniferas. Cuando se incorporan en la estructura de la lignina estos monolignoles
son referidos como: p-hidroxifenil [H], guayacil [G] y siringil [S], respectivamente. b) Radical

coniferil estabilizado por resonancia (Bylin et al., 2014)

Durante la biosintesis de la lignina se producen acoplamientos cruzados de los monolignoles a
través de deshidrogenacion enzimatica y un mecanismo de acoplamiento radical (Sarkanen &
Ludwig, 1971). De hecho, la habilidad de los monolignoles de formar estructuras estabilizadas de
resonancia (por ejemplo: radical coniferil, Figura 1.13.b) gobierna la reactividad de la lignina,
tanto en la formacion como en la degradacion de la lignina. Las unidades fenil propano se unen
entre si mediante enlaces éter (C-O-C) y carbono-carbono (C-C). En la figura 1.14 se muestran
los enlaces mas comunes en coniferas y la abundancia de los mismos. El enlace dominante en

coniferas es el enlace B-O-4.

El alto porcentaje de enlaces 3-O-4 es revelador en cuanto a la estabilidad y/o reactividad de las

diferentes formas de resonancia de la unidad guayacil.

25



Capitulo 1. Introduccion
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Figura 1.14. Prevalencia de los enlaces mas comunes entre unidades fenilpropano de lignina de

coniferas (*dibenzodioxina es incorporado al enlace 5-5) (Bylin 2014)

La lignina posee una proporcion atomos de carbono a oxigeno (2:1) méas alto que el de las
proporciones presentes en las hemicelulosas y la celulosa (1:1), por lo tanto, la lignina es
energéticamente mas densa. La estructura de anillos aromaticos provee una fuente de quimicos
funcionales excelente cuando es depolimerizada. Sin embargo, actualmente no hay tecnologias
de depolimerizacion eficientes que actuen directamente y especificamente en la lignina (Liu,

2010).

La lignina es una causa importante de la recalcitrancia de la biomasa y es considerada el
pegamento que une la celulosa y las hemicelulosas (Sannigrahi, Miller & Ragauskas, 2010). La

lignina es la barrera natural contra la degradacion bioldgica de la celulosa y las hemicelulosas

(Liu, 2010).

1.3.2.4 Extractivos

Los extractivos son compuestos organicos de bajo y alto peso molecular que pueden ser extraidos
con solventes organicos (terpenos, grasas, ceras y fenoles) o agua caliente (taninos y sales
inorganicas) (Koch, 2006). La cantidad de estos compuestos en cualquier arbol depende de la
especie, aunque los pinos generalmente tienen un contenido y composicion similar de extractivos.
A su vez, el duramen contiene mas extractivos (acidos grasos y resinas) que en la albura debido
a que estos arboles cierran la estructura interna con resinas. El contenido de extractivos en

latifoliadas generalmente es menor que en coniferas (Arshadi et al., 2013) (Hillis, 1962).
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Los extractivos estan localizados en los canales resiniferos y/o en las células de parénquima. La
oleorresina estd compuesta principalmente por monoterpenoides y 4acidos resinicos
(diterpenoides). Los extractivos de coniferas contienen toda clase de terpenos desde
monoterpenos hasta tri- y tetraterpenos, excepto los sesquiterpenos que son muy raros. El aceite
esencial del pino denominado trementina esta compuesto por monoterpenides, principalmente por
a-pineno, B-pineno y limoneno. Los diterpenoides (acidos resinicos) son los constituyentes
predominantes en la oleorresina. El 4dcido resinico mas comun en las coniferas son los terpenoides
triciclicos y estos son clasificados en pimaranos y abietanos. Los pimaranos predominantes son
el acido pimadrico y el acido isopimarico. Los acidos abiéticos: levopimarico, palustrico,
neoabiético y deshidroabiético son los principales abietanos en coniferas. Los extractivos del
parénquima son principalmente grasas, siendo mas de 30 los 4cidos grasos identificados en
coniferas y latifoliadas. Los principales 4cidos grasos en el pino son el 4cido oleico y el linoleico.
Los monoterpenos liquidos, que son muy fragantes (el tipico ‘olor a pino’), disuelven a los otros
componentes que son los acidos resinicos y los acidos grasos (Sjostrom, 1993) (Hillis, 1962)
(Nufiez, 2008). En la Figura 1.15 se representa la estructura quimica de los terpenos y acidos

resinicos mas importantes de las coniferas.

Tanto la fraccion de acidos resinicos como los grasos estan compuestos por una fraccion
denominada insaponificables o compuestos neutros, que no reaccionan con alcalis para formar
sales. Estos compuestos incluyen hidrocarbonos, alcoholes superiores y esteroles y no tienen valor
comercial. El pino es preferido para la produccion de tall oil dado su bajo contenido de

insaponificales (menos del 10% del total de los acidos resinicos) (Conner & Rowe, 1975).

L
\f
a - pineno Limoneno
CH; ,COOH
CH, COOH CH, ,COOH
CH; CH CH> cH
c/ : ‘ rd ) s CH=CH,
AN
\t:Ha s CH,
Acido levopimarico Acido deshidroabiético Acido abiético

Figura 1.15. a) Terpenos, b) Acidos resinicos mas importantes de las coniferas. Adaptado de
(Nuifiez, 2008)
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Los extractivos de las coniferas ademas contienen un gran nimero de varios compuestos fenolicos
los cuales probablemente son residuos de la sintesis de la lignina. Ademas, lignanos, stilbenos y

flavonoides forman parte de los extractivos de las coniferas (Koch, 2006).

1.3.3 Complejo Lignina-Carbohidratos

La existencia de enlaces covalentes entre la lignina y los carbohidratos ha sido uno de los temas
mas controvertidos en el campo de la quimica de la madera. En la pared celular, las hemicelulosas
no estan unidas quimicamente a la celulosa, pero se encuentran intimamente asociadas,
fisicamente y por uniones del tipo puente de hidrogeno. Por otro lado, existe una fuerte evidencia
de que las hemicelulosas estan unidas quimicamente a la lignina. Varios descubrimientos con
respecto a la distribucion de la celulosa, de las hemicelulosas y de la lignina dentro de las capas
de la pared celular proporcionaron bases para el desarrollo de modelos en la estructura

supramolecular de los componentes de la pared celular.

Salmén y Olsson propusieron un modelo del arreglo ultraestructural de los polimeros de la madera
en la pared celular que sugiere que los glucomananos estan mas estrechamente unidos a la celulosa
y que forman una capa de moléculas asociadas estrechamente a la celulosa. Los xilanos estan
dispuestos en una mezcla con la lignina rodeada por la capa de glucomananos (Figura 1.16)

(Salmén & Olsson, 1998).

lignin
xylan
i glucomannan

cellulose

Figura 1.16. Modelo propuesto del arreglo ultraestructural de los polimeros de la madera en la
pared celular (Salmén&Olsson, 1998)

En cuanto a la organizacion de los polimeros en la pared celular (Figura 1.17), se encontré que
existe una orientacion preferencial de las unidades fenilpropano de la lignina a lo largo del eje de
las fibras en las traqueidas de abeto. Esto implica que existe una estructura ordenada de la lignina
en la pared secundaria de las traqueidas analoga a los de los polisacaridos de la pared celular

(Akerholm & Salmén, 2001).
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Figura LI.17. Ilustracion esquematica de la organizacion de los polimeros de la pared celular
(Akerholm & Salmén, 2001)

La lignina y las hemicelulosas pueden estar unidas quimicamente mediante los siguientes enlaces:
enlace bencil éter entre el grupo hidroxilo o de una unidad de lignina y un grupo hidroxilo de un
carbohidrato, enlace bencil éster entre el grupo hidroxilo o de una unidad de lignina y un acido
carboxilico de un carbohidrato, enlace glicosidico entre un grupo hidroxilo aromatico o alifatico
y un grupo reductor de un carbohidrato, enlace acetal entre dos grupos hidroxilo de carbohidratos

y un grupo carbonilo de la lignina (Lawoko, 2005).

1.4 FRACCIONAMIENTO DE CONIFERAS

Los biocombustibles de primera generacion que son elaborados a partir de azucares simples, como
los de la cafia de azucar, surgen como primera alternativa a los combustibles fosiles. Debido al
conflicto originado por el uso de alimentos para la produccion de combustibles surgen los

biocombustibles de segunda generacion que utilizan biomasa lignoceluldsica. Los mismos poseen
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una estructura mas compleja que requiere una etapa de pretratamiento para aumentar la
accesibilidad del material al ataque enzimatico. La mayoria de los pretratamientos estudiados
hasta ahora tienen el objetivo de mejorar la biodegradabilidad de la celulosa mediante la remocion
de la lignina y hemicelulosa para la produccion de azicares fermentables. La estrategia mas
promisoria consiste en ampliar el concepto de pretratamiento a un fraccionamiento del material,
en vistas de obtener fracciones de todos los componentes, lo mas puras posibles, para su

aprovechamiento y transformacion a productos de alto valor (Figura 1.18).

e Celulosa

v

Mosier et al, 2005

Hemicelulosas

Figura 1.18. Impacto del fraccionamiento (Adaptado de Mosier et al. 2005)

El fraccionamiento consiste en la separacion de los componentes principales de la biomasa
(celulosa, lignina, hemicelulosas y extractivos) de tal manera que estos puedan ser aprovechados.
Actualmente, uno de los principales obstaculos para la aplicacion del concepto de biorrefineria es
encontrar métodos eficientes y rentables de fraccionamiento (FitzPatrick et al., 2010). La
dificultad en los procesos de fraccionamiento radica en que existe una situacion de compromiso
en los niveles de temperatura, tiempo y concentracion de reactivos utilizados ya que en
condiciones mas severas se obtienen altos rendimientos de extraccion de hemicelulosas pero a
expensas de mayor degradacion de celulosa y lignina. El objetivo consiste en encontrar
condiciones optimas de fraccionamiento que permitan el aprovechamiento mas eficiente de la
biomasa. Es decir, en un enfoque de biorrefineria la efectiva utilizacion de los residuos forestales
requiere la recuperacion de la mayoria de los componentes del residuo incluyendo carbohidratos,
lignina y extractivos en una forma usable y su subsecuente valorizacion como combustibles,

materiales o productos quimicos.
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Las coniferas son generalmente reconocidas como mas refractarias que las latifoliadas y los
residuos agricolas a los pretratamientos, debido a que presentan una estructura mas rigida y mayor
contenido de lignina. Ademas, el contenido de acetilos es mas bajo que en las latifoliadas por lo
tanto con los procesos autocataliticos (catalizados por los grupos acetilos liberados del material)
no se producen rendimientos similares y se debe recurrir al uso de catalizadores, como por

ejemplo el acido sulftrico (Galbe & Zacchi, 2002).

1.4.1 Remocion de Extractivos

La importancia de la recuperacion de los extractivos radica en que son una fuente importante de
valiosos productos quimicos pero a su vez pueden causar problemas operacionales, como la
formacion de espumas o particulas pegajosas (pitch) y generar toxicidad en los efluentes. Estas
sustancias pueden ser extraidas con solventes o en medio alcalino. La extraccion con solventes
organicos es mas cara y compleja industrialmente, por lo tanto el tratamiento alcalino puede
resultar mas adecuado para la desresinacion. La principal desventaja del pretratamiento alcalino

es que puede tener un efecto de degradacion en los carbohidratos (Baptista et al., 2006).

Los acidos grasos y resinicos pueden ser extraidos en condiciones alcalinas suaves, ya que se
disuelven formando jabones de sodio. Por ejemplo, en el pulpado alcalino de coniferas resinosas
(pinos), las resinas son disueltas en el licor de coccidon con la formacion de sales de sodio de los
acidos resinicos y grasos (Figura 1.19). Posteriormente, el licor de coccion es concentrado
permitiendo que estos jabones de sodio se separen por desnatacion en la superficie. La
acidificacion con acido sulfirico de los jabones produce el “tall-oil” crudo el cual es
posteriormente refinado por destilacion a multiples productos (Hillis, 1962) (Demirbas, 2011). El
rendimiento de “tall-oil” crudo por tonelada de pulpa kraft seca varia en un rango entre 30 y 50
kg de “tall-oil” crudo (Sixta et al., 2006).Cuando los licores estan muy diluidos y no es posible
concentrarlos, los extractivos pueden ser recuperados mediante otras técnicas como la flotacion,
que es utilizada para separar los extractivos del agua en el proceso de pulpado termomecénico.
Con esta técnica se alcanza una eficiencia de remocion de 80-90% de extractivos floculados

(Tanase et al., 2010).

31



Capitulo I. Introduccion

~(~)~"Scoor  Extractivos

Terpentina =<—Pulpado | Saponificacion

~7(~7)~"coo Na" Jabones de sodio
l Acidificacion

Tall oil crudo

Destilacion  Pitch

Acidos grasos  Acidos resinicos

Extraccion =——  Componentes
neutros

Figura 1.19. Fracciones de extractivos obtenidos luego del pulpado Kraft (Sixta et al., 2006)

La extraccion con solventes de madera para la obtencion de oleorresina se utiliza desde principios
del siglo 20. La oleorresina es actualmente producida por Pinova Solutions, Inc en Estados Unidos
(USDA, 2014). El proceso consiste en mantener en contacto los chips de pino con el solvente a
temperatura elevada y bajo presion por un periodo de algunas horas. La eficiencia de extraccion
depende del solvente utilizado. Posteriormente la solucion extraida es separada en tres fracciones:
solvente recuperado, terpenos volatiles y colofonia (resina). Tanto los terpenos como la colofonia
deben ser purificados y el solvente reutilizado (Zinkel & Russel, 1989). La compaiiia Virdia
produce tall-oil como parte de su proceso de obtencion de azicares fermentables, pero este

proceso de extraccion no se encuentra difundido (Zviely, 2013).

No existe ningin solvente capaz de remover completamente los extractivos de la madera
(Demirbas, 2011). Se han investigado el uso de varios solventes para la extraccion de coniferas,
como agua, acetona y etanol (Yuanlin, 2011), hexano, tolueno y dietileter (Yuman, 2011),
diclorometano, mezclas etanol-benceno, etanol-tolueno, piridina, N,N-dimetilacetamida, N,N-
dimetilformamida (Baptista et al., 2006). La eleccion del solvente va a depender de su
disponibilidad comercial y precio asi como de sus caracteristicas quimicas (volatilidad,
miscibilidad con agua y poder solvente) (Zinkel & Russel, 1989). Actualmente se esta
investigando la remocioén de extractivos mediante fluidos supercriticos. Se obtienen altos
rendimientos de extraccion y productos de alta pureza, ademés se minimizan problemas de
contaminacion. La extraccion de chips de madera resinosas con CO, supercritico es una

interesante alternativa para la remocion de resinas previo a los procesos de pulpado (Demirbas,
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2001). La desventaja del uso de fluidos supercriticos es la elevada inversion requerida debido a

las altas presiones de trabajo usualmente utilizadas (Zinkel & Russel, 1989) (Knez et al., 2014).

Existen varios trabajos sobre la remocion de la resina y la trementina previo a los pulpados debido
a que la cantidad de trementina que se recupera en los procesos de pulpado es generalmente menor
que la cantidad de trementina disponible en la madera debido a una pérdida sustancial como
resultado de su solubilidad en los licores de coccion a alta temperatura y presion, y ademas la
calidad de la trementina disminuye debido a la contaminacion con subproductos de la coccion,
como los mercaptanos. La remocion de estos también mejora el rendimiento de los pulpados
posteriores, las propiedades de la pulpa y disminuye el consumo de reactivos quimicos (Caperos
Sierra et al., 1990). Speaks et al propusieron un pretratamiento secuencial de extraccion con
solvente para la remocion de extractivos previo al pulpado, donde en la primer etapa utilizan un
solvente hidrofilico que tiene alta afinidad por los componentes saponificables (acetona) y una
segunda etapa de extraccion con un solvente hidrofobico (éter de petroleo) para extraer los
componentes insaponificables (Speaks et al., 1997). Otro método consiste en la inmersion de los
chips en una solucion alcalina suave durante la destilacion con vapor. De esta manera se obtienen
una mezcla de dos fases, “tall-oil” saponificado y trementina, que deben ser separados (Drew,

1975). Con ambos procesos se obtienen alta remocion de trementina.

En condiciones acidas, las diversas clases de extractivos se comportan de manera diferente,
aunque todos ellos son muy propensos a reacciones de condensacion. El pinosylvin del duramen
de especies de pino inhibe eficazmente la deslignificacion durante la fabricacion de pulpa
mediante procesos acidos (pulpado al sulfito), incluso a concentraciones bajas, posiblemente a
través de la formacion de productos de condensacion con la lignina (condensacion de fenol-
formaldehido). Los componentes de la resina tienen la tendencia a coagular en medio acido
formando pegajosidades denominadas pitch, que se adhieren a las superficies metalicas de
maquinas o del material fibroso, provocando problemas operacionales (Hillis, 1962), (Sixta et al.,

2006).

La recuperacion de los extractivos puede hacer mas atractiva la produccion de bioetanol a partir
de pino (Frederick et al., 2008). Los extractivos tienen un efecto negativo para la hidrdlisis
enzimatica. En adicion, tienen un gran potencial para proveer varios productos tal como
formulaciones antimicrobianas, asi como productos quimicos de altos valor y productos

farmacéuticos especializados (Burkhardt, 2010).
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1.4.2 Extraccion de hemicelulosas

En vistas a la obtencion de bioetanol, uno de los objetivos de los pretratamientos es extraer las
hemicelulosas debido a que la remocion de las mismas aumenta la porosidad del material y por
lo tanto aumentan la accesibilidad de la celulosa al ataque enzimatico (Behera 2014). A diferencia
de lo que ocurre con la celulosa las hemicelulosas son heteropolimeros con ramificaciones no
cristalinas que pueden ser extraidos como oligdmeros y monomeros en condiciones relativamente
suaves. Las hemicelulosas pueden ser extraidas mediante hidrdlisis acida e hidrolisis alcalina o
enzimas hemi-celulasas apropiadas (Bacovsky et al., 2010). Los xilanos pueden ser extraidos
facilmente en medio acido o alcalinos mientras que los glucomananos requieren condiciones mas

severas (Behera et al., 2014).

1.4.2.1 Hidrolisis acida

La hidrolisis acida implica el uso de acidos concentrados o diluidos para extraer las hemicelulosas
y romper la estructura rigida de la biomasa lignoceluldsica reduciendo su recalcitrancia. Por lo
tanto, ha sido aplicada satisfactoriamente como pretratamiento en la produccion de bioetanol a un
amplio rango de materiales lignocelulésicos, incluyendo coniferas, latifoliadas, cultivos
herbaceos y residuos agricolas (Hu et al., 2012), (Kumar et al., 2009). La hidrolisis acida puede
realizarse con varios tipos de acidos, concentrados o diluidos, incluyendo sulfuroso, sulfirico,
clorhidrico, fluorhidrico, fosforico, nitrico y formico aunque el acido sulfurico ha sido el mas
estudiado (Galbe & Zacchi, 2002). Los procesos autocatilazados es decir sin adicién de acidos

también han sido ampliamente estudiados.

Al tratar biomasa lignoceluldsica con soluciones acidas se obtiene una importante recuperacion
de hemicelulosas en forma de monomeros y oligdbmeros en la fraccion liquida y una fraccion
solida lignoceluldsica. La hidrolisis acida de las hemicelulosas no es homogénea y hay una
porcién que se hidroliza rapidamente mientras que el resto lo hace mas lentamente (Figura 1.20).
Esta heterogeneidad puede ser explicada en principio por el hecho de que parte de las
hemicelulosas estan localizadas en la pared celular de tal manera que son facilmente accesibles
por el reactivo, mientras que la otra parte esta localizada a mayor profundidad y esta firmemente
retenida entre las cadenas de celulosa. También se debe a las diferencias quimicas que existen
entre las estructuras poliméricas de las hemicelulosas y por el grado de asociacion con la lignina

mediante los enlaces lignina-carbohidratos (Lee et al., 1999).
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Figura 1.20. Patrén cinético de la hidrélisis de las hemicelulosas: H1 es la fraccion de
hemicelulosas facil de extraer, H2 refiere a la fraccion dificil de hidrolizar. (Adaptado de Lee et

al., 1999)

Durante la fase inicial de la reaccion, un ataque aleatorio del acido en las cadenas de
hemicelulosas produce oligémeros con diferentes grados de polimerizacion. Los oligdmeros son
hidrolizados a monomeros, los cuales luego son degradados a productos de descomposicion (Lee
et al., 1999).

La deshidratacion catalizada por acido en condiciones suaves lleva a la formacion de azlicares
anhidros con enlaces glucosidicos intramoleculares, resultado de la eliminacion de una molécula
de agua de dos grupos hidroxilos. Como estos enlaces glucosidicos pueden ser facilmente
hidrolizables, se generan una serie de productos de degradacion aromaticos y productos
condensados. Los productos de degradaciéon mas importantes (considerando rendimiento y
potencial utilizacién) son los compuestos ciclicos furfural (2-furaldehido) proveniente de
pentosas y el hidroximetilfurfural (5-(hidroximetil)-2-furaldehido), HMF, procedente de hexosas.
Se consiguen altos rendimientos de éstos productos con alta concentracion de acido, a elevada
temperatura. Si se incrementa adicionalmente la temperatura la molécula de HMF es convertida

a acido levulinico y férmico (Figura 1.21) (Fengel, 1989).
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Figura L1.21. Productos de degradacion de celulosa, hemicelulosas y lignina en medio acido
(Rasmussen et al., 2014).

A su vez, como resultado de reacciones de polimerizacion y/o condensacion de los intermediarios
3,8-dihidroxi-2-metilcromona y 1,2,4-bencenotriol que derivan del furfural y HMF,
respectivamente se puede formar un compuesto aromatico denominado pseudolignina. Se ha
demostrado mediante microscopia electronica de barrido (SEM) que la pseudolignina se deposita
en forma de gotitas en la superficie de las fibras, lo que puede retardar la hidrdlisis enzimatica
por la inhibicién de la enzima y/o reduccion de la accesibilidad del sustrato (Rasmussen et al.,
2014) (Sannigrahi et al., 2011) (Hu et al., 2012). Por lo tanto, uno de los objetivos de los

tratamientos acidos consiste en la minimizacion de la formacion de productos de degradacion.

En condiciones acidas, las hemicelulosas son degradadas mucho mas rapido que la celulosa. Los
xilanos o arabinoxilanos y los galactanos de los galactoglucomananos son degradados mas
rapidamente que los glucomananos (Figura 1.22). Las uniones arabinofuranosidicas son mas

rapidamente hidrolizados en medio acido que las uniones glucopiranosidicas (Sixta, 2006).
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Figura 1.22. Comparacion de las velocidades relativas de hidrolisis de los polimeros de la

madera (Sixta et al., 2006)

La hidrélisis 4acida concentrada permite obtener altos rendimientos de extraccion de
hemicelulosas (cercanos al 100%) y celulosa a moderadas temperaturas con baja degradacion de
azucares. Este proceso ha sido ampliamente utilizado para el tratamiento de materiales
lignocelulodsicos ya que los 4cidos concentrados son agentes poderosos para la hidrdlisis de la
celulosa y por lo tanto, no es necesaria la implementacion de una etapa enzimatica posterior a la
hidrolisis acida (Harmsem et al., 2010). El uso de altas concentraciones de acidos (por ejemplo:
30-80% H,SO4) permite reducir la temperatura del proceso (40-60°C). Las desventajas de la
hidrolisis acida concentrada son la mayor toxicidad debido a la degradacion de los componentes
del material y el requerimiento de reactores resistentes a la corrosion o construcciones no
metalicas especializadas y la necesidad indispensable de recuperacion del acido para hacer el
proceso econdémicamente factible. El factor fundamental de este proceso es lograr una
impregnacion eficiente de la biomasa con el acido para minimizar el consumo de acido (Yoon et
al., 2014) (Wijaya et al., 2014) (Galbe & Zacchi, 2002) (Zheng et al., 2009) (Kumar et al., 2009)
(Harmsem et al., 2010). A su vez, cuando se utiliza acido sulfrico el proceso de neutralizacion
produce grandes cantidades de yeso (sulfato de calcio hidratado). A pesar de estas desventajas es
ampliamente utilizado en la actualidad para la produccion de etanol celulésico, como es el caso
de las empresas Arkenol Inc., Massada Resource Group, Weyland y Biosulfurol en Estados
Unidos (Taherzadeh & Karimi, 2007). La empresa Weyland utiliza acido concentrado para la
hidrolisis de diferentes materias primas (cafa de azilicar, rastrojos y mazorcas de maiz, paja de
arroz, latifoliadas, coniferas, residuos de madera y papeles) recirculando el 98,5% del acido

sulfurico (Bacovsky et al., 2010).
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A diferencia de los procesos concentrados, en la hidrolisis con acido diluido (HAD) se utilizan
concentraciones mas bajas de acidos a temperatura y tiempo mayores. Generalmente el proceso
es llevado a cabo a temperaturas altas (T>160°) y tiempos cortos, o a temperaturas mas bajas y
tiempos mas largos (Jung & Kim, 2015). El rendimiento de extraccion de las hemicelulosas de
coniferas en la hidrolisis acida diluida (150°C-180°C, 1-5 g/L H»SOs, 60 min) es de
aproximadamente 60% (Shuai et al., 2010) (Marzialetti et al., 2008). Debido a su simplicidad,
bajo costo y eficiencia es considerado como uno de los procesos mas cercanos a la

comercializacion (Jung & Kim, 2015), (Galbe & Zacchi, 2002).

En la HAD, el material lignoceluldsico es mezclado con acido diluido (tipicamente acido
sulfurico) y agua formando un sistema heterogéneo solido liquido. La HAD puede ser realizada
en reactores batch, reactores de flujo piston, reactores continuos en contracorriente y corrientes
paralelas y en percoladores (Jorgensen et al., 2007) (Lee et al., 1999). La HAD ha sido utilizada
con distintos materiales (residuos forestales, agricolas y gramineas) y varios acidos (nitrico,
hidroclorhidrico, peracético, oxalico, sulfurico). Sin embargo, el acido sulftrico es el mas
utilizado debido a que es altamente activo, de bajo costo y es un quimico disponible para

aplicaciones industriales a pesar de no ser seguro y contaminante (Singh et al., 2015).

Un pretratamiento tipicamente utilizados es el proceso de autohidrélisis o hidrotérmico, que es
una reaccion que se produce en condiciones acidas diluidas pero sin adicionar ningun catalizador.
El material lignoceluldsico es tratado en agua liquida a altas temperaturas y presion. Durante el
tratamiento las reacciones hidroliticas son catalizadas por los iones hidronios generados in situ,
por la ionizacién del agua en la primer etapa y por autoionizcion de los acidos organicos (&cido
acético) de las hemicelulosas en reacciones posteriores (Garrote, 2009), (Hu & Ragauskas, 2012).
La autohidroélisis presenta varias ventajas con respecto a la hidrélisis acida diluida: no requiere
catalizador, minimiza la formacion de compuestos de degradacion, elimina la etapa de lavado o
neutralizacion y tiene bajo costo de solvente para aplicaciones de gran escala (Hu & Ragauskas,
2012) (Mosier et al., 2005) (Behera et al., 2014). Mediante la aplicacién de este proceso a pino
taeda a 180°C por 15 min se obtuvo un rendimiento maximo de extraccion 11,9% de las

hemicelulosas totales (Yoon et al, 2008).

Las especies de coniferas usualmente requieren para su fraccionamiento un tratamiento quimico
combinado con un tratamiento mecanico como en el proceso de explosion de vapor (Overend et
al., 1987). La explosion de vapor es el método mas estudiado para fraccionar y aumentar la
accesibilidad de coniferas, ya que es uno de los procesos mas prometedores para el
fraccionamiento de la madera en sus tres componentes mientras que mejora la accesibilidad de la

celulosa al ataque enzimatico.
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Este método involucra el calentamiento de la biomasa a alta temperatura y presion seguida por
una descarga violenta (explosion) que provoca una ruptura mecanica del material tratado con
vapor. Uno de los factores mas importantes en la explosion de vapor es el reactor que debe resistir
altas presiones durante el pretratamiento. El proceso puede ser continuo o discontinuo, y en caso
de ser continuo debe poseer equipamiento especial para la alimentacion y descarga (Kokta &

Ahmed, 1998).

El principal efecto de este tratamiento es la descompresion que provoca una reduccion en el
tamafio y longitud de la fibra. A su vez, la fuerza de corte causa fracturas en el interior de la capa
S2 de la pared celular incrementando el area superficial. Un beneficio secundario es la hidrolisis
quimica y subsecuente liberacion de las hemicelulosas que causa un incremento substancial de la

porosidad (Cullis, 2003).

La explosion de vapor se puede llevar a cabo con o sin adicion de un catalizador acido. Si no se
adiciona acido el proceso se lleva a cabo en condiciones de autohidrolisis. La adicion de un
catalizador, generalmente SO, o H>SO, (tipicamente 0,3 a 3% sobre base seca (bs)), es un
requisito en el tratamiento de coniferas, ya que el proceso de autohidrolisises es efectivo para
latifoliadas y residuos agricolas pero no para coniferas (Negro et al., 2003) (Jorgensen et al.,
2007). El catalizador que ha sido probado como el mas efectivo es el SO, (Nguyen et al., 1998)
(Mackie et al., 1985). Si se usa SO» el vapor en el proceso podria reaccionar con el SO, formando
H,S0s, el cual rompe efectivamente los enlaces glicosidicos de las hemicelulosas y de las
celulosas durante el proceso de explosion de vapor (Nguyen et al., 1998) (Tengborg et al., 1998)
(Schwald et al., 1989). Luego de la EV la mayor parte de la lignina queda retenida en la fraccion
insoluble. Los tratamientos posteriores de remocion de lignina son mas eficientes para los
materiales impregnados con SO, debido a la sulfonacion y al menor grado de condensacion que
cuando se impregna con acido sulfurico (Mackie et al., 1985). El dioxido de azufre es un excelente
catalizador, mas facil y rapido de introducir en el material que el acido sulfurico diluido pero la
principal desventaja es que es altamente toxico y puede causar un impacto negativo en la salud y

el medioambiente (Zhang & Shahbazi, 2011), (Schwald et al., 1989).

El rango de concentracion tipicamente empleado de SO, es 2% a 4,5% SO, (bs) con temperaturas
que varian de 190° a 225°C y tiempo entre 2 y 5 min se alcanzan rendimientos de entre 80 y 90%
de remocion de hemicelulosas (Kumar et al., 2010), (Cullis, 2003), (Stenberg et al., 1998), (Clark
& Mackie, 1987), (Chacha et al., 2011). Las condiciones de temperatura y tiempo utilizadas en la
EV con H,SO4 son similares a las utilizadas con SO» mientras que las concentraciones de H>SO4
son algo inferiores. Por ejemplo, con la aplicacion de la EV a chips de coniferas tratados a 212°C
y 105 s con una concentracion de acido sulfurico de 0,35% bs se obtuvo una remocion del 90%

de las hemicelulosas (Nguyen et al., 1998). Con el tratamiento de Picea abies a 180°C, por 10 min
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con una concentracion de 1,5% H.SOs4 p/p se obtuvo un rendimiento en la extraccion de
hemicelulosas del 88% (Soderstrom et al., 2002). El rendimiento de extraccion de azucares es
similar utilizando ambos catalizadores (H2SO4 o SO») pero la fermentacion de estos azicares
hidrolizados es menor cuando se utiliza H,SO4 probablemente por la mayor formacion de
productos de degradacion. A su vez, la hidrdlisis enzimatica de la biomasa pretratada resulta con

menores rendimientos de glucosa cuando se impregna con H,SO,4 (Tengborg et al., 1998).

La hidrélisis acida y la explosion de vapor son tratamientos similares ya que en ambos se produce
la hidrdlisis acida de los enlaces glicosidicos de las hemicelulosas y de la celulosa. Una de las
diferencias es que en la HAD se utilizan relaciones liquido a s6lido mas altas que en la EV, por
lo tanto con la EV se consigue una fraccion soluble de aziicares mas concentrada. Ademas, las
temperaturas utilizadas en la EV son mayores mientras que los tiempos de residencia en el reactor
son menores que en la HAD (Jorgensen et al., 2007) (Singh et al., 2015). Las hemicelulosas
pueden ser hidrolizadas a temperaturas de 160°C aproximadamente para formar azucares con
rendimientos razonables (> a 60% de extraccion de hemicelulosas). Mientras que la hidrolisis de
la celulosa requiere temperaturas del orden de los 200-240°C (Wyman, 1994). Por lo tanto, como
en la EV se utilizan temperaturas mas altas que en la HAD la degradacion de celulosa puede ser
mayor. Carrasco et al. compararon ambos procesos y concluyeron que la EV es mas eficiente en
cuanto a la remocion de hemicelulosas aunque la degradacion de azlicares es mayor. A su vez,
debido a la degradacion de celulosa amorfa el indice de cristalinidad aumenta (Carrasco et al.,

1994).

La HAD también ha sido utilizada como pretratamiento para hidrolizar la celulosa mediante un
proceso en dos etapas. La primera etapa en condiciones mas suaves para hidrolizar las
hemicelulosas evitando la formacion de productos de degradacion y la segunda etapa en
condiciones mas severas para hidrolizar la celulosa (Janga et al., 2012), (Kim, 2005), (Nguyen et
al., 1998). A su vez, Soderstrom et al. han estudiado el proceso con acido diluido como
pretratamiento de la hidrolisis enzimatica. La primera etapa se realiz6 bajo condiciones suaves
(180°C, 10 min, 0.5% H2SO4) en la cual se extrayeron la mayor parte de las hemicelulosas y en
la segunda etapa en condiciones mas severas para hidrolizar parte de la celulosa y hacer la celulosa

mas accesible al ataque enzimatico (Séderstrom et al., 2003).

Una de las principales desventajas del tratamiento acido es que la lignina sufre reacciones de
condensacion dando como resultado del proceso una lignina menos reactiva. La elucidacion de la
estructura de lignina de pino pretratado con acido sulfurico reveld un incremento en el grado de
condensacion de la lignina y una disminucion de los enlaces f-O-4 los cuales fueron fragmentados

y luego recondensados (Sannigrahi, Ragauskas, & Miller, 2008).
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Bajo condiciones acidas, las reacciones predominantes en la lignina son la fragmentacion de los
enlaces B-O-4 y la polimerizacién mediante condensacion catalizada con acido entre los carbonos
aromaticos C6 o C5 y un ion carbonio, normalmente localizado en el Ca de la cadena lateral.
Ambas reacciones se forman a partir de un intermediario comun, el cual es formado de un alcohol
bencilico de la lignina. En la depolimerizacion, el intermediario rompe el enlace éter y la lignina
es fragmentada. Sin embargo, cualquier anillo aromatico adyacente con un carbono rico en
electrones puede competir por el ion carbonio y se forman uniones carbono-carbono estables
resultando en la repolimerizacion de la lignina (Figura 1.23). Sélo bajo condiciones muy suaves

puede suprimirse esta ultima reaccion (Li et al., 2007) (Pu et al., 2015).
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Figura 1.23. Esquema de las reacciones de competencia entre la depolimerizacion p-O-4 (Ruta

1) y la repolimerizacion (Ruta2) (Li, 2007)

La proporcion de rupturas de enlaces B-O-4 es dependiente del tipo de base conjugada utilizada
en el siguiente orden: HBr>HCI>H,SOs (Santos et al., 2013). La formacion de enlaces
intermoleculares entre fragmentos de lignina es obviamente un proceso contraproductivo si la
lignina debe ser depolimerizada para ser extraida de la pared celular. Considerando que la
condensacion se produce por competencia del ion carbonio (o protonacion del oxigeno bencilico),
es mas probable que ocurra cuando se incrementa la acidez del sistema. Por lo tanto, los tipos de
reacciones que se producen en la lignina durante los tratamiento hidrotérmicos son similares a
aquellas que ocurren durante la hidrélisis con acido diluido pero en una menor extension (Pu et
al., 2013). A su vez, la reactividad de los carbocationes guayacilos de las coniferas es mayor que
la de los carbocationes siringilos de las latifoliadas, por lo tanto, la lignina de coniferas es mas

propensa a las reacciones de condensacion (Mcdonough, 1992).
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1.4.2.2 Hidrolisis alcalina

El pretratamiento alcalino consiste en la impregnacion de la biomasa con una solucion alcalina
mezclando a la temperatura de proceso predeterminada por un cierto periodo de tiempo. Las
condiciones utilizadas en las etapas de pretratamiento alcalino son generalmente menos severas
que las de otros procesos (menor temperatura y presion), y los tiempos utilizados son de horas o
dias (Brodeur et al., 2011) (Mosier et al., 2005) (Zheng et al., 2009). Posteriormente, las
hemicelulosas extraidas pueden ser recuperadas mediante precipitacion por neutralizacion acida

o por la adicién de un solvente, como acetona o etanol (Peng et al., 2012).

Los principales reactivos utilizados en los pretratamientos alcalinos son hidroxido de sodio,
amoniaco, calcio, potasio, bario, litio aunque las soluciones acuosas de hidroxido de potasio y
sodio son las mas utilizadas debido a que permiten obtener un alto rendimiento de hemicelulosas
(Gupta, 2008) (Brodeur et al., 2011) (Peng et al., 2012). Varios autores han demostrado que a
iguales concentraciones, el hidroxido de sodio es ligeramente mas efectivo que el hidroxido de
potasio en cuanto a la recuperacion de hemicelulosas. Ademas, el agregado de acido borico
minimiza la degradacion de los grupos reductores terminales facilitando la disolucion de los
glucomananos en medio alcalino (Peng et al., 2012). El proceso de extraccion de hemicelulosas
de pino taeda en medio alcalino suave (90°C, 4 horas y 6% bs de NaOH) con el agregado de acido
borico (5% bs) permitié recuperar el 44% de la manosa presente en el material original, ya que
los grupos vecinos cis-hidroxi de la manosa forman un complejo con el borato que es mas acido

que las hemicelulosas que se solubiliza en medio alcalino (Huang & Ragauskas (b), 2013).

Los pretratamientos alcalinos son conocidos por su habilidad de alterar la composicion de la
lignina y por lo tanto aumentar la digestibilidad de la celulosa (Pedersen & Meyer, 2010). A su
vez, consiguen remover la mayoria de los extractivos presentes en los residuos forestales,
resultando en una fraccion insoluble rica en carbohidratos (Burkhardt, 2010). En general, las

siguientes reacciones son producidas en medio alcalino:

e Deacetilacion (T<70°C)

e Reacciones de peeling y stopping (T>80°C)

e Hidrolisis alcalina aleatoria de enlaces glucosidicos (T>140°)
e Fragmentaciones

e Disolucion de hemicelulosas

e Eliminaciéon de metanol de los acidos 4-O-metilglucurénico
e Re adsorcion de hemicelulosas en la superficie de las fibras

e Formacién de cromoforos (Sixta et al., 2006).
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La reactividad de los carbohidratos en medio alcalino depende altamente de las caracteristicas
estructurales como la morfologia, cristalinidad y el grado de polimerizacion (GP). Por lo tanto, la
celulosa es mas resistente en medio alcalino y sufre menos degradacion que las hemicelulosas. El
hinchamiento promueve la penetracion de los licores en la madera. El elevado pH ioniza parte de
los grupos hidroxilos y produce la deacetilacion (T>70°) de los acetilos de las hemicelulosas

(Sixta et al., 2006).

La degradacion de los carbohidratos puede ser divida en tres reacciones basicas. El peeling que
lentamente disminuye el GP desde el grupo final reductor de la cadena, mientras que el peeling
oxidativo rompe la cadena polimérica aleatoriamente y la hidrélisis alcalina que se produce a

temperaturas mas altas (Sixta et al., 2006).

La degradacion de los polisacaridos empieza en los grupos terminales reductores (peeling
primario). Posterior a la hidrélisis alcalina nuevos grupos reductores son generados dando lugar
al peeling secundario. La reaccion de stopping resulta en la formacion de grupos terminales acidos
estables en alcali. Practicamente todos los carbohidratos perdidos son degradados a una mezcla
complicada de hidroxidcidos no volatiles, y cantidades considerables de acido acético y formico
son generados. Los hexosanos son principalmente degradados a acidos glucoisosacarinicos y 2-
5-dihidroxivalérico mientras que los pentosanos son la fuente de produccion de acido
xiloisosacarinico y 2-hidroxibutanoico. En ambos casos, se forman grandes cantidades de acido

lactico (Sjostrom, 1977).

La presencia de enlaces ester intramoleculares entre las hemicelulosas y la lignina previenen la
solubilizacion selectiva y remocion de los componentes de la madera durante los procesos de
biorrefineria. El mecanismo de tratamiento alcalino involucra la saponificacion de estos enlaces
causando hinchamiento, incremento de area interna superficial, disminucion del grado de
polimerizaciéon y mayor exposicion de la celulosa. Ademas, la remocion de grupos acetilos y
acidos urdnicos de las hemicelulosas incrementa su accesibilidad. En adicién, durante los
pretratamientos alcalinos se extraen mas hemicelulosas que lignina y celulosa (Fan et al., 1982)
(Behera et al., 2014) (Hu & Ragauskas, 2012). Los pretratamientos alcalinos para extraccion de
hemicelulosas generalmente no alcanzan las altas temperaturas utilizadas en los procesos de
pulpado, por lo tanto, a temperaturas menores a 160°C unidades fenolicas reactivas de la lignina,
tal como a-O-4 éteres, se fragmentan y disuelven en el licor. A estas temperaturas las reacciones
de condensacion de la lignina no son significativas (Sixta et al., 2006) (Sarkanen, 1971). Por lo
tanto, en condiciones suaves la deslignificacion no es significativa ya que la ruptura de los enlaces
B-O-4 que son los mas abundantes en coniferas (45-60%) es mas importante a temperaturas

elevadas.
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Las pérdidas de glucomananos son especialmente altas mientras que los xilanos son mas
resistentes en medio alcalino. Una de las razones para esta mayor reactividad es la falta de
sustituyentes (Sjostrom, 1977) (Sixta et al., 2006). A su vez, en vistas a el aprovechamiento de
las hemicelulosas, la extraccion alcalina es solamente adecuada para latifoliadas o residuos
agricolas ya que los xilanos son disueltos en forma oligomérica mientras que los
galactoglucomananos de las coniferas son rapidamente degradadas por la reaccion de peeling y

por lo tanto pierden su valor de uso (Schild et al., 2010) (FiSerova & Opalena, 2012).

La efectividad de los tratamientos alcalinos depende del contenido de lignina de la biomasa
(Kumar et al., 2009). En general es mas efectivo en latifoliadas, cultivos herbaceos y residuos
agricolas con bajo contenido de lignina que para coniferas con alto contenido de lignina. La
digestibilidad de latifoliadas tratadas con NaOH aumento de 14% a 55% con una disminucion del
contenido de lignina desde 24% a 20%. Sin embargo, no se observaron efectos al tratar coniferas
con un contenido de lignina superior al 26% (Kumar et al., 2009) (Zheng et al., 2009) (Hu &
Ragauskas, 2012).

A su vez, el medio alcalino es generalmente menos eficiente en cuanto a la solubilizacion de las
hemicelulosas comparado con los tratamientos acidos (Burkhardt, 2010). Una desventaja
significativa del tratamiento alcalino es que el alcali se convierte a sales que pueden ser
incorporadas a la biomasa (Behera et al., 2014). Una limitacion es el costo de capital del reciclado

del élcali (Hu & Ragauskas, 2012).

1.4.2.3 Deslignificaciéon

Después de la celulosa, la lignina es el componente mas importante de los materiales
lignoceluldsicos. A pesar de esto, el desarrollo de productos de alto valor a partir de la lignina ha
sido considerablemente menos estudiada que el de la celulosa y actualmente se utiliza

principalmente como combustible.

La lignina restringe el hinchamiento de la celulosa, se redeposita en las superficie de las fibras y
se une covalentemente a las enzimas disminuyendo su efectividad. Por este motivo, para disminuir
la recalcitrancia de los materiales lignoceluldsicos y aumentar la digestibilidad enzimatica para
obtener celulosa de alta pureza con gran potencial para la produccion de bioetanol, se han aplicado
procesos deslignificantes (Kumar et al., 2012). A su vez, la lignina puede ser separada de las
corrientes liquidas de los procesos y utilizada como materia prima para la produccion de
productos de alto valor, como la vainillina. La produccion de etanol no es econémicamente

competitiva sin una aplicacion efectiva de la lignina (Li et al., 2009).
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Actualmente, uno de los mayores desafios en la biorrefineria es obtener estructuras de lignina que
permitan su valorizacioén y no sélo para reducir la recalcitrancia de la biomasa (Ragauskas, 2014).
Otro desafio consiste en aumentar la selectividad del proceso, es decir conservar la fraccion de

carbohidratos tanto como sea posible (Kumar, 2013).

Los pretratamientos que tienen como objetivo la extraccion de lignina tienen sus origenes técnicos
en la industria quimica de pulpado (Ragauskas, 2014). Pero a pesar de que la remocion de lignina
es técnicamente posible mediante los procesos de pulpados utilizados actualmente, estos procesos
no son econdémicamente factibles para su aplicacion en la bioconversion de materiales
lignocelulosicos. El valor relativamente alto de la pulpa (US 800 por tonelada de pulpa
blanqueada kraft en Estados Unidos®) puede justificar el alto costo de capital y los costos
operativos del pulpado quimico, mientras que los biocombustibles que son de bajo valor
comercial deben buscar alternativas de tratamientos mas baratos (Nakagame, 2010) (Chandra et

al., 2007).

Las alternativas de deslignificacion mas estudiadas como parte de secuencias de fraccionamiento,
son los procesos alcalinos mas atranquinona (Reguant et al., 1997), (Anglés Neus et al., 2003),
oxidativos (Maekawa, 1996) (Schwald et al., 1989) (Yang et al., 2002) (Palonen et al., 2004)
(Kumar, 2013) (Pan et al., 2004) (Draude et al., 2001) y el proceso organosolv (Sannigrahi, Miller
& Ragauskas, 2010) (Park et al., 2010) (Pan et al., 2007).

En los procesos de explosion de vapor, las altas presiones modifican quimicamente la lignina la
cual puede ser posteriormente extraida aplicando un lavado alcalino suave o con procesos
oxidativos. Para las latifoliadas o residuos agro-industriales se obtienen altos rendimientos de

extraccion en cambio en coniferas es necesario utilizar otros tratamientos mas severos (Pereira

Ramos, 2003).

Los tratamientos alcalinos de la materia prima lignoceluldsica se encuentran ampliamente
difundidos y utilizados en la industria de transformacién quimica de dicho material en pulpa
celuldsica. El proceso de pulpado Kraft, que utiliza NaOH y NasS, es el mas popular entre los
tratamientos alcalinos a nivel mundial. Los problemas ambientales derivados de los tratamientos
que involucran dichos compuestos alentaron la bisqueda de alternativas libres de sulfurados,
como el pulpado alcalino a la Soda con Atraquinona (AQ). La utilizacion de AQ como aditivo
presenta el beneficio de incrementar el rendimiento al preservar los carbohidratos, a la vez que
aumenta el grado de deslignificacion, lo cual se ve fundamentado en el mecanismo de accion de

la misma (Grace & Malcolm, 1989).Ademas, este proceso permite la obtencion de ligninas libre

3 De acuerdo al PIX (Pulp Bencmark Index). http://www.foex.fi/PIX/pulp-paper/
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de azufre que es una ventaja en algunas aplicaciones futuras de productos de alto valor de la

lignina, como la fibras de carbono (von Schenck et al., 2013).

Reguant et al. estudiaron la deslignificacion soda/antraquinona en aserrin de pino y spruce
pretratado con vapor para la produccion de pulpa blanqueada. Este proceso en condiciones
optimizadas (170°C, 40% de NaOH, 150 min y 0,1 % bs de AQ) produjo pulpas con un numero
de Kappa de 16.6 (el nimero de Kappa es un parametro que indica el contenido de lignina residual
en pulpas). Ademas, concluyeron que la deslignificacion aumenta cuando la severidad del
pretratamiento aplicado se incrementa (Reguant et al., 1997). Por el contrario, el rendimiento de
recuperacion de lignina posterior del licor es menor debido a que en condiciones mas severas de
pretratamiento las lignina sufre reacciones de condensacion produciendo moléculas con enlaces

C-C muy estables dificiles de extraer o transformar (Anglés Neus et al., 2003)

La aplicaciéon de una secuencia acida-deslignificacion alcalina de pino no resulté interesante
debido al bajo rendimiento de carbohidratos (8% menor comparado a la aplicacion de solo una

etapa alcalina con soda/AQ) (von Schenck et al., 2013).

La quimica de los procesos alcalino se basa en tres grupos de reacciones: fragmentacion,
degradacion y disolucion y condensacion de la lignina (Fengel, 1989) (Sixta et al., 2006) (Gupta
Kumar & Tuohy, 2013) siendo los iones hidroxilo los responsables de la deslignificacion. Las
reacciones de degradacion producen la liberacion de fragmentos de lignina y su posterior
disolucion. Las reacciones de condensacion generan enlaces estables incrementando el peso

molecular de los fragmentos de la lignina y pueden resultar en su reprecipitacion.

Las siguientes reacciones son la base de la degradacion/disolucion de las porciones fenodlicas de
la lignina: ionizacion de grupos fendlicos, ruptura de enlaces a aril éter y el enlace mas abundante
B-O-4 éter y liberacion de grupos fenodlicos libres. En la figura 1.24 se muestra la ruptura alcalina
del enlace a-aril éter en unidades fendlicas fenilpropano. A partir de la ruptura de estos enlaces,
se forma de manera reversible un intermediario denominado quinonametidica. En una reaccion
subsecuente se produce la adicion nucleofilica del OH al Ca de la quinonametidica resultando en
rupturas de uniones internas de la lignina y una mayor hidrofilicidad de los fragmentos con una
mejor disolucion en el licor. La adicion del i6n hidrosulfuro en el pulpado Kraft representa una
ventaja con respecto al pulpado a la soda, ya que este i6n presenta mayor nucleofilicidad que el
ion OH. A su vez la adicion de sulfuro reduce la extension de las reacciones indeseadas de

condensacion (Sarkanen, 1971) (Sixta et al., 2006) (Santos et al., 2013).
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Figura 1.24 Ruptura alcalina del enlace a-aril éter en unidades fendlicas fenilpropano

(Ragauskas, 2015)

Las reacciones sufridas por la lignina en los procesos de deslignificacion alcalinos convierten al

polimero parcialmente hidrofilico permitiendo su solubilizacion en el licor alcalino (Ragauskas,

2015).

El proceso organosolv se puede llevar a cabo en condiciones alcalinas o acidas, dependiendo del
catalizador utilizado. Este proceso consiste en el tratamiento de la biomasa con una mezcla de
agua y solventes organicos junto con la adicion de un catalizador a 140-200°C. La celulosa puede
ser recuperada en la fase solida y la lignina y hemicelulosas pueden ser obtenidas después de la
extraccion o destilacion de la fase liquida. Los solventes mas utilizados son el etanol y metanol
debido a su bajo costo, bajo punto de ebullicion y facil recuperacion (Xu et al., 2013) (Sannigrahi
& Ragauskas, 2013). Diferentes catalizadores han sido evaluados para biomasa lignoceluldsica,
siendo los mas estudiados el acido sulfurico y el hidroxido de sodio. Park et al. aplicaron este
proceso a pino evaluando el uso de tres catalizadores (acido sulftrico, hidroxido de sodio y
magnesio) con etanol y concluyeron que el acido sulfurico es el mas eficiente en cuanto a la
digestibilidad enzimatica del material (93% a las 72 horas) aunque la deslignificacion no fue
significativa. Por el contrario, el proceso en medio alcalino dio el menor rendimiento de hidrdlisis
enzimatica (73% a las 72 horas) y mayor rendimiento de deslignificacion (Park et al., 2010). El
tratamiento de aserrin de pino con etanol sin la adicion de catalizador consigue un rendimiento de
hidrolisis enzimatica considerablemente mas bajo (30% a las 50 horas con una carga enzimatica

de 12 FPU) a pesar de la elevada eficiencia en la deslignificacion (76,5%) (Xu et al., 2013).

El tratamiento organosolv tipicamente resulta en una remocion de lignina del 50% a través de la
ruptura de uniones lignina-carbohidrato y enlaces p-O-4 con la subsecuente solubilizacién en el
solvente organico (Ragauskas, 2014). Por ejemplo, la aplicacion de este proceso con etanol y
acido sulfurico (65% de etanol, 170°C, 70 min y 1,1% H>SO4) a pino permite obtener una

recuperacion de celulosa del 75-80% con una deslignificacion de 60% aproximadamente (Pan et
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al., 2007), (Sannigrahi, Miller & Ragauskas, 2010). Pan et al. obtuvieron un rendimiento de

conversion de celulosa a glucosa de 93-97%.

La deslignificacion parcial de la biomasa lignoceluldsica puede alcanzarse con un agente oxidante
como el peroxido de hidrogeno, ozono, oxigeno o aire (Kumar Gupta & Tuohy, 2013). Estos
procesos son cominmente aplicados como parte de las secuencias de blanqueo utilizadas en las
industrias de fabricacion de pulpa. Por lo tanto, generalmente se aplica a pulpas con contenido
relativamente bajo de lignina (por ejemplo: pulpas kraft), siendo un desafio su aplicacion a
materiales con alto contenido de lignina (> 40%) (Kumar, 2013). A su vez, en un marco de
biorrefineria son generalmente utilizados como post tratamientos para aumentar la digestibilidad

enzimatica de la biomasa pretratada (Pan et al., 2005).

El tratamiento con peroxido alcalino ha sido reportado como un proceso altamente efectivo en la
remocion de lignina y mejoramiento de la hidrolisis enzimatica de varias coniferas pretratadas
con vapor (Maekawa, 1996), (Yang et al., 2002), (Schwald et al., 1989). Por ejemplo, el
tratamiento con perdxido alcalino de Douglas Fir pretratado (impregnado con SO, y explosion de
vapor) con una carga de peroxido de hidrégeno de 1% p/p a 80°C por 45 min a pH 11,5 permitio
solubililizar mas del 90% de la lignina residual e hidrolizar la fraccion celuldsica obtenida
completamente a las 48 horas con una carga enzimatica de 20 FPU/g de celulosa (Yang et al.,
2002).

El mecanismo de reaccion no estd completamente establecido pero se cree que los productos de
la descomposicion del perdxido de hidrogeno en medio alcalino (radicales hidroxilos y aniones
superoxidos) causan la oxidacion de la estructuras de la lignina formando grupos hidrofilicos
(carboxilos), la ruptura de algunas uniones y eventualmente la disolucion de la lignina. Al mismo
tiempo los radicales libres pueden depolimerizar la celulosa. La descomposicion del peroxido esta
influenciada por la presencia de metales que actilan como estabilizantes del mismo, por lo cual
generalmente, se agregan agentes quelantes que forman un complejo con los mismos eliminando
su efecto. A su vez, los pretratamientos acidos mejoran la deslignificacion con perdxido ya que

eliminan los metales del material (Lachenal, 1996).

El proceso de perdxido alcalino requiere la aplicacion de altas cargas de perdxido que hace
impractica su aplicacion industrial. Por lo tanto, una alternativa es la oxidacion himeda que
consiste en la aplicacion de oxigeno o aire en medio alcalino que es un proceso ampliamente
utilizado en pulpado y blanqueo. Pan et al. aplicaron este proceso a abeto Douglas exploido
(impregnado con SO, y explosion de vapor) bajo condiciones optimizadas (presion de oxigeno de

0,5 MPa, 15% NaOH, 110°C y 3 h) y obtuvieron un 84% de deslignificacion con una posterior
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conversion de celulosa a glucosa de 90% a las 48 h con una carga enzimatica de 20 FPU/g de

celulosa (Pan et al., 2004).

La oxidacion humeda es un método oxidativo que emplea aire u oxigeno como catalizador a bajas
temperaturas que ha sido probado como un método eficiente para la solubilizacion de
hemicelulosa y lignina mientras incrementa la digestibilidad enzimatica de la biomasa (Huang &
Ragauskas (a), 2013). Este tratamiento aplicado a Picea abies a 200°C, 10 min y pH neutro
permitié obtener una conversion del 79% de celulosa a glucosa a las 72 h con 30 FPU/g de
celulosa. Aunque este aumento del rendimiento de la hidrolisis enzimatica fue atribuido a la

extraccion de hemicelulosas ya que no hubo deslignificacion significativa (Palonen et al., 2004).

El ozono es un potente agente oxidante que reacciona con los grupos fenolicos de la lignina
formando un gran numero de 4cido carboxilicos que hacen a la lignina mas hidrofilica. La
susceptibilidad de los carbohidratos de reaccionar con los productos de degradacion del ozono
restringe la capacidad de utilizacién del ozono en los procesos de blanqueo (van Lierop et al.,
1996). La aplicacion de ozono en coniferas no ha permitido obtener una deslignificacion
significativa y en consecuencia, los rendimientos de la hidrolisis enzimatica son bajos (Sannigrahi
etal.,2012), (Yuetal., 2011). Yuet al. atribuyen este resultado a que debido a la alta reactividad
del ozono éste reacciona mayormente en la superficie de la biomasa antes de penetrar en la
estructura mas interna dando lugar a una deslignificacion poco uniforme. La principal ventaja de
este proceso es que no genera ningin producto de degradacion que interfiera en los procesos
bioldgicos mientras que su principal desventaja es la gran cantidad de ozono utilizada, tornando

al proceso muy costoso (Huang & Ragauskas (a), 2013).

La deslignificacion con oxigeno es ampliamente utilizada en la industria de pulpa y papel. Este
proceso ha sido definido como un método en el cual una fraccion de lignina residual de pulpa sin
blanquear puede ser removida usando oxigeno y alcali. En general, la quimica de la
deslignificacion con oxigeno involucra hidrolisis alcalina de la cadena de celulosa y ruptura de la
molécula de lignina mediante reacciones con radicales libres y en condiciones mas severas

condensacion de la lignina (Pan et al., 2004).

Las condiciones tipicamente utilizadas en las fabricas de pulpa son: media consistencia (10-14%),
temperaturas de 85-105°C por 60 min. y bajo presion (700-800 kPa de presion interna). En estas
condiciones se consigue disolver el 50 % de la lignina presente en una pulpa Kraft sin impacto
significativo en el rendimiento y resistencia de la pulpa. La aplicacion de este proceso a sustratos
con alto contenido de lignina ha sido escasamente estudiado (Pan et al., 2004), (Draude et al.,

2001), (Charles et al., 1998).
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Pan et al. han encontrado que la biomasa con alto contenido de lignina se comporta de manera
diferente durante la deslignificacion con oxigeno ya que las reacciones de condensacion de la
lignina y destruccion de la celulosa fueron mas importantes que la deslignificacion. Sin embargo,
en condiciones mas suaves consiguieron remover el 84% de la lignina siendo la pérdida de
carbohidratos del 10% aumentando la digestibilidad enzimatica a 90% en 48 h con 20 FPU/g de
celulosa (Pan et al., 2004).

1.4.3 Cambios estructurales producidos durante el pretratamiento y su relaciéon con

la hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica (HE) es una reaccion heterogénea multietapa en la cual la celulosa se
rompe inicialmente en la interfase s6lido-liquido a través de la accion sinérgica de endoglucanasas
y exoglucanasas/celobiohidrolasa, como se observa en la Figura 1.25. Esta reaccion inicial es
acompaiada por una posterior hidrolisis de los compuestos solubles en la fase liquida, como los
oligosacaridos y la celobiosa, para producir glucosa por la accion de la B-glucosidasas (Yang et
al, 2011). La accion de las enzimas estd influenciada por las caracteristicas estructurales de los
materiales lignoceluldsicos. El principal objetivo de la etapa de pretratamiento en la produccion
de bioetanol de segunda generacion consiste en modificar esta estructura disminuyendo la
recalcitrancia de la celulosa para aumentar el rendimiento de la HE (Sannigrahi & Ragauskas,

2008).

o CELULOSA
OH
HO & 0 0 0
OH
HO 0 HO
OH
OH n OH
Endp-glucanasa y
2Yn_alussnncs
eko-glicarass l
OH oH
OH
0 0 0
Ho 0 0 B~glucosidasa OH
Ho. OH » HO
OH Ho. " OH
CELOBIOSA GLUCOSA

Figura 1.25. Hidrolisis enzimatica de la celulosa (Sanchez Ramirez et al., 2014)
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La microestructura compleja de los materiales lignoceluldsicos esta compuesta por lignina y una
matriz de hemicelulosas, que encapsulan y sostienen las fibrilas de celulosa. Durante los procesos
de fraccionamiento/pretratamiento la estructura de los materiales lignocelulodsicas es alterada
como resultado de las altas temperaturas utilizadas y de la solubilizacion de las hemicelulosas

causando cambios estructurales en la lignina y la celulosa (Yang et al., 2011) (Pu et al., 2013).

1.4.3.1 Cambios estructurales de la celulosa

Las caracteristicas fisicas de la celulosa que se modifican durante los pretratamientos son el grado

de cristalinidad, el grado de polimerizacion y el area superficial accesible (Yang et al., 2011).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las fibrillas de celulosa son una mezcla de regiones
mas ordenada y otras desordenadas. La cristalinidad de la celulosa aumenta durante los
pretratamientos a causa de la degradacion de las regiones mas accesibles que son menos estables.
A su vez, la celulosa esta formada por una region ordenada que es una mezcla de dos alomorfos
cristalinos, la celulosa I, y la celulosa Ig. La primera es meta estable y puede ser convertida
termodindmicamente al alomorfo estable Ig que es mas resistente al ataque enzimatico (Debzi et
al., 1991). Se ha reportado que durante los pretratamientos la celulosa I, es convertida a celulosa
para-cristalina que luego se transforma a celulosa I (Sannigrahi & Ragauskas, 2008) (Foston &

Ragauskas, 2010). Esta transformacion puede provocar un rendimiento mas bajo de la HE.

La longitud de la cadena de la celulosa expresada como grado de polimerizacion (GP) puede
afectar las propiedades mecanicas de materiales compuestos y del papel, la solubilidad de la
celulosa en un determinado solvente y la eficiencia de la hidrolisis enzimatica. Por lo tanto, el GP
es una de las propiedades estructurales de la celulosa mas importantes. Un menor GP favorece la
hidrolisis enzimatica porque las cadenas de celulosa mas cortas forman menos enlaces hidrogenos
que contribuyan a la estructura cristalina incrementando asi la accesibilidad de las enzimas a la
celulosa y a su vez, el nimero de grupos finales reductores permitiendo una actividad mas efectiva

de las exoglucanasas (Pu et al., 2013).

Los pretratamientos producen una parcial hidrélisis de la celulosa que resulta en una disminucion
del GP, que es atin mayor a severidades mas altas de pretratamiento. E1 GP de la celulosa decrece
gradualmente hasta alcanzar un valor nominal llamado grado de polimerizacion estabilizado. La
disminucién inicial del GP representa la hidrolisis de la region amorfa, mientras que la meseta

corresponde a la hidroélisis lenta de la region cristalina de la celulosa (Pu et al., 2013). Huang et
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al. comprobaron que el GP de pino tratado con acido sulfurico diluido a 180°C durante 30 min

disminuy¢ entre 60-64% en comparacion con el material inicial (Huang & Ragauskas (b), 2012).

El area superficial puede ser dividida como el area superficial interior que es esencialmente
reflejada por la porosidad de la biomasa, y el area superficial exterior que es determinada por el
tamafio de particula (Meng & Ragauskas, 2014). El area especifica superficial y el tamafio medio
de poro influencian la adsorcion de las enzimas en la superficie de la celulosa y la subsecuente
desconstruccion enzimatica. Los pretratamientos provocan un incremento del area superficial, del
volumen y tamafio de poro a causa de la descomposicion y desprendimiento de la estructura
lignocelulosica (Pu et al., 2013). El incremento de la accesibilidad de la celulosa en la explosion
de vapor, autohidrdlisis e hidrdlisis con acido diluido es debido a la remocion de hemicelulosas
mientras que en los procesos de deslignificacion, como el proceso organosolv este aumento es
provocado tanto por la remocion de la lignina como de las hemicelulosas (Meng & Ragauskas,
2014). Meng et al. demostraron que los tratamientos acidos son mas efectivos que los procesos

alcalinos en términos de incremento de la accesibilidad de la celulosa (Meng et al., 2015).

Meng et al compararon los efectos producidos en la accesibilidad de madera de 4lamo durante
dos pretratamientos llevados a cabo a 150°C: acido sulftrico diluido y explosion de vapor (EV)
con agua. El pretratamiento con acido diluido fue mas efectivo en términos de area superficial
accesible a pesar de la descompresion explosiva en el tratamiento EV. Sin embargo, el tratamiento
EV fue mas efectivo en cuanto al aumento de la porosidad (Meng et al., 2013). Muzamal et al han
concluido que durante los procesos de explosion de vapor la descompresion final no es la
responsable de la desintegracion de la madera, si no que esto ocurre por el ablandamiento de las
fibras a alta temperatura. Durante el tratamiento de explosion de vapor se produce un aumento de

la porosidad de las traqueidas (Muzamal et al., 2015).

1.4.3.2 Cambios estructurales de la lignina

La lignina es considerada el componente que provoca mas recalcitrancia a la pared celular de la
madera ya que actua como un pegamento de los componentes de la pared celular restringiendo la
accesibilidad de la celulosa. A su vez, la lignina es negativa para la HE porque las enzimas se
adsorben a esta molécula disminuyendo la efectividad de las mismas. En general, a mayor
contenido de lignina menor rendimiento de la hidrdlisis enzimatica (Yang et al., 2011) (Pu et al.,
2013). Este es una de las causas por las cuales las coniferas suelen ser mas refractarias al ataque
enzimatico. Los procesos que extraen lignina contribuyen en la mejora de la digestibilidad de la
celulosa. Por ejemplo, Kruyeniski et al. concluyeron que existe una correlacion negativa entre el

rendimiento de la HE y el contenido de lignina de aserrin de pino tratado con etanol e hidroxido
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de sodio (Kruyeniski et al, 2015). Yu et al. demostraron que la remocion de lignina no solamente
expone mas a la celulosa sino también incrementa la porosidad del material y rompe el complejo

lignina-carbohidrato (Yu et al., 2011).

Durante los pretratamientos en medio 4cido las reacciones predominantes que se producen en la
lignina son reacciones de fragmentacion por ruptura de enlaces B-O-4 y reacciones de
condensacion. Los cambios producidos en el peso molecular de la lignina indican el grado de
ocurrencia de estas reacciones, ya que la ruptura de los enlaces f-O-4 genera una disminucion en
el peso molecular y las reacciones de condensacion un incremento del mismo (Pu et al., 2013). El
peso molecular es una propiedad fundamental que influye en la recalcitrancia de la biomasa y en
la valorizacion de la lignina (Tolbert et al., 2014). Estudios demostraron que a medida que se
incrementa el tiempo de pretratamiento las reacciones de recondensacion son dominantes,
resultando en un incremento del peso molecular (Pu et al., 2013) (Sun et al., 2015). Sin embargo,
el comportamiento del peso molecular de la lignina en condiciones acidas depende del tipo de

pretratamiento, severidad aplicada y tipo de biomasa (Pu et al., 2015).

Ademas, la lignina se relocaliza y redistribuye durante los pretratamientos, formando burbujas de
lignina o aglomerados con varias morfologias (Pu et al., 2015). Las altas temperaturas provocan
la licuefaccion de la lignina lo cual permite que esta se vuelva mas elastica. Cuando la temperatura
y la presion se reducen, la lignina liberada se aglomera en la pared celular (debido a su naturaleza
hidrofobica) y se condensa formando enlaces bifeniles 5-5° y nuevos enlaces C-C. Esta lignina
condensada es mucho mas dificil de remover que la lignina nativa y como tiende a acumularse en
el lumen y en las areas que han sido abiertas durante el pretratamiento, se observa una disminucioén
de la porosidad y por ende de la eficacia de los procesos quimicos o biologicos que son aplicados
posteriormente (Cullis, 2003). Kobayashi et al. observaron que la lignina de alamo pretratado con
acido sulftrico diluido a temperaturas > 140°C se vuelve mas rigida como resultado de la ruptura

de enlaces éter y subsecuente formacion de nuevos enlaces, es decir recondensacion de la lignina

(Kobayashi et al, 2011).

1.4.3.3 Cambios estructurales de las hemicelulosas

Las hemicelulosas envuelven y protegen a la celulosa influenciando la recalcitrancia de la
biomasa al ataque enzimatico (Pu et al., 2013) (Yang et al., 2011). Por lo tanto, la extraccion de
las hemicelulosas podria incrementar la accesibilidad de la celulosa durante la hidrdlisis
enzimatica. Varios autores han demostrado que la disolucion de las hemicelulosas durante el
pretratamiento incrementa la porosidad del material y en consecuencia la digestibilidad

enzimatica de la biomasa (Singh et al., 2015) (Chandra et al., 2007) (Grethlein & Converse, 1991).

53



Capitulo 1. Introduccion

Las cadenas de hemicelulosas son extensamente acetiladas, y los grupos acetilos incrementan la
recalcitrancia de los materiales lignoceluldsicos ya que restringen la accesibilidad de la celulosa.
Por lo tanto, la deacetilacion provee mas sitios para la union de las enzimas favoreciendo la

digestibilidad enzimatica de materiales pretratados (Pu et al., 2013) (Yang et al., 2011).

La degradacion de las hemicelulosas en medio 4cido contribuye a la formacion de pseudolignina
que es incluso mas negativo al proceso enzimatico que la lignina pretratada (Pu et al., 2013). Este
material aromatico es producido por la condensacion de los productos de degradacion de los

polisacaridos (Sannigrahi, Ragauskas y Miller, 2008).
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CAPITULO II. OBJETIVOS

I1.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en aplicar el concepto de biorrefineria al aserrin

generado en la industrializacion primaria de pino, mediante el disefio y optimizacion de secuencias

de fraccionamiento, rentables y amigables con el medioambiente, combinando procesos

fisicoquimicos de separacion, para lograr su aprovechamiento integral mediante el desarrollo de

productos de alto valor agregado (productos intermedios, bioetanol y biomateriales).

I1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Para lograr el objetivo general es necesario alcanzar distintos objetivos especificos, entre los que se

incluyen los siguientes:

v

Caracterizacion fisico-quimica de aserrines generados en aserraderos seleccionados de la
provincia de Misiones a fines de conocer la variabilidad que puede existir dependiendo del
proceso de aserrado y la especie de la cual provengan.

Disefio y optimizacion de una etapa de desresinacion alcalina del residuo.

Disefio y optimizacion de la extraccion de hemicelulosas a través de dos tecnologias:
hidrdlisis acida diluida y explosién de vapor.

Evaluacion de diferentes alternativas de deslignificacion: soda/antraquinona, organosolv
alcalino, peréxido de hidrégeno alcalino, oxigeno alcalino.

Caracterizacion quimica de las fracciones liquidas y sélidas obtenidas durante los diferentes
fraccionamientos.

Evaluacion de los cambios estructurales producidos en el aserrin de pino durante el proceso
de fraccionamiento.

Comparacion de los procesos considerando los rendimientos y caracteristicas quimicas y
fisicoquimicas de los materiales obtenidos.

Evaluacion de la fraccion celuldsica obtenida para su posterior conversion a bioetanol.
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS

I11.1 MATERIALES

II1.1.1 Materias primas

Se utilizaron como materia prima los residuos lignoceluldsicos generados por la industrializacion
primaria de pino de la provincia de Misiones. Con el objetivo de obtener una muestra
representativa de los residuos que se generan se recolectaron muestras de pilas de aserrin de dos
aserraderos ubicados en distintas zonas de la provincia (norte y sur), que procesan principalmente
pino elliottii (Tabla III.1). Se determin6 la humedad inicial del material y luego se seco al aire

hasta alcanzar una humedad de equilibrio de entre 10 y 12%.

Tabla II1.3. Aserraderos muestreados, ubicacion y especie procesada.

Materia

Aserradero Zona .
prima

Aserradero Forestal Eldorado Norte | pino elliottii

Aserradero Forestal AM Sur pino elliotti

Para la caracterizacion fisica se tomo una muestra de 700 g aproximadamente utilizando el
método de cuarteo sucesivo y se determinoé la granulometria por medio de tamizado con tamices
normalizados de 8, 10, 18, 40 y 60 mesh segin normas ASTM E11 (ASTM 1995). Se

determinaron los pesos y los porcentajes de cada fraccion.

Posteriormente, se realiz6 un fraccionamiento grueso de todo el material para lo cual se utilizaron

tamices con aberturas cuadradas de tres tamafos diferentes (Tabla I11.2).

Tabla IIL2. Fraccionamiento grueso de la materia prima

Forestal Eldorado Forestal AM
Fracciones | Peso (g) % Peso (g) %
R 12,5 mm 228 2,0 251 23
R 5 mm 1682 14,9 459 4,2
R 3 mm 2947 26,0 3049 27,7
P 3 mm 6469 57,1 7251 65,9
Total 11326 100 11010 100
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En ambos casos, la fraccion P3 (pasa aberturas de 3 mm) resulté en mayor proporcion. La
hidrolisis acida diluida se realizo con esta fraccion mientras que la explosion de vapor se realizo
con el aserrin R3 (aserrin que pasa aberturas de 5 mm y queda retenido en aberturas de 3 mm),
debido al mayor volumen del reactor, para evitar la compactacion del aserrin dentro del mismo y

facilitar su manipulacion.

II1.1.2 Reactivos y Enzimas

Los reactivos utilizados fueron NaOH, H,SO4, Etanol y H,0, (Anedra) y Antraquinona (Aldrich)
todos de grado analitico. El O, (La Oxigena) utilizado fue de grado medicinal. Los patrones
utilizados para las curvas de calibracion de azicares (celobiosa, glucosa, xilosa, arabinosa,
manosa y galactosa), del standard interno (manitol) y productos de degradacion (furfural, HMF y

acido acético) utilizados para la cuantificacion cromatografica fueron de Sigma Aldrich.

Las enzimas utilizadas fueron enzimas comerciales celulasas de Trichoderma Reesei (actividad
51 FPU/mL de celulasa) y celobiasa de Aspergillus niger (339 1U celobiosa) adquiridas a través
de Sigma Adrich.

I11.2 METODOS DE CARACTERIZACION

En esta seccion se describen los métodos utilizados para la caracterizacion de muestras solidas

(materias primas y so6lidos pretratados) y liquidas (liquidos de pretratamiento, hidrolizados).

IIL.2.1 Caracterizacion quimica de muestras sélidas

La caracterizacion quimica del aserrin utilizado como materia prima, y de la fraccion solida
resultante de los diferentes pretratamientos se llevdo a cabo segin normas estandares del
Laboratory Analytical Procedure, Technical Reports (NREL/TP). La mayoria de estos
procedimientos provienen de normas de organismos internacionales como ASTM (American
Society for Testing and Materials) y la IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry). Un esquema del procedimiento de caracterizacion del material puede observarse en

la Figura II1.1. Las determinaciones se realizaron a cada muestra por duplicado.
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Figura II1.1 Esquema de caracterizacion del aserrin, antes y después de los tratamientos.

II1.2.1.1 Toma y Preparacion de muestras

La toma y preparacion de las muestras antes del analisis de cenizas, extractivos, carbohidratos y

lignina soluble e insoluble en acido se llevd a cabo siguiendo el

procedimiento “Preparacion de

muestras para analisis de composicion”, NREL/TP-510-42620 (Hames et al., 2005). Se utiliz6 el

método de preparacion de muestra A (secado al aire). Se tomd una muestra de aserrin de la

fraccion R3 proveniente del tamizado grueso. La muestra seca al aire se pes6 en balanza analitica

con 0,1 mg de precision y luego fue mantenida en la estufa hasta que la variaciéon en peso de

biomasa fue inferior a 1%. Luego se molio la muestra, se tamizo y

la fraccion retenida en un tamiz

60



Capitulo Ill. Materiales y Métodos

de malla 80 mesh se utiliz6 para el analisis composicional. Finalmente, la muestra se almacen6
en un recipiente hermético hasta su utilizacion. Se determind la composicion, expresado en

porcentaje como base seca.

II1.2.1.2. Determinacion de solidos totales y humedad

La determinacion de solidos totales y humedad se realizo segin el método NREL/TP-510-42621
(Sluiter et al. (a), 2008), que utiliza horno a conveccion para la determinacion de humedad. Para
ello, se coloco la muestra en una capsula previamente tarada en estufa a 105 + 3°C durante 1h. Se
enfrié en desecador hasta temperatura ambiente y se pesd con precision de 0,1 mg en balanza
analitica. Se repitio el procedimiento hasta que la variacion de dos pesadas sucesivas fue inferior
a 0,1%. El resultado obtenido se expres6 en porcentaje, relacionando la masa de solido seco con

la masa del solido inicial (Ec.IIL.1).

Peso seco

Sequedad (%) = * 100 Ec.III.1

Peso huimedo

II1.2.1.3. Componentes extraibles en agua y alcohol etilico

Se evaluaron los componentes extraibles en agua y alcohol etilico. Para ello se utiliz6 un equipo
Soxhlet (Figura II1.2), segun lo especificado en NREL/TP-510-42619 (Sluiter et al., 2005). La
muestra solida se coloco en un cartucho de extraccion, se peso y se realizaron dos extracciones
consecutivas. La primera de ellas con agua destilada y la segunda con alcohol etilico. Cada
extraccion se llevd a cabo durante 6 horas. Posteriormente, se destild el solvente y se peso el

residuo. El contenido de extraibles se expresa en porcentaje en base seca (Ec.I11.2).

. P t t
Y%Extractivos = ——a-22 A0 100 Ec.II1.2

Peso seco muestra
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Figura IIL.2. Calentador multiple para extraccion con Soxhlet.

1I1.2.1.4. Contenido de cenizas

A partir de la muestra solida libre de extractivos se determino la composicion de cenizas (material
inorganico). Para ello, se colocaron crisoles con la muestra en mufla a 575+25°C durante 3 h,
hasta calcinacion. Luego se enfriaron hasta temperatura ambiente, y se pesaron los crisoles con el
residuo. Se repitid el procedimiento hasta peso constante. Este procedimiento es el especificado
por NREL/TP-510-42622 (Sluiter et al., 2005). Se determiné el contenido de cenizas, expresado

como porcentaje en base seca.

II1.2.1.5. Determinacion de carbohidratos estructurales y lignina

La determinacion de carbohidratos estructurales y lignina en biomasa se llevo a cabo segun el
procedimiento NREL/TP-510-42618 (Sluiter et al. (b), 2008). Para ello, se hidrolizé la muestra
solida con solucion de acido sulftrico al 72%, durante 1 h a 30°C. Luego, se diluyo al 4% y se
coloco en autoclave a 121°C durante 1 h. Posteriormente se separd el solido del liquido con
filtracion al vacio. Para la cuantificacion del contenido de lignina insoluble en acido se tomé el
residuo retenido en el filtro, se secd en estufa y se peso. El contenido de lignina soluble en 4cido
se determino sobre la fase liquida, mediante espectrofotometria a 320 nm. Las ligninas de
coniferas son insolubles en acido sulfurico al 72% por lo tanto la cuantificacion de lignina

insoluble provee una medicion bastante exacta del contenido total de lignina (Pettersen, 1984).

Los productos de degradacion (Furfural y HMF) y el 4cido acético se determinaron por HPLC
(Waters Corp. Massachusetts, USA) equipado con un inyector automatico y una columna

AMINEX-HPX87H, bajo las siguientes condiciones: 4mM de H.SO4 como eluyente, caudal de
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0,6 mL/min, 35°C, y detector de Arreglo de Diodos (acidos organicos a 210 nm y furfural e HMF
a 254 nm).

Los carbohidratos fueron analizados utilizando HPLC usando una columna SHODEX SP810
conectada en serie a una pre-columna deionizadora BIORAD. Las condiciones cromatograficas
utilizadas fueron: agua como eluyente, caudal de 0,6 mL/min, 85°C, y detector de Indice de
Refraccion (IR). Las muestras se prepararon neutralizando los hidrolizados con hidréxido de bario
y agregando manitol como estandar interno para cuantificar la disolucion producida en el
transcurso de la neutralizacion de la muestra. El procedimiento consisti6 en la toma de 20 mL de
hidrolizado y 3 mL de manitol de una solucion de concentracion conocida (2 g/L). Esta solucion
fue ajustada a un pH de 5,3 con Ba(OH), s6lido manteniendo la mezcla en perfecta agitacion con
un agitador magnético. Una vez neutralizada la muestra se centrifugd durante 10 minutos con el
objetivo de separar el BaSO4 precipitado durante la reaccion de neutralizacion de la fase liquida.
El liquido sobrenadante (30 mL) se concentré hasta cuatro veces usando un evaporador rotativo
hasta un volumen final de 5 mL aproximadamente. La muestra se coloco en un vial y se congelo
hasta el momento de realizacion del analisis. La figura 1.3 muestra un ejemplo de los
cromatogramas obtenidos. Como se observa en la figura I11.3 la manosa no se resuelve bien de la
arabinosa por lo tanto, la concentracion de arabinosa se verificd inyectando la muestra en la
columna AMINEX-HPX87H la cual permite una buena resolucion de este carbohidrato. Con esta
metodologia no se encontraron diferencias significativas en la concentracion cuantificada de

arabinosa entre ambas columnas.
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18,00

16,00
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Figura II1.3. Analisis cromatografico de un hidrolizado de pino para la cuantificacion de

azucares con columna Shodex SP810.
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Para la cuantificacion de los azlcares se calcula un Factor de dilucion segun la siguiente

expresion:

VpixCpi inicial _ 3%2

. . = . Ec. III.3
ValicuotaxCpi HPLC ~ 20%Cpi HPLC

Factor de dilucion =

Donde:

Vpi: volumen inicial del patrén interno, 3 mL.

Cpi inicial: concentracion inicial del patrén interno, 2 g/L

V alicuota: es el volumen de muestra tomado para la neutralizacion, 20 mL.

Cpi HPLC: es la concentracion del patrén interno calculada por el sistema cromatografico

expresada en g/L.

Los limites de deteccion se estimaron a partir de la curva de calibracion para concnetraciones

bajas aplicando la siguiente ecuacion (Quattrocchi et al, 1992):

Yp1 +3 Sp1 i
- * = Ec.1ll.4

LD =
Donde:

b= pendiente de la curva de calibracion en el rango de estudio

Ybl = respuesta obtenida por extrapolacion a concentracion cero de la curva de calibracion para

concentraciones bajas
Sbl = desviacion estandar a concentracion cero de la curva de calibracion a concentraciones bajas
n = nimero de medidas individuales

Las hexosas degradadas se cuantificaron como el producto de la concentracion de HMF por el
factor estequiométrico de 1,4286, y las pentosas degradadas como el producto de la concentracion
de furfural por una factor estequiométrico de 1,5625 (Mr glucosa/Mr HMF y Mr xilosa/Mr
furfural respectivamente siendo Mr la masa molar del componente). Los carbohidratos se

multiplican por un factor de correccion anhidro para expresarlos como polimero (Kaar,1991).

El contenido de celulosa en la materia prima se determiné midiendo el contenido total de glucosa

en el aserrin y descontando la glucosa proveniente de los glucomananos. Se asume que el valor
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medio de unidades de manosa por unidad de glucosa en hemicelulosas de pino es 4,15 (Yoon et

al., 2008).

La glucosa proveniente de la celulosa (C) y los azicares hemiceluldsicos (H) en el aserrin original

se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

manosa
4,15

C = glucosa * 0,9 — x 0,9 Ec. I11.5

H = (arabinosa + xilosa) * 0,88 + (galactosa + manosa + glucosa) * 0,9 + Acetilos * 0,717 — C
Ec.IIl.6

La hidrolisis de las cadenas de hemicelulosas implica la adicion de una molécula de agua al
residuo glucosidico, por lo tanto, es necesario considerar un factor estequiométrico para expresar
el peso del componente como polimero en la madera. Los coeficientes de las ecuaciones
representan la relacion: (Mr componente — Mr agua)/(Mr componente) para expresar los
carbohidratos como homopolimeros (glucanos, mananos, xilanos, arabinanos y galactanos). Por
lo tanto, en el caso de las hexosas, la relacion es (180-18)/180 = 0,9 y para las pentosas, (150-

18)/150 = 0,88 (Kaar, 1991).

I11.2.1.6 Cristalinidad

La cristalinidad del aserrin original y pretratado fue determinada mediante difracciéon de Rayos
X. El aserrin fue molido y la fraccion que pasa un tamiz de 80 mesh fue utilizado para el analisis.
Para la obtencion de los espectros correspondientes se utilizé un equipo de Difraccion Philips X’
Pert con radiacion de Cu. La cantidad de muestra utilizada fue la necesaria para llenar el
portamuestra. Los datos de difraccion se obtuvieron por un modo de escaneado por pasos con una
velocidad de barrido de 0,02 grados (208)/min en el rango de 40 a 5 grados (26). La cristalinidad
se determind mediante el método de Segal que permite determinar la cristalinidad relativa de la
celulosa. El supuesto de este método es que hay dos componentes del material celuldsico:
cristalino y no cristalino o amorfo. La cantidad de material cristalino estd representada por la
altura del pico mas alto de difraccion (Ino2) y la region amorfa esta representada por la altura del

pico de la menor intensidad (I.m) entre los picos principales. El indice de cristalinidad (Crl) es

65



Capitulo I1l. Materiales y Métodos

simplemente la diferencia entre estos dos picos, dividido por la intensidad del pico mas alto

(French et al., 2013), segun la siguiente ecuacion:

Crl = (2=} 4 100 Ec.IIL7
loo2
Donde Ipo; es la intensidad del pico cristalino correspondiente al plano de reflexion hkl1=002, en
el maximo 20 entre 22° y 23° para celulosa I (entre 21°y 22° para celulosa II), L. es la altura de
lazona desordenada de la celulosa a 20 entre 18°y 19° para celulosa I (entre 15°y 16° para celulosa

II) (Kamide, 2005).

II1.2.1.7 Microscopia electrénica de barrido

El aserrin original y los materiales pretratados se caracterizaron mediante microscopia electronica
de barrido. El andlisis microscopico fue realizado utilizando un microscopio de barrido JEOL
JSM 6360-LV perteneciente al Centro de Microscopia Electronica (CME) de la Universidad
Federal do Parand (UFPR) y un microscopio electronico FE-SEM Xigma perteneciente al
Laboratorio de Microscopia Electronica y Analisis por Rayos X (LAMARX) de la Universidad
Nacional de Cordoba (UNC). Para el analisis, las muestras de aserrin se molieron y
posteriormente se secaron al aire. Luego se colocaron en un “stub” o disco porta muestra con un
adhesivo termoplastico conductor. Posteriormente las muestras fueron metalizadas con oro por el
método de sputtering en un metalizador Balzers SCD 030 (Figura 111.4). Las imagenes fueron

tomadas utilizando detectores de electrones secundarios.

Figura I11.4. Analisis microscopico. a) Preparacion de muestras (colocacion en stub). b)

Metalizado con oro. ¢) Microscopio electronico de barrido del CME, UFPR.
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111.2.1.8 Hidrdlisis enzimatica

Los materiales sin tratamiento y pretratados fueron sacarificados por hidrolisis enzimatica (HE),
siguiendo la norma NREL-LAP (NREL/TP-510-42629) (Selig et al., 2008). Este procedimiento
permite determinar la méaxima extension de digestibilidad. La actividad de la celulasa es
expresada en términos de unidades de papel de filtro (Filter Paper Units, FPU) por mililitro de
solucion enzimatica sin diluir. La determinacion de la actividad enzimatica expresada como FPU
consiste en cuantificar la concentracion de enzima que libera 2 mg de azicar reductor como
glucosa de una muestra de 50 mg de papel (4% de conversion) en 60 minutos. La actividad de la
B-glucosidasa se expresa en IU (International Units) que se define como la cantidad de enzima
requerida para liberar un pmol de azicar reductor por minuto en condiciones estandares (Selig et

al., 2008).

Los ensayos de HE se realizaron a 2% de consistencia (porcentaje de materia seca), pH 4,8 y
50°C; con una carga enzimatica de 20 FPU/g glucanos (celulasas) y 40 1U/g glucanos (-
glucosidasas). Las hidrdlisis se llevaron a cabo en Erlenmeyers de vidrio de 50 mL manteniendo
la temperatura y agitacion en un bafio térmico con agitacion. Se pesod 1 g seco de material y se
llevé a un peso final de 50 g con la solucion buffer citrato de sodio 0,1 M, pH 4,8 (acido citrico
mas citrato de potasio). Luego se agregd el volumen apropiado de enzimas con micropipeta. Se
monitore6 la reaccion cada 24 horas hasta las 72 horas. Se realizaron las experiencias por

duplicado.

Los rendimientos de la hidrolisis se calcularon diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas) como indica

la Ecuacién II1.8.

Rendimiento HE (%) = glhucosax0,9 * 100

glucanos en biomasa inicial

Ec.IIL.8

Para expresar la concentracion de glucosa como glucanos se multiplica por el factor

estequiométrico 0,9.
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IIL.2.2. Caracterizacion de muestras liquidas

Se analizaron las fases liquidas provenientes de las etapas de fraccionamiento e hidrélisis para
determinar la composicion de carbohidratos, sus productos de degradacion (furfural y 5-

hidroximetilfurfural) y acidos orgénicos (acido acético).

II1.2.2.1. Cuantificacion de azicares, productos de degradacion y acidos organicos

Los azlcares, productos de degradacion y acidos organicos se cuantificaron mediante HPLC, en
el mismo equipo y con iguales condiciones que en el caso de carbohidratos estructurales en
muestras solidas. Los hexosanos degradados se calcularon como el producto de la concentracion
de HMF por el factor estequiométrico 1,2857, y los pentosanos degradados por el factor
estequiométrico, 1,375 (Mr glucanos/Mr HMF y Mr xilanos/Mr furfural respectivamente siendo

Mr la masa molar del componente)

Considerando que una fraccion de los carbohidratos extraidos en las soluciones liquidas puede
estar en forma de oligdmeros, las mismas fueron sometidas a una post hidrolisis (3% H2SO4 a
121°C por una hora en autoclave). La determinacion de azucares se realizé antes y después de la
post hidrdlisis de los licores. Para la cuantificacion de la degradacion de azilicares durante la post
hidrolisis se determina un factor corrector (factor de recuperacion) como la variacion en peso que
experimentan los azucares por efecto de la solvatacion durante la hidrélisis. El procedimiento
consiste en la preparacion de soluciones de concentracion conocida a partir de los estandares, que
luego son sometidas a las condiciones de post-hidrdlisis. Estas soluciones hidrolizadas fueron
analizadas por cromatografia liquida determinando el porcentaje de monosacarido degradado. En
la Tabla II1.3 se indican los factores de recuperacion que tienen en cuenta la degradacion de cada

azucar durante la post-hidrolisis:
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Tabla IIL.3. Factores de recuperacion de azucares durante la post hidrolisis (3% H2SO4-121°C-

60 min)
Componente | Factor de recuperacion
Glucosa 0,967
Xilosa 0,920
Galactosa 0,965
Arabinosa 0,960
Manosa 0,955

El grado se solubilizacion o pérdida de peso (expresado como % en base seca) en los
pretratamientos fue determinado por diferencia de peso (W) antes y después del tratamiento con

la siguiente ecuacion:

inicial de biomasa—Wbiomasa tratada %100 Ec.II1.9

% Solubilizacion = w

Winicial

El porcentaje de remocion de carbohidratos de la biomasa sélida fue calculado a partir del analisis
quimico de composicion del solido (biomasa inicial y tratada) y de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

W carbohidratos en biomasa inicial—W carbohidratos en biomasa tratada *100 Ec.IIL.10

% Remocion =
W carbohidra en biomasa inicial

El porcentaje de recuperacion de carbohidratos en la fraccion liquida fue calculado a partir del

contenido de los respectivos aziicares en el liquido y fue calculado con la Ecuacion:

W carbohidratos en el liquido despues del tratamiento
-4 L * 100 Ec.IIL.11

% Recuperacion =

W carbohidratos en biomasa inicial

Los rendimientos de extraccion (Ye) de los componentes de la madera fueron calculados segiin

la siguiente ecuacion:

Ye = masa disuelta «100 Ec.III.12

masa inici
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111.2.3 FRACCIONAMIENTOS

La propuesta de fraccionamiento del aserrin de pino consiste en una secuencia de tres etapas:
desresinacion alcalina-hidrolisis acida-deslignificacion alcalina como se muestra en la Figura
II1.5. La hidrolisis acida se realizo utilizando dos tecnologias diferentes: hidrolisis acida diluida
(HAD) y explosion de vapor (EV). Las experiencias fueron realizadas siguiendo disefios
experimentales de cada etapa para evaluar la influencia de las principales variables de proceso

(temperatura, tiempo y concentracion) y encontrar las condiciones que optimizan el mismo.

I11.2.3.1. Disefios Experimentales

Los experimentos de la etapa alcalina y la HAD se realizaron de acuerdo a un Disefio Central
Compuesto (Barker, 1985) en cada caso. Las variables estudiadas para la etapa alcalina fueron
carga alcalina y tiempo, y para el tratamiento acido concentracion de acido sulfurico, tiempo y
temperatura. Los niveles de estos factores fueron seleccionados mediante pruebas preliminares y
datos bibliograficos. El método utiliza valores codificados de los niveles (+1 y -1), los cuales
surgen de transformar los valores verdaderos, utilizando la siguiente ecuacion:

xX—X

(xrs—2x;)
2

Valor codificado = Ec.III.13

Donde x es el valor del nivel, x; es el nivel superior, x; es el nivel inferior y X es el promedio entre

Xi 'y Xs.

70



Capitulo IlI. Materiales y Métodos
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Figura IIL.5. Propuesta de fraccionamiento a evaluar para aserrin de pino

Los disefios experimentales para la etapa alcalina y acida se muestran las Figuras 111.6 y I11.7,
respectivamente. Cada eje corresponde a un factor y cada punto en el cubo representa una
combinacion experimental de condiciones (como variables codificadas). El disefio Central
Compuesto consiste en 2*+2k+m corridas experimentales, donde k es el nimero de factores, 2 es
el nimero de puntos factoriales en el cetro del cubo o el cuadrado, 2k es el nimero de puntos
axiales en los ejes de cada disefio factorial a una distancia de +o (0=2"*) desde el centro del

cuadrado o del cubo. En este estudio se realizaron tres réplicas del punto central para estimar el
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error experimental. En consecuencia, en la etapa alcalina el numero de experimentos fue de
4+4+3=11 y para la etapa acida de 8+6+3=17. Los experimentos fueron realizados
aleatoriamente. Los factores y niveles de cada tratamiento como variables codificadas y no

codificadas se muestran en las Figuras I11.6.b y I11.7.b.

a)
Tempiratura B Puntos factoriales
(0,1,41) i
A Puntos axiales
(-1,1) A (1,1) @ Puntos centrales

(-1,41,0) (1,41,0)

R @ A

Concentracion
de NaOH
>

(-1,-1) A (1,-1)

(0,-1,41)
b)
Puntos Puntos Puntos
Factores factoriales centrales axiales
1l 54) 0) (-1,41 ; 1.41)
Etapa  Temperatura (°C) 70 -90 85 66-94
alcalina  NaOH (% bs) 2.50 -5.00 3.75 5.52-1.98

Figura I11.6 (a) Disefio Factorial de dos factores a cinco niveles para la etapa alcalina. (b)

Factores y niveles en variables codificadas y no codificadas.
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a) Concentracion
A de H,SO, B Puntos factoriales
(0, 1,68, 0) A Puntos axiales
(+1, +1, -1) 4 (+1, +1, +1) @ Puntos centrales
1
i
1
(1,41, -1) gt liel=l)
1
! (0,0,1,68)
1
(-1,68,0,0) (o’:o’ 0)," (1,68,0,0)
At - A
s 1 .
(0,0]-1,6 /,/ : Tlem>p0
(-1,-1,+1) ! (+1, -1, +1)
Temperatura i
“1,-1,-1) L (1,-1,-1)
A
b) (0,-1,68, 0)
Puntos Puntos Puntos
Factores factoriales centrales axiales
(-1;+1) ©) (1,68 ,1,68)
Eta Temperatura (°C) 120 - 150 135 110-160
a
ieda HaSO4 (@) 250 <750 500 080920
Tiempo (min) 30 - 60 45 20-70

Figura II1.7 (a) Disefio Factorial de tres factores a cinco niveles para la etapa acida. (b)

Factores y niveles en variables codificadas y no codificadas.

Para la evaluacion de la EV se plante6 un Disefio Factorial 2". Las variables estudiadas fueron

concentracion de acido sulfurico, tiempo y temperatura. Por lo tanto, el nimero de tratamientos

esta dado por 2°=8 combinaciones de tratamientos. Para esta etapa se realizaron 2 réplicas del

punto central (Figura II1.8.a). Los factores y niveles del tratamiento como variables codificadas y

no codificadas se muestran en la Figura II1.8.b.
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a ) Concentracion
de H,50,

(1,1,-1) (1,1,1)

(-1,1,-1) (1,1,-1)

(0,0,0)

Tiempo

(4 (1,-1,1)

[ Puntos factoriales

Temperatura
(1,-1,-1) . Punto central

b) Puntos Punto
Factor factoriales central

(-1:+1) 0

. Temperatura (°C) 180 - 200 190

Explosion de o R
vapor H,S0, (% bs) 1-3 2
Tiempo (min) 5-10 7.5

Figura II1.8 (a) Disefio Factorial de tres factores a dos niveles para la EV. (b) Factores y niveles

de cada tratamiento en variables codificadas y no codificadas.

Estos disefios de optimizacion permiten obtener datos experimentales que luego son ajustados a
un modelo polinomial de regresion lineal multiple con el propdsito de caracterizar la superficie
de respuesta. Los datos son examinados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y dejando
solo las variables significativas del modelo inicial (Vera Candioti et al., 2014). Los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa Stagraphics considerando un nivel de confianza de

95%.

I11.2.3.1.2 Optimizacion

Debido a que la optimizacion involucra a mas de una respuesta se utilizdo el método de
optimizacion de multiples respuestas para encontrar las condiciones experimentales que
simultaneamente alcanzan la respuesta 6ptima. La funcion deseabilidad (di) es una funcioén que
permite optimizar simultdneamente muiltiple ecuaciones. La misma siempre toma valores entre 0

y 1, donde di=0 para un respuesta indeseable y di=1 representa un valor completamente deseable,
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es decir, una respuesta ideal. La funcion deseabilidad combina las respuestas individuales en una

funcién compuesta que posteriormente se optimiza (Vera Candioti et al., 2014)

I11.2.3.2 Remocion de Extractivos

El aserrin fue sometido a una etapa alcalina con el objetivo de extraer los acidos grasos y resinicos.

Los distintos tratamientos realizados segtin el DCC se muestran en la Tabla I11.4.

Tabla II1.4. Ensayos de la etapa alcalina (Concentracion de NaOH expresado como % en base

seca, bs)

Ensayo Tempoel'atura Concentracién

O NaOH (% bs)
1 70 2,50
2 90 2,50
3 70 5,00
4 90 5,00
> 66 3,75
6 94 3,75
7 80 1,98
8 80 5,52
9 80 3,75
10 80 3,75
1 80 3,75

Todas las reacciones fueron realizadas en recipientes de vidrio de 250 mL calentados en un bafio
de agua caliente (Figura II1.9.a) con control de temperatura. En cada ensayo se utilizaron 10 g
secos de aserrin, manteniendo una relacion licor/madera (L/M) de 10 (volumen de solucion
agregada sobre peso de aserrin seco). Los recipientes fueron cerrados con un film de plastico,
colocados en el bafio a la temperatura deseada y mantenidos en esas condiciones por una hora.
Los recipientes conteniendo el aserrin con el licor fueron agitados manualmente antes de
cerrarlos. Durante la reaccion no se requirié agitacion dado que la relacion licor madera fue alta
y el calentamiento promueve el movimiento del sélido en el liquido. Pasado el tiempo de reaccion,

los recipientes fueron instantdneamente enfriados con hielo, y el licor fue separado del s6lido por
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filtracion a presion reducida. Posteriormente, el aserrin fue lavado con abundante agua, secado al
aire y almacenado en bolsas plésticas para su posterior caracterizacion. Los licores fueron

conservados para determinacion de NaOH residual.

Figura II1.9. Desresinacion alcalina a) A escala laboratorio. b) En escala piloto.

Luego, un ensayo en condiciones cercanas a las optimas fue realizado a escala piloto, con el
objetivo de verificar la representatividad de los datos obtenidos a escala laboratorio. El ensayo se
llevo a cabo en un reactor (M/K Systems, Inc., Maryland) de 7 L con recirculacion del licor
(Figura I11.9.b), utilizando 500 g de aserrin seco con 5 L de solucion alcalina (relacion L/M de
10). Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, el licor fue separado del solido mediante
centrifugacion hasta aproximadamente un 40% de contenido de solidos. Subsecuentemente, el
residuo fue exhaustivamente lavado con agua, filtrado y secado al aire para la determinacion de

pérdida de peso, tomando una muestra para el analisis quimico.

111.2.3.2.1 Determinacion de alcali residual en el licor

La determinacion del contenido de alcali fue realizada mediante titulacion con una solucion
estandar de acido clorhidrico siguiendo la norma T625 cm-85 de TAPPI (1994-1995), “Analysis
Of Soda And Sulfate Black Liquor™.

111.2.3.3 Extraccion de hemicelulosas

El aserrin de pino fue sometido a una etapa acida con el objetivo de extraer las hemicelulosas.

Los tratamientos fueron aplicados al aserrin pre-extraido en alcali y al aserrin original, como
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control. El aserrin pre-extraido en alcali fue secado al aire previo a la etapa acida. Se evaluaron
dos tecnologias diferentes utilizando acido sulfurico diluido como catalizador: hidrolisis acida

diluida (HAD) y explosion de vapor (EV).

Para la comparacion de los procesos en términos de la severidad del tratamiento se determind el
factor de severidad. El concepto de severidad fue desarrollado por Overend et al. a partir de
conceptos previos similares utilizados en la industria del pulpado, tales como el Factor H y el
Factor P, los cuales son utilizados para controlar la extension del pulpado y la prehidroélisis en la
industria del pulpado. El factor de severidad combina en un solo parametro la temperatura y el
tiempo de reaccion. Aunque el concepto de severidad es una descripcion fenomenoldgica permite
la comparacion de varios procesos (Chum et al, 1990). El factor de severidad es una variante del

Factor H que resulta de la integracion del periodo de reaccion a cierta temperatura:

Ro=f’ exp(:g‘—”‘;f) « dt EcIIL14

ref*a

Donde t es el tiempo de residencia (min), T es la temperatura del tratamiento (°C), Tref es la

temperatura de referencia (100°C), y Ea es la energia de activacion. Si se aproxima:
Te ~ R+ Tref * () Ec.IIL15

En la extraccion de biomasa lignoceluldsica con agua caliente, Te equivale a 14,75°C, asumiendo
que la reaccion es hidrolitica y la conversion global es de primer orden (Liu, 2010). El factor de

severidad se define como el logaritmo del resultado de la integracion de la Ec.111.14:

Log (Ry) = log(t * exp (=2) Ec.IIL16
Cuando el pretratamiento es realizado en condiciones acidas, el efecto del pH puede ser tomado

en consideracion mediante la severidad combinada (SC), definida como:
Severidad combinada (SC) = Log(R0) — pH Ec.II.17

El pH se calcul6 a partir de la concentracion de la soluciéon de acido sulfurico adicionado a la
muestra. El pH se corrigié por el cambio de concentracion del acido debido a la neutralizacion
parcial del mismo por parte de los carboxilatos de sodio (principalmente acidos resinicos y grasos
residuales) y alcali residual (remanentes del lavado) que estan en la madera como consecuencia
del tratamiento alcalino y consumen hidrogeniones al ser llevados a forma 4cida. Para el calculo
del pH del licor se determiné la cantidad de acido sulfirico que se consume en la neutralizacion

del alcali residual. Para ello, una muestra de 24 g de aserrin pre-extraido en alcali se mantuvo con
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agua en agitacion por una hora y se titulé con HCI de concentracion 0,1 N hasta alcanzar un pH

de 4. La cantidad de H,SO4 consumido se calculé segun la Ec. 111.18:

g H, SO, consumidos = Volumen HCl gastado (mL) = [HCI]N * meqH, SO,g/eq
Ec.IIL.18

Los meq H2SOj4 es la masa de un equivalente de acido sulfurico expresada en g/ equivalente.

111.2.3.3.1 Hidrdlisis acida diluida

La hidrolisis acida diluida se llevd a cabo en reactores de acero inoxidable de 200 mL

calefaccionados en un bafio de glicerina (Figura I11.10) con control de temperatura.

Figura II1.10. Reactores de acero inoxidable, bafio de glicerina y filtracion

Los reactores fueron cargados con 15 g secos de aserrin y 150 mL de la solucion écida a la
concentracion establecida por el disefio manteniendo una relacion L/M de 10. El aserrin y el licor
fueron mezclados manualmente previamente al cerrado de los reactores. Durante la reaccion no
se requiri6 agitacion dado que la relacion licor madera fue alta y el calentamiento promueve el
movimiento del sélido en el liquido. Transcurrido el tiempo de reaccion, el reactor fue
instantaneamente enfriado con hielo. Este sistema de reaccion previene rampas de calentamiento
y enfriamiento ya que los mismos son casi instantaneos. El solido fue filtrado a presion reducida
para separar el licor. Luego, este material s6lido fue lavado con agua. Todas las muestras liquidas
fueron guardadas en viales cerrados herméticamente y almacenadas en heladera para su posterior
caracterizacion. Se secaron al aire muestras de los solidos para determinar la pérdida de peso

producida durante el tratamiento.
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Los ensayos realizados de acuerdo a los niveles establecidos por el DCC se muestran en la Tabla

IIL5.

111.2.3.3.2 Explosion de vapor

Tabla IIL.5. Ensayos realizados en la HAD.

SC

Ensyo) TS | Tempo. | Comtein | SCaerin | "y
extraido

en alcali

1 120 30 2,50 0,78 0,62
2 150 30 7,50 1,25 1,21
3 120 60 2,50 1,08 0,93
4 150 60 7,50 1,55 1,51
5 120 30 2,50 1,66 1,51
6 150 30 7,50 2,14 2,09
7 120 60 2,50 1,96 1,81
8 150 60 7,50 2,44 2,40
9 110 45 5,00 0,96 0,89
10 160 45 5,00 2,43 2,37
11 135 20 5,00 1,34 1,27
12 135 70 5,00 1,89 1,82
13 135 45 0,80 0,90 -0,18
14 135 45 9,20 1,96 1,92
15 135 45 5,00 1,70 1,63
16 135 45 5,00 1,70 1,63
17 135 45 5,00 1,70 1,63

La etapa de EV fue realizada en un reactor de acero inoxidable con una capacidad de 10 L (Figura

III.11.a) perteneciente a la Usina Piloto del Sector Tecnoldgico de la Universidad Federal do

Parana.
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Figura II1.11. a) Reactor de explosion de vapor b) Impregnacion de aserrin con H>SOs.

Los ensayos, realizados de acuerdo a los niveles establecidos por el disefio factorial, se muestran
en la Tabla II1.6. Para esta secuencia de fraccionamiento se utilizé el aserrin proveniente del
aserradero Forestal AM. Dada las caracteristicas del reactor y con el objetivo de facilitar el

proceso se selecciono la fraccion retenida en aberturas cuadradas de 3mm.

El reactor cuenta con sensores para el control de la temperatura. La inyeccion de vapor al reactor
es dividida en 3 vias y la presion es controlada en la entrada principal de vapor. Todas las entradas
cuentan con valvulas de alta presion lo que proporciona una mejor distribucion del vapor y mayor
eficiencia térmica, y por lo tanto una mayor homogeneidad durante el proceso. El reactor esta
acoplado a una caldera de alta presion Weco, modelo GVO 10/30, un compresor de aire y un

ciclon, que es empleado para la descarga del material y escape de vapores.
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Tabla IIL.6 Ensayos realizados en la EV

Ensa Temperatura| Tiempo | Concentracion
S2Y0 (°C) (min) | H2SO04(% bs)
1 180 5,0 1,00
2 200 5,0 1,00
3 180 10,0 1,00
4 200 10,0 1,00
> 5 180 5,0 3,00
s
6 200 5,0 3,00
7 180 10,0 3,00
8 200 10,0 3,00
9 190 7,5 2,00
10 190 7,5 2,00
> 1 190 7,5 0,75
2 190 7,5 0,75

APA: aserrin pre-extraido con alcali; A: aserrin original

La impregnacion se realizé colocando el aserrin seco al aire (14% humedad inicial) en bolsas
plasticas y rociando una solucion de H>SO4 hasta alcanzar un contenido de humedad de 50%.).
Ademas, se realizaron un ensayo adicional a 200°C, 5 min y 3% H»SO4 con aserrin pretratado con
alcali sin secar (56% humedad inicial). Las bolsas se mantuvieron a temperatura ambiente durante
toda la noche (Figura III1.11.b). El esquema de trabajo y la nomenclatura utilizado en la EV se

representa en la Figura I11.12.
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Figura I11.12 Esquema de trabajo de la EV.

Las explosiones se realizaron colocando 280 g secos de aserrin impregnado en el reactor pre-
calentado. Una vez colocado el material a tratar, se cerrd la valvula superior del reactor y se
abrieron inmediatamente las valvulas de admision de vapor. Alcanzado el tiempo de residencia,
se cerraron las valvulas de entrada de vapor y se abrid inmediatamente la valvula esférica
(dispositivo mecanico utilizado para controlar el flujo de material hacia el colector) a través de
un actuador neumadtico para promover la descompresion del material (explosion). EI material es
arrastrado al interior de un ciclon provisto con un colector. Para garantizar la recuperacion total

del material, se realizan dos explosiones mas, s6lo con inyeccion de vapor.

El material resultante de la EV se filtré con vacio hasta alcanzar un contenido total de solidos de
30% aproximadamente, obteniendo asi una fraccion soluble llamada licor concentrado (LC) y una
fraccion insoluble. Posteriormente, el aserrin pretratado se lavo con agua para extraer azucares
solubles residuales de las fibras pretratadas. El lavado se realizo a temperatura ambiente durante
una hora con agitacion y una consistencia de 5% de solidos totales (P/V). La fraccion solida lavada

con agua se denomind APA-EV.

El residuo solido lavado con agua se lavd con alcali a 60°C, 0,4% NaOH bs y 1 h para comprobar
la posible influencia del tratamiento sobre la extraccion de lignina. Las condiciones del lavado

alcalino se seleccionaron de acuerdo a lo encontrado en la bibliografia (Pereira Ramos et al.,
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1992), (Donaldson et al., 1988). La fraccion resultante de esta etapa fue llamada A-EV-A-y APA-

EV-A, para el aserrin original y para el aserrin pre-extraido en alcali respectivamente.

I11.2.3.3.3 Tratamiento con acido diluido de holocelulosa para determinacion de

pseudolignina

Para comprobar que el aumento de lignina es producto de la condensacion de los productos de
degradacion, se aplico la técnica desarrollada por Sannigrahi et al. (2011) que consiste en aplicar
tratamientos acidos a la holocelulosa. Se extrajo la holocelulosa de aserrin de pino y luego se
sometid a un tratamiento acido a 150°C, 60 miny 7,5 g/LL H2SO4 (Severidad Combinada= 2,44).
Se determino el contenido de lignina en la holocelulosa de aserrin antes y después del tratamiento

acido.

La holocelulosa fue aislada de biomasa libre de extractivos mediante el tratamiento del aserrin
con clorito acido de sodio (NaClO2 40% bs) y acido acético (10% bs) a 70°C por 1 h. El proceso

se repitid hasta asegurar la maxima remocion de lignina.

La holocelulosa obtenida fue tratada siguiendo la secuencia de fraccionamiento planteada en este
trabajo. Las condiciones ensayadas fueron el punto 6ptimo determinado en la seccion 111.2.3.2
Remocién de Extractivos y el punto 6ptimo de la HAD determinado en la seccion 111.2.3.3.1
Hidroélisis acida diluida. Luego se llevd a cabo la caracterizacion de la holocelulosa pretratada
siguiendo la metodologia de la seccion I11.2.1.5. Determinacion de carbohidratos estructurales y

lignina.

I11.2.3.4 Deslignificacion alcalina

El material solido obtenido de la etapa acida fue sometido a una etapa de deslignificacion con el
objetivo de extraer la lignina y mejorar el rendimiento de la hidrolisis enzimatica. Se evaluaron
cuatro procesos deslignificantes: soda/antraquinona (SODA/AQ), organosolv alcalino, peroxido
de hidrogeno alcalino y oxigeno alcalino. Los tratamientos se aplicaron a los puntos 6ptimos de
las etapas anteriores, es decir, los materiales tratados en las siguientes condiciones: APA (90°-60
min-5 g/l NaOH)-HAD (150°C-30 min-7,5 g/L H,SO4) llamado APA-HAD y APA (90°-60 min-
5 g/ NaOH)-EV (200°C-5 min-3% H>SO4) codificado como APA-EV.
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I11.2.3.4.1 Deslignificacion Soda/AQ

Los procesos de deslignificacion alcalinos dependen de varias variables de operacion, como la
temperatura maxima de coccion, la carga alcalina, el periodo de calentamiento, el tiempo de
coccion, la relacion licor/madera y las caracteristicas intrinsecas del tipo de pulpado alcalino que
se lleve a cabo. En 1957, Vroom desarrollé6 un método para expresar el tiempo y la temperatura
como una variable de operacion unica llamada Factor H y que representa el area bajo la curva
velocidad relativa de reaccion-tiempo. Para desarrollar este factor se parte de que la velocidad

especifica de reaccion, k, depende de T, seglin la ecuacion de Arrhenius:
Ink=8B-2 Ec. TI1.19

La constante A es igual a Ea/R, donde Ea es la energia de activacion de la reaccion de
deslignificacion y R la constante de los gases (1,987 cal/g mol K). La energia de activacion ha
sido calculada en varias condiciones y para el proceso Kraft se toma como 32000 cal/mol. Por lo
tanto, A esigual a 16113. Si la velocidad de reaccion, k, es arbitrariamente elegida como la unidad

a 100°C, la ecuacion queda:

16113
373

0=8B Ec.I1.20
De esta ecuacion se determina el valor de B, que en este caso es igual a 43,20. Reemplazando en
la Ec. I11.19 y tomando logaritmo natural, la velocidad relativa a cualquier otra temperatura, T, es

dada por la siguiente ecuacion:

k = In~1(43,20 — 22223

) Ec.I1.21

Integrando graficamente los valores de la constante k con el tiempo se obtiene el factor H, es

decir:
Factor H = [kdt Ec.I11.22

Para el proceso a la soda con cero sulfidez (sin agregado de azufre), como es el caso particular
del pulpado soda-antraquinona, la energia de activacion que debe utilizarse es 35000 cal/mol para
ajustar la velocidad relativa deslignificacion que es mas baja (Clayton et al., 1989). Por lo tanto,

el factor H para procesos con cero sulfidez se expresa como:

17614
T

Factor H = [ exp(47,22) exp (— ) dt =3,15.10%° [ exp (— 17614) dt Ec.II1.23

T
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Las cocciones se llevaron a cabo en un digestor sin agitacion de acero inoxidable, de 200 mL de
capacidad calefaccionados en un bafio de glicerina con control de temperatura (Figura I11.13). Las
condiciones de coccion se fijaron de acuerdo a un trabajo de optimizacion de deslignificacion
SODA/AQ de aserrin de pino (Imlauer et al., 2014) y se muestran en la Tabla II1.7. Se ensayaron
las fracciones insolubles resultantes de las condiciones APA-HAD y de la APA-EV.

Figura III.13. Reactores utilizados para la etapa deslignificante

Se trataron 20 g secos de material manteniendo una relacion L/M de 5. Las cocciones se realizaron
a una temperatura maxima de 170°C, con tiempo hasta temperatura maxima de 30 min. La carga
de antraquinona fue de 0,11 % bs en todos los casos. Pasado el tiempo de reaccion los reactores
fueron enfriados en un bafio de agua. Las pulpas obtenidas se sometieron a etapas de filtracion
con vacio y lavado exhaustivo con agua. Se tomd una muestra para determinacion de rendimiento
por pérdida de peso y el material restante himedo se guardd en bolsas plasticas y se almaceno en

heladera.

Tabla II1.7. Condiciones experimentales de la etapa deslignificante con Soda-AQ

Tiempo a
Material | Factor H 1\(13/(1)11){ Teml()%‘;l tura Tmax
s (min)
APA-HAD 3850 55,2 170 140
APA-EV 3850 55,2 170 140
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111.2.3.4.2 Deslignificacion Organosolv alcalino

Las deslignificaciones organosolv se llevaron a cabo en el mismo digestor que en el proceso
anterior (Figura I11.13) Las condiciones de coccion se fijaron de acuerdo a un trabajo previo de
deslignificacion Organosolv de aserrin de pino realizado en nuestro laboratorio (Kruyeniski et al.,
2015). Se evalu6 la respuesta al tratamiento organosolv de la fraccion insoluble resultante de la

condicion 6ptima de la APA-EV.

El aserrin fue pretratado (20 g secos de aserrin) en una solucion etanol-agua (23/77) con hidroxido
de sodio como catalizador (28 % NaOH base seca) con una relacion L/M de 6. El tiempo de
calentamiento hasta alcanzar la temperatura de proceso (170°C) fue de 30 min que luego se
mantuvo por 140 min. Pasado el tiempo de reaccion los reactores fueron enfriados en un bafio de
agua. Las pulpas obtenidas se sometieron a etapas de filtracion con vacio y lavado exhaustivo con
agua. Se tomo una muestra para determinacion de rendimiento por pérdida de peso y el material

restante himedo se guardo en bolas plasticas y se almacené en heladera.

111.2.3.4.3 Peroxido alcalino

El tratamiento con perdxido de hidrogeno se aplicé a la fraccion insoluble resultante de la
secuencia de fraccionamiento alcalina (90°C-60 min- 5 g/ NaOH)- EV (200°C-5 min- 3%
H>SO4). Fueron evaluados la concentracion de perdxido de hidréogeno y el tiempo. Las

condiciones ensayadas fueron seleccionadas de datos bibliograficos, y se indican en la Tabla I11.8.

Tabla IIL.8 Condiciones aplicadas en la etapa de perdxido alcalino al material tratado con EV

Ensayo | H20: (% bs) | Tiempo (min)

1 5 60
2 10 60
3 5 120
4 10 120

Los tratamientos con peroxido fueron realizados en recipientes de vidrio calentados a 100°C en

un bafio de agua caliente con agitacion (Figura II1.14). Las experiencias se llevaron a cabo a una
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consistencia de 10%. Los recipientes se cargaron con 5 g secos de material y el pH se ajusté a
11,5 con NaOH. Se adicioné 0,1% bs de un compuesto quelante (DTPMA) para evitar la

descomposicion del peroxido de hidrogeno.

Figura II1.14 Tratamientos con peroxido alcalino de aserrin de pino.

Finalizada la reaccion, el material solido es separado del liquido mediante filtracién con vacio.
Posteriormente, se realizé un lavado exhaustivo del mismo y se determin el peso total htimedo.
Se tomd una muestra para determinacion de sequedad y luego se calculd el rendimiento por
pérdida de peso y el material restante humedo se guard6 en bolas plasticas y se almacen6 en
heladera. El licor es almacenado para la determinacion del pH final con peachimetro. A su vez se
determino el contenido de H»O, residual siguiendo la norma Norma CPPA (Canadian Pulp and
Paper Association) Standard J.16P “Analysis of peroxides. En resumen, el peréxido de hidrogeno
se determind por lodometria basdndose en la habilidad del peréxido de reaccionar
cuantitativamente con el ioduro en solucion acida con el agregado de molibdato de amonio como
catalizador. El iodo libre se valora con solucion de tiosulfato de sodio 0,1 N, empleando solucion

de almidén para la determinacion del punto final.

I11.2.3.4.4 Oxigeno alcalino

El tratamiento con oxigeno fue aplicado a la fraccion insoluble resultante de la secuencia de
fraccionamiento alcalina (90°C-60 min- 5 g/L NaOH)- EV (200°C-5 min- 3% H,SOs). Las
condiciones ensayadas fueron seleccionadas de datos bibliograficos (Pan et al., 2004). El
tratamiento se llevo a cabo en un reactor multiproposito que cuenta con un agitador motorizado y

que es calefaccionado con una camisa de glicerina (Figura I11.15).

87



Capitulo I1l. Materiales y Métodos

Figura II1.15. Reactor multiproposito utilizado en la etapa de oxigeno alcalino

Se pesaron 80 g secos de material APA-EV y se colocaron en el reactor junto con el NaOH vy el
agua. Se trabajo con una carga alcalina de 15% de NaOH bs, consistencia de 10% y se agregd
0,1% de MgSO, para evitar la degradacion de la celulosa durante la oxidacion. El tiempo de
residencia fue de 2 horas y la temperatura 100°C. La presion de O, mantenida dentro del reactor

fue de 6 Kg/cm®.

Pasado el tiempo de reaccion, el material se sometid a una etapa de filtracion con vacio y lavado
exhaustivo con agua. Se tom6 una muestra para determinacion de rendimiento por pérdida de
peso y el material restante hiimedo se guardd en bolsas plésticas y se almacené en heladera. El

licor se almacenoé y se determino el alcali residual en el mismo.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.I. MATERIAS PRIMAS
La materia prima utilizada fue aserrin de pino generado en la industrializacion primaria de la

madera de Misiones. En la tabla IV.1 se especifica la procedencia de las muestras obtenidas, la

especie y el contenido de humedad inicial.

Tabla IV.1. Aserraderos muestreados, ubicacion, especie procesada y contenido de humedad de

la muestra.
Materia | H dad
Aserradero Zona c ume ?
prima inicial
Aserradero Forestal Eldorado [ Norte | pino elliottii 53,1%
Aserradero Forestal AM Sur pino elliotti 49,9%

IV.1.1 Caracterizacion fisica

Se determind la granulometria de las distintas muestras recolectadas de los aserraderos. La tabla

IV.2 muestra los resultados obtenidos de la tamizacion.

Tabla IV.2. Determinacion de granulometria

]5&?1‘2?(1) Forestal AM
Fracciones |Peso (g)| % |Peso (g) %
R6 108 13,8 27 3,7
R 10 121 15,5 85 11,7
R 18 210 26,9 235 324
R 40 224 28,6 258 35,5
R 60 59 7,5 64 8,8
P 60 60 7,7 57 7.9
Total 782 100 726 100

La fraccion P18 - R40 es la que se encuentra en mayor proporcion con respecto a las otras

fracciones en todas las muestras. Los datos de granulometria denotan que cada muestra posee
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caracteristicas distintas debido a la diversidad de las maquinas utilizadas en los aserraderos. Esto
genera variabilidad tanto en el tamafio de particulas asi también como en el contenido de corteza.

La fraccion mas gruesa (R6) estuvo compuesta principalmente por fragmentos de corteza.

La importancia del tamafio inicial de la particula de biomasa radica en que frecuentemente, se
requiere una reduccion mecanica del tamafio de particula para hacer el material mas manejable e
incrementar la relacion superficie/volumen previo a un procesamiento quimico, ya que el menor
tamafio de particula permite una mejor penetracion de los licores de coccidn y disolucion de los
componentes de la madera. La reduccion de tamafio se suele realizar mediante molienda, chipeado
o extrusion. Los costos de capital, costos operativos, posibilidades de ampliacion y la
depreciacion de los equipos son muy importantes para este tipo de pretratamientos (Harmsem et
al., 2010). Estudios sobre el efecto del tamafio de los chips en la hidrolisis acida de conifera
concluyeron que existe un compromiso entre el consumo de energia y el rendimiento del
pretratamiento para garantizar la economia del proceso (Monavari et al., 2009). En el caso del
aserrin, puede considerarse que el material ya ha pasado por una molienda con costo nulo, dado

que es un residuo.

IV.1.2 Caracterizaciéon quimica

La composicién quimica del aserrin de pino, determinada por HPLC, UV, calcinacion y
extraccion Soxlhet, se muestra en la Tabla IV.3. Es importante resaltar que a pesar de la
heterogeneidad que presenta este residuo se obtuvo un balance de materia cercano al 100% (£
5%) teniendo en cuenta que la mayoria de los métodos de caracterizacion estan desarrollados para

materiales limpios (libre de corteza).

El porcentaje de celulosa y hemicelulosas se calcul6 a partir de las ecuaciones I11.5 y I11.6. De la
Tabla IV.3 se puede observar que existen ciertas diferencias en la composicion quimica de la
biomasa proveniente de los diferentes aserraderos. El aserrin generado por Forestal AM tiene una
menor cantidad de celulosa y mas de lignina. Esto puede estar asociado con el contenido de
corteza de ambos materiales, ya que la composicion quimica de la corteza generalmente se
caracteriza por un mayor contenido de lignina y menor contenido de celulosa (Alvarez Vasco et
al., 2015). El porcentaje de extractivos presentes en al aserrin Forestal Eldorado resulto mayor
que para el aserrin de Forestal AM. Esta diferencia puede ser causada tanto por la cantidad de
corteza como el periodo de almacenamiento del material ya que a mayor tiempo de

almacenamiento pueden ocurrir perdidas de extractivos por crecimiento microbioldgico en la

madera (Burkhardt, 2010).
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En coniferas una cantidad considerable de glucosa esta asociada a los glucomananos. En maderas

de pino el valor medio de unidades de manosa por unidad de glucosa en hemicelulosas es 4,15

(Yoon et al., 2008). Por lo tanto la glucosa asociada a los glucomananos en estas muestras seria

de 2,45% para el aserrin de Forestal Eldorado y de 2,57% para el de Forestal AM.

Tabla IV.3 Composicion quimica del aserrin de pino generado en industrias de Misiones (%

base seca, %bs)

Forestal Forestal
Componente Eldorado AM

Carbohidratos Estructurales Totales

Glucanos 46,62 39,85
Xilanos 7,30 6,50
Galactanos 2,24 1,99
Arabinanos 1,13 1,34
Mananos 10,18 10,68
Acetilos 1,13 1,81
Celulosa 44,17 37,28
Hemicelulosas 2443 24.89
Lignina Total 27,67 3141
Lignina Insoluble en acido 27,22 30,48
Lignina Soluble en 4cido 0,45 0,93
Extractivos Totales 4,71 3,52
Extractivos en alcohol 347 2,28
Extractivos en agua 1,24 1,24
Cenizas 0,26 0,26
Total 101,24 97,36

El aserrin de pino present6 la composicion tipica de una conifera, con un alto contenido de lignina

insoluble y de hexosas. La caracterizacion quimica es similar a la obtenida para diferentes

coniferas por otros autores (Tabla IV.4).

Tabla IV.4. Composicién quimica de coniferas

Lignina Lignina Extrac-

Material Glucanos Xilanos Galactanos Arabinanos M ananos Acetilos . . Referencia
insoluble soluble tivos

Picea 42,03 484 2,34 1,06 9,72 - 29,00 1,10 - Shuai et al, 2010
Cicuta 40,23 3,70 2,61 1,23 12,51 1,29 28,30 0,50 6,00 Kim, 2005
Picea 49,90 5,30 2,30 1,70 12,30 - 28,70 - - Soderstrom et al, 2003
Pinus contorta 45,40 6,20 320 1,70 11,50 - 28,50 0,50 340 Kumar et al, 2010
Douglas fir 44,70 4,90 2,80 1,60 12,90 - 28,00 0,40 220 Kumar et al, 2011
Mezcla de coniferas 40,00 490 2,10 2,00 10,10 1,30 27,90 035 2,50 Boucher et al, 2014
Pino 48,00 8,20 3,70 1,90 12,10 - 26,10 - - Shahbazi et al, 2005
Mezcla de coniferas 44,10 6,00 3770 3,00 13,20 - - - - Nguyen et al, 1998
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IV.2 FRACCIONAMIENTO

En esta seccion se exponen los resultados obtenidos en las diferentes etapas de fraccionamiento

aplicado al aserrin de pino asi como los resultados de la optimizacion.

IV.2.1 Fraccionamiento alcalino: remocion de extractivos

El aserrin proveniente del aserradero Forestal Eldorado fue sometido a una etapa alcalina con el
objetivo de extraer los acidos resinicos y grasos. El analisis de los resultados de esta etapa se basd
en la caracterizacion de la composicion quimica del solido pretratado. En la Tabla IV.5 se exponen
las condiciones experimentales de extraccion y la composicion del solido pretratado, expresado
en base seca como porcentaje sobre madera tratada (%bs). Ademas se incluye el porcentaje de

alcali consumido durante el pretratamiento.

Tabla IV.5. Condiciones experimentales de la etapa alcalina, composicion quimica del solido

tratado y porcentaje de NaOH consumido

Composiciéon del material sélido (% bs) %

Tempera- NaOH

Ensayo o Pérdida NaOH
" tra (C) (% bs) GI* Xi Ga® Ar' Ma' Ac" Ex’ Lig® depeso consumido

1 70 2,5 423 691 199 092 103 Nd. 0,72 287 5,34 95,2
2 90 2,5 432 6,52 1,92 096 103 Nd. 0,62 287 6,50 97,6
3 70 50 423 638 1,82 094 103 Nd. 057 28,6 6,81 86,0
4 90 50 438 6,70 1,74 0,86 10,1 N.d. 044 287 8,59 88,8
5 66 38 431 633 1,89 092 10,5 Nd. 095 287 6,21 92,6
6 94 38 430 647 1,60 0,68 10,6 Nd. 0,55 28,6 7,78 95,0
7 80 20 445 692 225 1,09 10,6 Nd. 0,87 29,1 7,06 100,0
8 80 5,5 439 6,76 1,76 093 103 Nd. 035 29,6 4,07 87,7
9 80 38 440 6,70 2,11 1,07 104 Nd. 045 298 7,14 93,6
10 80 3,8 443 6,81 2,10 1,03 104 Nd. 038 292 6,064 94,2
11 80 38 433 6,82 2,11 1,02 103 Nd. 044 29,1 6,25 94,2

N.d.: No detectado (Limite de deteccion acido acético UV 210 nm = 0,02% bs)
* Gl:glucanos; Xi: xilanos; Ga:galactanos; Ar:arabinanos; Ma:mananos; Ac:acetilos; Ex:

extractivos; Lig: lignina

En general, durante el tratamiento alcalino se consumié aproximadamente el 90% del NaOH

adicionado.

Los grupos acetilos fueron completamente removidos del aserrin en estas condiciones. Esto puede

resultar beneficioso en la produccion de bioetanol ya que la deacetilacion mejora los rendimientos
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de extraccion de glucosa y xilosa durante el tratamiento acido diluido y la hidrdlisis enzimatica,
debido a que estos grupos aumentan la recalcitrancia de los materiales lignocelulosicos. A su vez,
se reduce la toxicidad de los pretratamientos acidos posteriores mejorando el rendimiento de
etanol en la fermentacion (Chen et al., 2012). Adicionalmente, el acido acético puede ser
recuperado mediante electrodidlisis, filtracion por membranas de adsorcidon y resinas de
intercambio anidnico para su valorizacion ya que es un producto econdémicamente atractivo

ampliamente utilizado en la industria quimica y alimenticia (Kundu et al., 2014).

La pérdida de peso aument6 tanto con un incremento de la carga alcalina como de la temperatura.
Las variaciones en el contenido de lignina y carbohidratos fueron minimas en todos los casos,
pero el tratamiento aplicado produce diferencias significativas en el contenido de extractivos. La
maxima remocion de extractivos (90,5 % sbi) se produce en el ensayo 8 a 80°C con 5,5 g/L. de

NaOH.

El modelo empirico derivado de la aplicacion del disefio experimental que explica el contenido

residual de extractivos en el material tratado se indica en la Tabla IV.6.

Tabla IV.6 Modelo de regresion para los extractivos residuales en la fraccion solida posterior a

la extraccion alcalina (en variables codificadas).

Componente Ecuacion de regresion R?

Extractivos | 0,42 - 0,10*T - 0,13*C +0,14 T>+0,07C* 86 %

De acuerdo con este modelo, tanto la temperatura como la concentracion tienen una influencia
significativa en la desresinacion (p-valor<0,05). Segin los coeficientes de la ecuacion y
considerando los efectos simples, la concentracion es el factor con mayor influencia en la
remocion de extractivos. El contenido residual de extractivos en la muestra disminuye con el
aumento de la temperatura y la concentracion, pero los términos cuadraticos indican la presencia
de un limite (Figura IV.1). Es decir que hay un limite en la extraccion alcalina, una cantidad de
extractivos remanentes en la madera que no pueden ser removidos con dlcali, siendo

probablemente la fraccion de insaponificables.

La combinacion de factores que permiten obtener la respuesta Optima, es decir, el minimo
contenido de extractivos remanente en el material corresponden a una temperatura de 84°C y una
concentracion de 5 % bs NaOH. De acuerdo al modelo, en estas condiciones se obtendria un

contenido de extractivos de 0,35% bs.
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Figura IV.1. Superficie de respuesta de la remocion de extractivos (temperatura y

concentracion como variables codificadas)

La condiciones correspondientes al ensayo 4 (90°C y 5% bs NaOH) fueron seleccionadas para
realizar el escalado de la etapa en un reactor de 7 L. En la Figura IV.2 se expone la composicion
quimica del aserrin original y del aserrin pre-extraido con alcali en estas condiciones, expresado

cOomo % sobre madera inicial.

El rendimiento de este ensayo fue de 91,8 % y se extrajo 90,7 % de los extractivos. En esta etapa
se extrajeron en total 22,6% de los carbohidratos, probablemente en la forma de acidos organicos
(hidroxiacidos) (Ménttéri et al., 2015), (Hellstén et al., 2013). La remocién de lignina, xilanos,
galactanos y arabinanos fue despreciable (inferior al 1%). Sin embargo, la pérdida de glucanos y
mananos fue mayor, aunque pueden ser consideradas bajas con respecto a los valores originales
del aserrin (12% en ambos casos). Los galactoglucomanos son facilmente disueltos en
condiciones alcalina suaves a diferencia de lo que ocurre con los arabinoglucuroxilanos que son

mas estables (Schild et al., 2010) (Sjostrom, 1977).

95



Capitulo 1V. Resultados y Discusion

"E 50 6,62
2 45 41,15
S 40
[=]
£ 35
=
"_; 30 27’2026,31
=25
= 20
E 15 10.18
=t 7.30 8.99
210 > 6,362 2 4.60
z 24 4y il o
2 5 -/=21,130,95 *70.00 43
z 0 Mo > 7
&}
) S S S S S S Q&
%Qo '\%Qo é\o . r1>(>\o é\o é\\\o \\40 &
oy KO 9y & S § © \)\%
© & & A ool

Aserrin original ~ m Aserrin pre-extraido en alcali

Figura IV.2 Composicién quimica del aserrin original y del aserrin posterior al tratamiento
alcalino a escala piloto (expresado como porcentaje con respecto al material inicial, %sobre

madera inicial)

A suvez, el indice de cristalinidad (IC) del aserrin sin tratamiento calculado a partir de la ecuacién
II1.7 resulté de 61,0 mientras que el IC del aserrin pretratado con alcali fue de 66,9. En la Figura
IV.3 se muestran a modo de ejemplo los difractogramas correspondientes a la materia prima y al
aserrin pre-extraido en alcali. La cristalinidad del aserrin original es similar a la cristalinidad de
pino determinada por otros autores (IC igual a 62,5 para pino taeda) (Pu et al., 2013). Durante los
pretratamientos el incremento del grado de cristalinidad de la biomasa esta relacionado con la
degradacion de celulosa menos cristalina durante el tratamiento pero en este caso no seria una
causa de la mayor cristalinidad ya que la pérdida de glucanos puede ser adjudicada a la pérdida

de galactoglucomananos.
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Figura IV.III. Difractogramas del aserrin original y del aserrin pre-extraido en alcali (APA).

Debido a la similitud en los resultados de la extraccion alcalina a escala piloto con respecto a los
obtenidos a escala laboratorio, se establecio que existe una buena capacidad de prediccion de estas
experiencias. A pesar del alto rendimiento de remocion de extractivos obtenidos, esta etapa es
susceptible de optimizacion. Por ejemplo, se deberian realizar estudios para disminuir la relacion
licor:madera para facilitar la recuperacion de los acidos resinicos y grasos, disminuyendo a su vez

el consumo de agua y energia.

Por lo tanto, como resultado del tratamiento alcalino se obtuvo aserrin con bajo contenido de
extractivos y una corriente liquida compuesta principalmente por extractivos y acidos organicos.
Estos compuestos pueden ser separados mediante técnicas como ultrafiltracion, nanofiltracion,
electrodialisis, destilacion entre otros. Los extractivos (acidos resinicos y grasos) tienen potencial
para la produccion de productos quimicos como surfactantes, adhesivos, insumos de la industria
farmacéutica, de pinturas, cosmética e incluso los acidos grasos pueden ser utilizados para
biodiesel (Arshadi et al., 2013) (Burkhardt, 2010). Los potenciales usos de los hidroxiacidos son
la produccion de acido lactico, detergentes, cosméticos, polimeros y resinas, plastificantes y

surfactantes, furanos, etc. (Alén, 2015).
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IV.2.2 FRACCIONAMIENTO ACIDO: EXTRACCION DE HEMICELULOSAS

El aserrin de pino fue sometido a una etapa acida con el objetivo de hidrolizar las hemicelulosas.
Se evaluaron y optimizaron dos tecnologias diferentes utilizando 4acido sulfurico como

catalizador: hidrolisis acida diluida (HAD) y explosion de vapor (EV).

1V.2.2.1 Hidrolisis con acido diluido

IV.2.2.1.1 Resultados Experimentales

La biomasa fue sometida a una etapa acida con el fin de encontrar las condiciones que optimizan
la remocion de hemicelulosas. El tratamiento fue aplicado al aserrin pre-extraido en alcali (APA)
a90°C, 5 % NaOH bs, 60 min en un reactor M/K de 7 L y al aserrin original como control. En la
Figura IV.4 se indica el contenido de hexosanos, pentosanos y lignina de ambos materiales. El
contenido de hexosanos y pentosanos es mayor en el aserrin control (sin tratamiento) mientras
que el porcentaje de lignina es ligeramente mayor para APA. Es decir, que el aserrin original tiene

mas carbohidratos susceptibles a extraccion en esta etapa.
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Figura IV.4. Composicion quimica del aserrin control (sin tratamiento) y del aserrin pre-
extraido en alcali (APA) (hexosanos=glucanos+mananos+galacatanos;

pentosanos=xilanos+arabinanos)
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En la Tabla IV.7 se muestran las combinaciones de factores utilizadas, la severidad combinada
de cada tratamiento y los rendimientos obtenidos correspondientes a cada ensayo experimental
del disefio para el aserrin original (control) y el aserrin pre-extraido con alcali. La severidad

combinada se calculd a partir de la expresion I11.17.

Dado que se requeria 0,73 g/L de la carga inicial de H,SO4 (Ecuacion I11.18) para la neutralizacion
de los carboxilatos de sodio y el alcali remanente del lavado se determiné el pH considerando la
concentracion corregida para el calculo de la severidad combinada (SC). Por lo tanto, la SC del
tratamiento aplicado al aserrin pre-extraido con alcali es menor que la correspondiente al aserrin

sin tratamiento, debido al consumo de 4cido para la neutralizacion del alcali residual.

Tabla IV.7. Condiciones experimentales y rendimientos de la HAD.

Aserrin original APA*
Ensayo Temp.(°C) Tiempo(min) H,S0, SC” Rendimiento H:504 (/L) SC” Rendimiento
(g/L) corregido®
1 120 30 250 |078 94,90 1,77 0,62 95,85
2 150 30 2,50 1,66 91,10 1,77 1,51 91,70
3 120 60 250 | 1,08 9230 1,77 0,92 91,70
4 150 60 250 | 196 8520 1,77 181 89,30
5 120 30 7,50 1,25 79,90 6,77 1,21 87,55
6 150 30 750 | 2,14 7490 6,77 2,09 80,02
7 120 60 7,50 1,55 76,20 6,77 1,51 83,19
8 150 60 750 | 244 70,70 6,77 2,39 76,31
9 110 45 500 096 9420 427 0,89 94,00
10 160 45 5,00 2,43 70,20 427 2,36 76,42
11 135 20 500 |134 9030 427 127 91,05
12 135 70 5,00 1,89 81,90 427 1,82 77,95
13 135 45 080 |090 90,50 0,07 0,00 95,63
14 135 45 920 |196 7800 8,47 1,92 83,95
15 135 45 5,00 1,70 80,00 427 1,62 86,24
16 135 45 500 170 80,50 427 1,62 87,23
17 135 45 5,00 1,70 80,90 427 1,62 86,46

* APA: Aserrin pre-extraido en alcali
®SC: Severidad Combinada

¢ Concentracion corregida= Carga inicial-Carga consumida

Los rendimientos del aserrin original resultaron menores que los obtenidos para el aserrin pre-
extraido en alcali. Esta mayor solubilizacion de material del aserrin original puede ser debido a

que la severidad aplicada durante su procesamiento fue levemente mayor. A su vez, los
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componentes mas labiles del material ya fueron extraidos en la etapa alcalina previa. Estudios del
comportamiento de los carbohidratos durante tratamientos alcalinos demostraron en condiciones
alcalinas suaves, la reaccion de peeling se inicia a temperaturas menores a 100°C, produciéndose
disolucion de materia que es especialmente alta para los glucomananos (Sjostrom, 1977) (Sixta

et al., 2006).

Es importante resaltar que el aserrin pre-extraido en alcali fue mas facilmente impregnado por la
solucion de acido diluido que el aserrin original, en la Figura IV.5 se puede observar este efecto.
Montagna et al. demostraron que la deacetilacion y la pérdida de glucomananos en el pino estan
relacionados con el aumento de la capilaridad de la madera. A su vez, la remocion de extractivos

hace mas hidrofilico al material o a su superficie (Montagna et al., 2012).

Figura IV.5 Reactores 1 y 4 corresponden a APA y reactores 2 y 3 al aserrin original.

Los arabinoglucuroxilanos y los galactoglucomananos se disuelven en el medio de reaccion
primero como oligémeros seguido por la ruptura de mas uniones glicosidicas que se disuelven
como mosacaridos. La presencia de oligosacaridos solubles después de la HAD fue confirmada
aplicando una hidrélisis acida secundaria a los liquidos de pretratamiento. En la Figura IV.6 se
muestra a modo de ejemplo una comparacion de cromatogramas antes y después de la post-
hidroélisis. Como se observa en la figura, la concentracion de carbohidratos es mayor en el licor
hidrolizado, indicando la presencia de oligdmeros previo a la hidrélisis secundaria. A su vez, en
el cromatograma del licor sin hidrolizar se observan picos no identificados previos al pico de la

glucosa que son atribuidos a la presencia de oligdmeros.
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Figura IV.6. Comparacion de cromatogromas de licores posteriores a la HAD (ensayo APA-
HAD a 135°C, 45 min y 5 g/L de H,SO4) con y sin post-hidrélisis obtenidos con la columna
Shodex SP810.

El porcentaje de azucares hemiceluldsicos extraidos como oligémeros en cada uno de los ensayos
se exponen en la Figura [V.7.a y b. Para ambos materiales, el porcentaje de oligdmeros extraidos
en cada ensayo es similar. Los arabinanos se extraen principalmente como monémero en todas
las condiciones. En general, en las condiciones mas suaves de temperatura, tiempo y
concentracion de acido sulfurico, la glucosa, xilosa, manosa y galactosa se extraen principalmente
como polimeros. En los puntos mas severos las hemicelulosas se extraen principalmente como
azucares mientras que en las condiciones menos severas como oligomeros (Figura IV.7). Es decir,
que en los puntos menos severos de tratamiento se consigue extraer las hemicelulosas en forma
polimérica pero a costas de un menor rendimiento de extraccion. Esto difiere de lo que ocurre en
la autohidroélisis, donde incluso en las condiciones mas severas los glucomananos son extraidos
principalmente como polimeros (Yoon et al., 2008). Por lo tanto, se puede concluir que este
proceso no es adecuado para la obtencion de hemicelulosas como oligomeros dado los bajos

rendimientos que se obtendrian.
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Figura IV.7 Oligémeros extraidos (como % de azlcares totales removidos), a) en la HAD del

aserrin pre-extraido en alcali; b) en la HAD del aserrin original.

La composicion de azicares totales (composicion de carbohidratos después de la pos hidrolisis)
y productos de degradacion en los licores del aserrin pre-extraido se exponen en la Tabla IV.8, y

del aserrin original en la Tabla IV.9.
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Tabla IV.8. Composicion quimica de la fraccion liquida de la etapa acida de APA (expresado

como porcentaje sobre aserrin inicial)

Azicares totales Productos. d N
degradacion
Ensayo SC"| Glucosa  Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa Ac.Acético HMF Furfural | Hexosas” Pent N
1 0,62 0,03 0,84 0,20 0,90 0,13 N.d. 0,02 N.d. 0,35 1,74
2 1,51 1,00 3,03 1,30 1,34 1,92 N.d. 0,04 N.d. 422 4,37
3 0,92 0,21 1,39 0,48 1,08 0,22 N.d. 0,04 N.d. 091 2,47
4 1,81 1,42 4,30 1,74 1,30 3,81 N.d. 0,05 0,15 6,97 5,60
5 1,21 0,31 2,22 0,81 1,28 0,60 N.d. 0,03 0,00 1,72 3,49
6 2,09 1,94 4,47 2,12 1,23 5,06 N.d. 0,13 0,27 9,12 5,71
7 1,51 0,65 2,71 1,32 1,31 1,42 N.d. 0,04 0,01 3,40 4,02
8 2,39 2,95 3,85 1,48 1,28 4,52 N.d. 0,62 0,99 8,96 5,13
9 0,89 0,13 1,53 0,45 1,18 0,09 N.d. 0,03 N.d. 0,67 2,71
10 2,36 2,60 4,09 1,50 1,10 535 N.d. 0,55 0,82 9,45 5,18
11 1,27 0,48 2,36 1,26 1,26 0,74 N.d. 0,04 0,01 2,48 3,63
12 1,82 1,06 3,57 1,81 1,27 3,13 N.d. 0,03 0,08 6,00 4,84
13 -0,18 0,05 0,87 0,16 0,62 0,19 N.d. 0,04 N.d. 0,40 1,49
14 1,92 1,25 3,61 1,80 1,29 3,26 N.d. 0,03 0,08 6,32 4,91
15 1,62 0,96 3,24 1,78 1,37 2,49 N.d. 0,01 0,04 5,23 4,61
16 1,62 0,84 3,01 1,58 1,39 2,10 N.d. 0,05 0,03 4,52 4,40
17 1,62 091 3,20 1,54 1,37 2,38 N.d. 0,04 0,03 4,83 4,57

N.d: No detectado (Limite de deteccion (LD) acido acético UV 210 nm = 0,02% bs; LD Furfural
UV 254 nm= 0,004%)

* SC: Severidad Combinada

® Hexosas= glucosa+galactosa+manosa

¢ Pentosas= xilosa+arabinosa

La cantidad de azicares hemicelulosicos en el licor fue mas alta que la cantidad de glucosa. Este
resultado se debe a que las hemicelulosas tienen mayor reactividad (estructura amorfa y mayor
accesibilidad) en comparacion con la celulosa (estructura cristalina empaquetada en un arreglo
fibrilar). La composicion quimica del licor resultante del tratamiento acido diluido del aserrin
original es similar a la del aserrin pre-extraido con 4&lcali. A diferencia del liquido de
pretratamiento del aserrin pre-extraido con alcali, en este ultimo caso se observa la presencia de

acido acético en la composicion del licor.
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Tabla IV.9. Composicion quimica de la fraccion liquida de la etapa acida aplicada al aserrin

original (expresado como porcentaje sobre aserrin inicial)

Azicares totales :;ro uf OS. a ¢ Total
Ensayo SC Glucosa Xilosa Galactosa _Arabinosa Manosa _Ac.Acético HMF Furfural Hexosas _ Pentosas

1 0,78 033 0,24 0,50 0,98 0,55 0,13 N.d. N.d. 1,39 122

1,25 2,22 3,75 2,00 1,17 7,00 0,85 0,02 0,05 11,23 4,92
3 1,08 0,72 1,00 0,98 1,26 1,93 0,33 N.d.. N.d. 3,63 2,25
4 1,55 2,87 473 231 1,19 8,10 123 0,14 0,23 1328 592
5 1,66 0,58 0,80 0,81 1,01 1,38 0,37 N.d. N.d. 2,77 1,81
6 2,14 3,07 5,01 234 1,01 793 131 0,16 0,26 13,34 6,01
7 1,96 1,52 2,57 1,66 1,12 3,84 0,86 N.d. 0,01 7,03 3,69
8 2,44 3,60 4,46 1,99 0,96 7,57 1,55 0,97 1,26 13,16 542
9 0,96 031 0,30 047 1,09 0,59 021 N.d. N.d. 137 1,40
10 2,43 3,68 3,87 1,69 0,98 6,06 1,57 1,41 1,53 11,43 4,85
11 134 0,86 122 1,03 1,18 231 0,38 N.d. N.d. 4,19 2,40
12 1,89 1,99 3,70 2,08 1,19 6,21 1,08 0,03 0,06 10,28 4,89
13 0,90 0,73 0,62 0,92 1,19 2,00 0,11 N.d. N.d. 3,66 1,81
14 1,96 2,64 429 232 L1l 7,00 121 0,04 0,09 11,96 5,40
15 1,70 2,59 4,25 2,44 1,16 6,90 1,09 0,02 0,05 11,92 5,41
16 1,70 227 3.82 222 1,29 6,51 1,07 0,02 0,04 10,99 5,11

N.d: No detectado (LD Furfural UV 254 nm= 0,004%; LD HMF UV 254 nm= 0,003%)
? SC: Severidad Combinada
" Hexosas= glucosa+galactosa+manosa

¢ Pentosas= xilosa+arabinosa

Debido a las altas temperaturas y las condiciones acidas, parte de los azlicares liberados son
degradados, generando furfural (degradacion de pentosas) y 5-hidroximetilfurfural o HMF
(degradacion de hexosas). A partir de una SC igual a 2 la cantidad de estos compuestos aumenta
significativamente mientras que a SC menores es casi despreciable (Figura IV.8). La maxima
concentracion de HMF (0,55%) y furfural (0,82%) se produce en la experiencia 8 que corresponde
a la SC mas alta del disefio mientras que en los niveles mas suaves de pretratamiento no se
detectaron estos compuestos en el licor. A su vez, la mayor concentracion de furfural que de HMF
indica que la degradacion de pentosas es mayor que la de hexosas. En condiciones mas severas la
concentracion de HMF vy furfural pueden disminuir debido a la formacion de otros acidos a partir
de estos, como 4acido formico y acido levulinico. Estudios sobre pretratamientos acidos han
demostrado que en condiciones mas severas (SC mayor a 3,4) la concentracion de estos
subproductos disminuy¢6 (Larsson et al., 1999). A su vez, la severidad combinada utilizada en este
trabajo es menor que la utilizada por otros autores, por lo tanto la degradacion de aziicares es
menor. Por ejemplo, con el tratamiento de biomasa de abeto Douglas a 200°C, por 30 min, con
una concentracion de 1% de H>SO4 (SC de 2.9 aproximadamente), se degrad6 el 6% de los

carbohidratos como HMF y furfural (Alvarez Vasco et al., 2015).
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Figura IV.8. Variacion del % de productos de degradacion (HMF y furfural) con la severidad

del tratamiento con acido diluido (expresado como % sobre madera inicial)

La figura IV.9 representa la variacion del contenido de azlcares en los licores con la SC para el
aserrin pre-extraido en alcali y para el aserrin control. La tendencia del contenido de azlicares
hemicelulésicos es similar para ambos materiales, es decir, aumentan con la SC hasta un valor
maximo de concentracion (SC~2) y luego empiezan a disminuir. Este comportamiento se debe a
que los azucares en los licores se degradan formando HMF y Furfural a SC maés altas y coincide
con lo observado en la Figura IV.8. A diferencia, el contenido de glucosa aumenta a medida que
se incrementa la SC del tratamiento (Figura 1V.9.a). A pesar de la degradacion a HMF de la

glucosa, a SC mas altas se hidroliza celulosa aumentando la concentracion en el licor.
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A su vez, en la fraccion soluble del aserrin sin pretratar se observa la presencia de acido acético.
Como se observa en la Figura IV.9.f, la concentracion de acido acético aumenta cuando se
incrementa la SC indicando que la desacetilacion es mayor a SC mads altas. En los licores, del

aserrin pre-extraido no se detectd acido acético debido a la desacetilacion completa en la etapa

alcalina.
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Figura IV.9. Variacion del contenido de a) glucosa, b) xilosa, ¢) galactosa, d) manosa, €)
arabinosa y f) acido acético en los liquidos de pretratamiento del aserrin pre-extraido en alcali

(APA) y del aserrin original (expresados como % sobre aserrin inicial).
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Los rendimientos de extraccion de hemicelulosas se calcularon a partir de la ecuacion I11.12. En
la Figura IV.10 se observa que la mayor extraccion de carbohidratos se produce en las mismas
condiciones para ambos materiales (Ensayo 6: 150°C, 30 min y 5% H>SO4) que corresponde a
una SC de 2,14 para el aserrin original y de 2,09 para el aserrin pre-extraido en alcali. Por lo tanto,
la maxima extraccion coincide con la maxima concentracion de azicares presente en el licor. A
pesar de la pequena diferencia en la severidad en este punto, el rendimiento de extraccion (hexosas
mas pentosas) fue significativamente diferente para ambos materiales siendo del 57% con
respecto al contenido de hemicelulosas inicial para el aserrin pre-extraido en alcali y de 74% para
el aserrin original. Esta diferencia en la extraccion se atribuye a que durante la etapa alcalina parte
de los carbohidratos del aserrin ya son extraidos, como los glucomananos que son muy reactivos

en medio alcalino y parte de la celulosa menos cristalina.
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Figura IV.10. Rendimiento de extraccion de hemicelulosas del aserrin original y del aserrin

pre-extraido en alcali (APA)

En la Tabla IV.10 se muestra un resumen de las condiciones utilizadas y los resultados obtenidos
por otros autores. En general, a mayor coeficiente de severidad se extraen mas hemicelulosas,
pero al mismo tiempo mas celulosa. Es importante notar que cuando la temperatura utilizada es
180°C o superior la extraccion de celulosa es significativa (30% aproximadamente), a diferencia

de lo que ocurre en los procesos a temperaturas inferiores (extraccion de celulosa inferior a 5%).
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Ademas, condiciones mas severas implican mayor degradacion de azucares en la fase liquida. Es
decir, algunos autores consiguen rendimientos casi del 100% de extraccion de hemicelulosas con
factores de severidad combinada cercanos a 3, pero la recuperacion de las hemicelulosas en el
licor es baja debido a la degradacion de estos azicares (Alvarez Vasco et al., 2015) (Lim & Lee,
2013) (Huang & Ragauskas, 2012). Los resultados de la tabla IV.10 son comparables con los
resultados obtenidos en este trabajo para el aserrin original, ya que el aserrin con tratamiento
alcalino es un material diferente en cuanto a su composicion quimica. El rendimiento de
extraccion de hemicelulosas fue del 75% para el aserrin original en condiciones menos severas
(SC: 2,14). Por ejemplo, Bouchert el al consigui6é un rendimiento de extraccion 80% a una SC
superior (2,95) que resulté en mayor degradacion de azucares que en este trabajo (Boucher et al.,

2015).

Marzialetti el al. obtuvieron un rendimiento de extraccion de hemicelulosas similar pero con un
factor de severidad menor (Marzialetti et al., 2008). Este resultado mas favorable puede atribuirse
al hecho de que utilizaron madera de tronco y no biomasa proveniente de la industrializacion de
la madera. Alvarez Vazco et al. estudiaron el comportamiento en la HAD de chips recolectados
de pilas de residuos de aserraderos versus chips limpios destinados a procesos de pulpado y
concluyo que los primeros son mas recalcitrantes hacia el pretratamiento y a la posterior hidrélisis
enzimatica debido a la presencia de mayor cantidad de corteza, lignina y restos de suelo (Alvarez
Vasco et al., 2015). A su vez, los chips destinados al pulpado son de menor edad ya que provienen
de raleos mientras que la madera utilizada es aserraderos es de mayor edad y en consecuencia son

mas lignificados.

Los rendimientos obtenidos en los tratamientos catalizados con acido fueron considerablemente
mayores que los reportados por Yoon et al. aplicando un proceso de autohidrélisis a chips de pino

taeda (Yoon et al., 2008) (Tabla IV.10).
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Tabla IV.10. Condiciones y resultados obtenidos del tratamiento acido diluido de coniferas.

Productos de

Materia prima Condiciones SC Rendimiento ., Referencias
degradacién
. . 100% de manosa y Jes
Mezcla de coniferas (Pino) 4,4 gL HyS04; 30 min; 2.49 xilosa; 5% de 1.49 g/L furfural; Lim, W, Lee,J.,
170°C 5.57 gLHMF 2013
celulosa
2.7 g/L furfural;
. . 100% de 4.7 g/L HMF, .
Chips de abeto 5 ¢/L H,80;; 60 min, 3,15 hemicelulosas; 30% 11,4 g/L Ac. Shuai et al,
180°C . 2010
de celulosa levulinico; 7,4
g/L 4c. foérmico
0,
, . 1 g/L H,SO,; 60 min, 60 A) de 2.9% HMF + Marzialetti et
Aserrin de pino taeda 1,57 hemicelulosas; 2.1
150°C furfural al., 2008
% de celulosa
Mezcla de chips de conifera 2,5 g/L H,SOy4; 120 o . 2.8 g/L furfural; Boucher et al,
(pino, abeto, picea) min, 160°C 2,95 80% hemicelulosas o' "y e 2014
4,8% furfural;
. 100% de 3,9% HMF; 0,6
Chips de abeto Douglas 25 gg/L H,80,, 30 min, 2,89 hemicelulosas; 30% % Ac. Formico; eAtl:;ir;gl\;asco
200°C de glucanos 0,9 % Ac. ’
Levulinico
100% de Huang/F.,
Chips de pino taeda 1’25 gL 5{2804‘ 30 2,25 hemicelulosas; 37% Ragauskas,A.,
min, 180°C de celulosa 2012
H-factor 1500 (170°C; 11.9% de Yoon et al
Chips de pino taeda 90 min time at Tmax) - hemicelulosas; 0.54 No reportado ’
. 2008
(autohydrolysis) % de celulosa
57% de
, . o 7.5 g/L H,SO,; 30 min, . 10, 0.11% HMF; .
Aserrin de pino elliottii 150°C 2,14 hemicelulosas; 4% 0.22% furfural Este trabajo

de glucanos

1V.2.2.1.2 Analisis Estadistico

El analisis de varianza (ANOVA) de la composicion quimica de la fraccion soluble del aserrin

pre-extraido en alcali (APA) indico que la temperatura (T), la concentracion de acido (C) y el

tiempo (t) resultaron significativos (p-valor< 0,05) en la extraccién de azlcares en el proceso

acido. Las ecuaciones de regresion (en variables codificadas) que representan la influencia de

estos factores sobre la extraccion de azucares totales en el tratamiento acido del aserrin pretratado

con alcali se presentan en la Tabla IV.11

Tabla IV.11. Ecuaciones de regresion de los componentes en el licor de la hidrolisis acida

diluida de APA (en variables codificadas).

Componente Ecuacién de regresion R?

Glucosa 0,82+0,75*T+0,21*t+0,38*C+0,21 *T*+0,1 1 ¥*T*t+0,22*C*T+0,09*t*C | 99 %
Xilosa 3,04+0,94*T+0,27*t+0,61*C-0,2 1 *T*C-0,24*t*C-0,25*C* 93%
Galactosa 1,60+0,41*T+0,35*C-0,22*T%-0,21*C> 82 %
Manosa 2,01+1,60*T+0,46*t+0,78*C+0,23*T* 93 %
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Las ecuaciones muestran ajustes significativos a un 95% de significancia (p-valor<0,05). En el
caso de la arabinosa, HMF y furfural, la falta de ajuste del modelo planteado es significativa
debido a que su cantidad es demasiado pequefia con relacion al error experimental. De igual
manera, se puede concluir del analisis estadistico que la temperatura es el factor con mayor

influencia en la formacion de estos compuestos de degradacion (Figura IV.11).
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Figura IV.11. Grafico de los efectos principales para el HMF y el Furfural del APA

De acuerdo con los coeficientes de las ecuaciones y como se observa en la Figura IV.12, la
temperatura es el factor que mas influye, seguido por la concentracion de acido y el tiempo. El
mismo resultado fue hallado por Janga et al en condiciones de hidrolisis dcida concentrada (Janga
et al., 2012). En todos los casos, cuando el nivel del factor aumenta la extraccion se incrementa.
La cantidad de manosa y glucosa es afectada por un leve efecto cuadratico positivo de la

temperatura, lo que indica que la extraccion se acelera a valores mayores de este factor.
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Figura IV.12. Grafico de los efectos principales de la glucosa, xilosa, galactosa y manosa

presentes en los licores del tratamiento HAD de APA.

El efecto positivo de las interacciones: temperatura-tiempo y temperatura-concentracion sobre la
extraccion de glucosa indican que la influencia de estos factores se vuelve mas importante a
temperaturas altas (Figura IV.13). La interaccion positiva entre el tiempo y la concentracion
indica que a tiempos mayores el efecto de la concentracion es mas pronunciado. El aumento de
la glucosa puede atribuirse a que en condiciones mas severas la celulosa menos cristalina empieza
a disolverse. En el caso de la xilosa, el efecto cuadratico negativo de la concentracion representa
un maximo en la extraccion debido a la degradacion de la xilosa. Esta tendencia de la glucosa y
la xilosa a medida que aumenta la severidad del pretratamiento concuerda con lo hallado por otros
autores (Marzialetti et al., 2008) (Jensen et al., 2010). La galactosa esta afectada por un efecto
cuadratico negativo de la temperatura y la concentracion, indicando que existe un valor maximo

posible de galactosa, ya que luego empieza a disminuir debido a su degradacion.
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Figura IV.13. Grafico de las interacciones de la glucosa de la HAD del APA (T: temperatura, t:

tiempo, C: concentracion de H>SO4)

Las ecuaciones de regresion (en variables codificadas) que representan la influencia de los
factores sobre la extraccion de azucares totales en el tratamiento acido del aserrin original se

muestran en la Tabla IV.12.

Tabla IV.12. Ecuaciones de regresion de los componentes en el licor de la hidrolisis acida

diluida del aserrin original (en variables codificadas).

Componente Ecuacién de regresion R?

Glucosa 1,95+1,05*T+0,21*t+0,32*C 86 %
Xilosa 2,79+1,42*T+0,21*t+0,68*C 72 %
Manosa 4,97+2,79*T 71 %
Ac. acético 0,99+0,41*T+0,18*t+0,25*C-0,08*t*-0,11*C? 96 %
Furfural 0,01+0,32*T+0,09*t+0,10*C+0,25*T>+0,15*T*t+0, 1 5*C*T+0,10*t*C | 88 %

Las ecuaciones muestran ajustes significativos al 95% de significancia (p-valor<0,05). En el caso
de la arabinosa, galactosa e HMF la falta de ajuste del modelo planteado fue significativa. Al igual
que en el caso anterior, la temperatura es el factor que mas influye en la formacion de estos
productos de degradacion como se indica en la figura IV.14. La formacion de HMF y furfural es
influenciada por un efecto cuadratico positivo de la temperatura que indica la presencia de un

minimo en la formacion de furfural a una dada temperatura.
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Figura IV.14. Grafico de los efectos principales en el contenido de Furfural e HMF en el licor

del aserrin original tratado con HAD.

De acuerdo con los modelos de regresion, la temperatura es un factor estadisticamente
significativo (p-valor<0,05) con un efecto positivo en la extraccion de glucosa, xilosa, manosa y
acido acético. Es decir, que ante un aumento de temperatura, la extraccion de estos componentes
es mayor. La extraccion de glucosa y xilosa es afectada positivamente por la concentracion de
acido y el tiempo. Por lo tanto, a tiempo y concentraciones mas elevadas se extrae mas glucosa y
xilosa. En el caso del acido acético, el efecto cuadratico negativo de la concentracion de acido y
el tiempo indican que existe un maximo en la extraccion para un dado nivel de estos factores. El

efecto de los factores en las variables estudiadas pude observarse en la figura IV.15.
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Figura IV.15. Grafico de los efectos principales de la glucosa, xilosa, galactosa y manosa

presentes en los licores del tratamiento HAD del aserrin original.

El efecto positivo de las interacciones temperatura-tiempo y temperatura-concentracion sobre el
furfural indican que la influencia de estos factores se vuelve mas importante a temperaturas altas.
De igual manera, el efecto positivo de la interaccion tiempo-concentracion indica que a tiempos

mas altos el efecto de la concentracion es mas importante (Figura IV.16).
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Figura IV.16. Grafico de las interacciones del furfural de la HAD del aserrin original (T:

temperatura, t: tiempo, C: concentracion de H.SO4)
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IV.2.2.1.3 Optimizacion estadistica

Se optimizo la funcion de deseabilidad con el objetivo de encontrar las condiciones que
maximizan la extraccion de azicares hemiceluldsicos minimizando la disolucion de la celulosa y

la formacion de compuestos de degradacion.

La Figura IV.17 muestra el grafico de contorno de la funcion de deseabilidad que maximiza el
porcentaje de galactosa, manosa y xilosa en el licor del aserrin pre-extraido en alcali mientras se

establece como objetivo de la optimizacion mantener la glucosa en 2,00%.

Como ya se ha mencionado, la funcion de deseabilidad se conforma a partir de la combinacion de
las ecuaciones de regresion individuales de los factores. Se puede observar en la Figura I[V.17 que
esta funcion alcanza un valor maximo de 0,85 y luego disminuye a cero a valores més altos de
temperatura y concentracion. Este comportamiento es consecuencia a que en condiciones mas
severas la degradacion de carbohidratos es alta y en paralelo, la extraccion de celulosa aumenta.
Estos resultados concuerdan con el trabajo de Marzialetti et al., quienes encontraron que el
rendimiento de hemicelulosas cae dramaticamente con un incremento de la temperatura (150°C
vs. 200°C), reflejado en un importante aumento de los productos de degradacion en el licor. El
incremento en el rendimiento de extraccion de la glucosa puede deberse a la mejor accesibilidad
del acido a los enlaces P(1-4) glucosidicos de la celulosa a altas temperaturas y a una menor tasa
de descomposicion de la glucosa en comparacion con la xilosa, galactosa, manosa y arabinosa
(Marzialetti 2008). La hidrdlisis de la celulosa requiere temperaturas del orden de los 200-240°C
(Wyman, 1994).

i
esultado de la optimizacion
tiempo=-1,68 . 0.0

[ | 0’1 Deseabilidad 0,85
N 0,2 Temperatura (1,13) 152°C
- 0.3 Tiempo (-1,68) 20 min
< 0,4
g 0/5 Concentracién (1,36) 8,40 g/L
'§ 0,6 Glucosa 2.00%
w2
5 14 0,7 Galactosa 1.87%
0.8 Manosa 4.29%
- 09 _
Conc H2S04 [ 10 Xilosa 4,23%
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Figura IV.17 Superficie de respuesta de la funcion de deseabilidad (temperatura, tiempo y
concentracion de acido como variables codificadas) y resultado de la optimizacion que

maximiza extraccion de azlicares hemicelulosicos manteniendo el contenido de glucanos en 2%.

115



Capitulo 1V. Resultados y Discusion

El programa estadistico a su vez indica la deseabilidad alcanzada en cada punto del disefio,
considerando las condiciones establecidas en cada una de las respuestas. Entre los puntos del

disefio, la deseabilidad maxima se alcanza en la experiencia 6 (Tabla IV.13).

La deseabilidad de la experiencia 6 (0,82) es inferior al valor de la deseabilidad optimizada (0,84),
pero se seleccionaron como Optimas estas condiciones (150°, 30 min y 7,5 g/L) ya que la remocién

de manosa y xilosa es superior.

Tabla IV.13 Deseabilidad de cada punto del disefio (carbohidratos expresados como % sobre
aserrin inicial) que maximiza extraccion de azucares hemicelulosicos manteniendo el contenido

de glucanos en 2%.

Fila Galactosa Glucosa Manosa Xilosa Deseabilidad

1 0,20 0,03 0,13 0,84 0,00
2 1,30 1,00 1,92 3,03 0,35
3 048 0,21 0,22 1,39 0,02
4 1,74 142 3,81 4,30 0,58
5 0,81 031 0,60 222 0,12
6 2,12 1,94 5,06 447 0,82
7 1,32 0,65 142 2,71 0,24
8 148 2,95 4,52 385 0,00
9 045 0,13 0,09 1,53 0,00
10 1,50 2,60 535 4,09 0,00
11 1,26 048 0,74 2,36 0,20
12 1,81 1,06 3,13 3,57 0,51
13 0,16 0,05 0,19 0,87 0,05
14 1,80 1,25 3,26 3,61 0,59
15 1,78 0,96 249 324 0,34
16 1,58 0,84 2,10 3,01 0,34
17 1,54 091 2,38 3,20 0,34

En conclusion, las condiciones 6ptimas de extraccion de hemicelulosas de la hidrélisis acida
diluida del aserrin pre-extraido en alcali corresponden a 150°C, 30 min y 7,5 g/L de 4acido sulfurico
(SC=2,09). En estas condiciones el rendimiento de la extraccion es de 57%, principalmente como
azucares. En la Figura V.18 se observa la zona de trabajo en la superficie de contorno de la

funcion de deseabilidad.
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Figura IV.18. Superficie de contorno de la funcién de deseabilidad del aserrin pre-extraido en

alcali (la estrella representa la deseabilidad del proceso a 150°C (+1), 30 min (-1) Y 7,5 g/L (+1)

que maximiza la extraccion de azicares hemiceluldsicos minimizando la disolucion de la

celulosa

La Figura IV.19 muestra el grafico de contorno de la funcion de deseabilidad que maximiza el

porcentaje de manosa y xilosa en el licor del aserrin original mientras se minimiza el furfural

manteniendo el contenido de glucosa en 2,7%.
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Figura IV.19 Superficie de respuesta de la funcion de deseabilidad (temperatura, tiempo y

concentracion de acido como variables codificadas) y resultado de la optimizacion que

maximiza el porcentaje de manosa y xilosa en el licor del aserrin original mientras minimiza el

furfural manteniendo el contenido de glucosa en 2,7%
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De igual manera que para el aserrin pre-extraido en alcali, la funcion de deseabilidad global
optima alcanza un valor maximo de 0,95 y luego disminuye abruptamente a cero. Es decir, que el
contenido de manosa y xilosa aumenta en el liquido de pretratamiento mientras que aumenta la

degradacion y se empieza a extraer celulosa cristalina.

La tabla IV.14 muestra la funcion de deseabilidad evaluada para cada punto del disefio. Entre los

puntos del disefio se alcanza la maxima deseabilidad en el ensayo 6.

En conclusion, las mejores condiciones de extraccion de hemicelulosas son las mismas para
ambos materiales. La HAD del aserrin original permite obtener un licor con mayor porcentaje de
azucares y de productos de degradacion. Cuando se trata aserrin previamente extraido en alcali el

material posee menor contenido de hemicelulosas, y el rendimiento de extraccion es menor.

Tabla IV.14 Deseabilidad de cada punto del disefio (carbohidratos expresados como % sobre
aserrin inicial) que maximiza el porcentaje de manosa y xilosa en el licor del aserrin original

mientras minimiza el furfural manteniendo el contenido de glucosa en 2,7%

Fila Furfural Glucosa Xilosa Manosa Deseabilidad

1 0,00 0,33 0,24 0,55 0,24
2 0,05 222 3,75 7,00 0,84
3 0,00 0,72 1,00 1,93 0,26
4 0,23 2,87 4,73 8,10 0,00
5 0,00 0,58 0,80 1,38 0,36
6 0,26 3,07 5,01 7,93 0,90
7 0,01 1,52 2,57 3,84 0,40
8 1,26 3,60 446 7,57 0,00
9 0,00 0,31 0,30 0,59 0,08
10 1,53 3,68 3,87 6,06 0,00
11 0,00 0,86 1,22 2,31 0,62
12 0,06 1,99 3,70 6,21 0,65
13 0,00 0,62 2,00 0,53
14 0,09 2,64 429 7,00 0,72
15 0,05 2,59 425 6,90 0,64
16 0,04 2,27 3,82 6,51 0,64

1V.2.2.1.4 Composicion quimica del material solido pretratado

En la Tabla IV.15 se muestra el contenido de carbohidratos del material fibroso resultante de la
HAD. En todos los ensayos, el material fibroso resultante estd compuesto principalmente por
hexosanos (glucanos y mananos) siendo mucho menor el contenido de xilanos y no detectables

los demas azicares (arabinanos y galactanos). En condiciones acidas, las hemicelulosas son
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degradadas mucho mas rapido que la celulosa. Los xilanos y galactanos son degradados mas
rdpidamente que los mananos. Los arabinanos son rapidamente hidrolizados en medio acido

(Sixta et al., 2006)

El contenido de azlicares hemiceluldsicos es mayor para el aserrin pre-extraido con alcali, aunque
el contenido de glucanos es menor en la mayoria de los ensayos, es decir que en la hidrdlisis 4cida
diluida del aserrin original se extraen mas hemicelulosas. Esto indicaria que durante la etapa
alcalina se producen cambios fisicos o quimicos en el aserrin que hacen al material mas

recalcitrante hacia la extraccion de hemicelulosas.

Tabla IV.15. Contenido de carbohidratos de la fraccion solida resultante de la HAD (como %

bs)
Aserrin original APA

Ensayo| T,t, C. Gl Xi’ Ga" Ara’ Ma® Gr Xi® Ga" Ara’ Ma®
6 | 1503075 | 521 2,75 Nd Nd 2,63 441 223 Nd Nd 467
8 | 150-60-75 | 460 1,56 Nd Nd 1,16 40 149 Nd Nd 326
9 110-45-5 08 595 1,78 Nd 8,15 448 463 1,46 Nd 8,13
10 | 160-45-5 499 136 Nd Nd 0,78 447 1,60 Nd Nd 346
2 | 135705 517 538 0,54 Nd 52 410 3,05 Nd Nd 649
13 | 1354508 | 477 59 16 Nd 80 452 53 1,7 Nd 82
14 | 1354592 | 460 22 Nd Nd 29 49.1 24 Nd Nd 56

N.d.: No detectado (LD galactosa IR 0,1% bs; LD arabinosa IR 0,1% bs)
*T: Temperatura (°C), t: tiempo (min), C: Concentracion de HSO4 (g/L)

® Gl:glucanos; Xi: xilanos; Ga:galactanos; Ar:arabinanos; Ma:mananos

Con el objetivo de determinar si se produce extraccion de lignina en la HAD, se seleccionaron los
puntos de mayor y menor SC para la determinacion del contenido de lignina insoluble posterior

al tratamiento acido (Tabla IV.16).

Considerando el contenido de lignina inicial del aserrin original (27,2% bs) y del APA (29,0%
bs), se concluye que en la etapa 4cida no ocurre una deslignificacion significativa. Por el contrario,
en algunos puntos se observa un incremento en el contenido de lignina que es mas significativo
para el aserrin original. A su vez, el contenido de lignina aumentd progresivamente con el
aumento en la severidad del pretratamiento. Este fendmeno ha sido previamente informado por
varios autores, y se cree que es consecuencia de la formacion de un material denominado
pseudolignina. Este material aromatico es formado por la condensacion de los productos de
degradacion de los polisacaridos y su formacion se intensifica cuando las condiciones aplicadas

son mas severas (Sannigrahi et al., 2011) (Sannigrahi, Ragauskas & Miller, 2008).
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Tabla IV. 16 Contenido de lignina insoluble en la fraccion so6lida del aserrin original y pre-

extraido en alcali (APA) (expresado como % sobre madera inicial)

Aserrin Original (27,2% bs)” APA (29,0% bs)*
a Lignina Lignina
Ensayo  T,¢,C. SC* . @) SC T (%)

6 150-30-7,5 2,14 29,26 2,09 28,25
8 150-60-7,5 2,44 35,16 2,40 29,69
9 110-45-5,0 0,96 29,43 0,89 28,66
10 160-45-5,0 2,43 32,00 2,37 27,87
12 135-70-5,0 1,89 29,38 1,82 26,77
13 135-45-0,8 0,90 29,39 0,00 29,08
14 135-45-9,2 1,96 29,36 1,92 28,55

*T: Temperatura (°C), t: tiempo (min), C: Concentracion de H,SO4 (g/L)
b Aserrin original (% Lignina del aserrin antes de la HAD)

‘APA: Aserrin pre-extraido en alcali (% Lignina antes de la HAD)

ISC: Severidad Combinada

Para comprobar que el aumento de lignina es producto de la condensacion de los productos de
degradacion, se aplico la técnica desarrollada por Sannigrahi et al. (2011) que consiste en aplicar
tratamientos acidos a la holocelulosa. Se extrajo la holocelulosa de aserrin de pino y luego se
someti6 a un tratamiento acido a 150°C, 60 min y 7,5 g/L. H,SO4 (Severidad Combinada= 2,44).
Se determino el contenido de lignina en la holocelulosa de aserrin antes y después del tratamiento
acido (Tabla IV.17).

Tabla IV.17. Contenido de lignina de la holocelulosa tratada y sin tratar en medio acido.

Lignina Insoluble

Holocelulosa (%)
Aserrin original 0,19
Aserrin con tratamiento acido * 9,13
Aserrin pre-extraido en alcali y con tratamiento acido b 2,33

* Tratamiento acido a 150°C-60min-7,5 g/l H,SOx)
® Tratamiento alcalino a 90°C, 60 min y 5 % NaOH seguido de etapa 4cida a 150°C-60min-7,5
g/l H>S04

El contenido de lignina resulté mayor luego de los tratamientos acidos. Dado que la holocelulosa

esta practicamente libre de lignina, se comprueba que el incremento puede ser debido a la
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formacion de pseudolignina. A su vez, la formacion de este material aromatico es inferior para el
aserrin pre-extraido en alcali, lo cual es una ventaja ya que la presencia de pseudolignina es

negativa para la hidrolisis enzimatica (Hu & Ragauskas, 2012).

1V.2.2.1.5. Hidrolisis enzimatica

La aplicacion de la hidrolisis enzimatica (HE) tiene como objetivo romper las cadenas de celulosa
en la biomasa mediante la utilizacion de enzimas, para obtener glucosa fermentable. Los factores
que afectan la efectividad de este proceso son las caracteristicas fisicas y quimicas del material,
como ser el contenido de lignina, hemicelulosas, la cristalinidad, el grado de polimerizacion, la
porosidad y el area superficial del material. El objetivo de los pretratamientos consiste en
modificar estas caracteristicas fisicoquimicas para aumentar la digestibilidad enzimatica del
material (Zhao et al., 2012). Por lo tanto, la evaluaciéon de los rendimientos obtenidos en la
hidrolisis enzimatica permite concluir con respecto a la accesibilidad y la ultraestructura del

material.

En la Figura IV.20 se muestran los perfiles de la HE para el aserrin original, APA, APA seguido
de hidrolisis acida diluida y de la hidrdlisis acida diluida (HAD) del aserrin original tratado en las
condiciones oOptimas. El rendimiento de la HE se calcula a partir de la ecuacion II1.8. El
rendimiento de glucosa del aserrin original fue de 3,76% a las 72 horas. A pesar de haber pasado
por un tratamiento mecanico de molienda el rendimiento es bajo. Segliin se ha reportado, la
digestibilidad enzimatica de coniferas utilizando enzimas comerciales varia de 0 a 4% mientras
que la de latifoliadas es de 9% (Aguilera & San Martin, 1985). Las coniferas se caracterizan por
ser mas refractarias a los procesos bioldgicos debido principalmente a su alto contenido de lignina
y su estructura rigida (Galbe & Zacchi, 2002). A su vez, se ha demostrado que la reduccion de
tamafio de particula en un nivel macroscopico no permite mejoras significativas en la hidrolisis
enzimatica (Da Silva et al., 2013). Kruyeniski et al. hidrolizaron con enzimas pulpa mecénica
con refinador (RMP) de pino y obtuvieron un rendimiento a las 72 h de 15,8% que supera en mas

de 50% al rendimiento del aserrin sin pretratar Kruyeniski et al., 2014).

El rendimiento de glucosa del aserrin pre-extraido en alcali a las 72 h (4,52 %) fue ligeramente
superior que el obtenido con el aserrin original. Xu et al demostraron que posterior a un
tratamiento alcalino suave (90°C-1% bs NaOH) las microfibrilas de celulosa estan mas orientadas
y la celulosa I se convierte a Celulosa II que es una forma mas estable y mas resistente a las

celulasas (Xu et al., 2012).
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En comparacion a lo obtenido por otros autores el rendimiento de la HE del aserrin pretratado con
hidrolisis acida diluida fue considerablemente bajo (7,5% de glucosa a las 72 h) para ambos
materiales, es decir, aumento solamente 2 veces con respecto al rendimiento del aserrin sin
tratamiento. Por ejemplo, el rendimiento de glucosa de abeto Douglas pretratado mediante
hidrdlisis acida diluida (200°C, 30 min, 1% H>SOy4) fue de 55% utilizando las mismas condiciones
en la HE que en este trabajo (Alvarez Vasco et al., 2015). Lim el al. obtuvieron un rendimiento
de glucosa en un rango de 36-50% en la HE de coniferas pretratadas mediante hidrolisis acida
diluida (Lim & Lee, 2013), mientras que el rendimiento de la hidrolisis enzimatica reportado para
pino taeda tratado con H>SO4 fue de 35% (Huang & Ragauskas, 2012). La similitud entre los
pretratamientos aplicados por estos autores es que las temperaturas estudiadas fueron superiores
a 170°C y que todos obtuvieron un rendimiento de extraccion de hemicelulosas del 100%. Bouder-
Campbell et al. estudiaron la hidrdlisis enzimatica de coniferas pretratadas con acido diluido en
diferentes condiciones y concluyeron que la extraccion de hemicelulosas es mayor con
condiciones mas severas de pretratamiento y se incrementa el rendimiento de glucosa en la
hidrolisis enzimatica (Boudeur-Campbell et al., 2008). Las hemicelulosas actian como una
barrera que limita la accesibilidad de las celulosas (Zhao et al., 2012). Por lo tanto, los menores
rendimientos obtenidos en este trabajo pueden estar relacionados con el contenido de
hemicelulosas del material resultante del pretratamiento. Por otro lado, la migracion de la lignina
y su distribuciéon mas localizada y concentrada en las paredes celulares exteriores puede abrir la
estructura de la matriz de la pared celular y mejorar la accesibilidad de la mayoria de las
microfibrillas de celulosa, mejorando la digestibilidad enzimatica. La redistribucion de la lignina
se produce como resultado de su fusion a temperaturas elevadas y posterior coalescencia
formando particulas esféricas (Pu et al., 2015) (Donaldson et al., 1988). En consecuencia, la
temperatura es un factor clave en la fusion y redistribucion de la lignina y por lo tanto las

temperaturas mas elevadas favorecen este fenomeno.

A su vez, durante los tratamientos 4cidos diluidos no se produce deslignificacion significativa y
la cristalinidad de la celulosa aumenta debido a la disolucién de la celulosa menos cristalina
(Sannigrahi, Ragauskas & Miller, 2008) (Sannigrahi et al., 2011). Por lo tanto, el elevado
contenido de lignina y la celulosa cristalina podrian estar relacionados con el bajo rendimiento ya

que estos dos factores limitan la accesibilidad de las enzimas a la celulosa (Zhao et al., 2012).
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Figura IV.20. Hidrdlisis enzimatica del aserrin original, pre-extraido con alcali (APA) y con

Hidrdlisis acida Diluida (HAD).

Se considera que la cristalinidad de la celulosa juega un rol fundamental en la absorcion de
enzimas, lo que puede estar correlacionado con la velocidad y rendimiento de la hidrolisis
enzimatica. En la Tabla IV.18 se indican los indices de cristalinidad del aserrin original y de los

materiales pretratados.

Tabla IV.18. indice de Cristalinidad del aserrin sin tratamiento y de los aserrines pretratados

Material indice de cristalinidad
Aserrin original 61,0
APA 66,9
APA-HAD 70,0
HAD 69,7

La cristalinidad aument6 con todos los tratamientos, pero el principal cambio se produjo en la
etapa acida. Un incremento en el indice de cristalinidad de la celulosa ha sido reportado por otros
autores debido a la degradacion preferencial de las regiones menos cristalinas durante los
tratamientos acidos (Pu et al., 2013) (Sannigrahi & Ragauskas, 2008). No existe una correlacion

clara entre el indice de cristalinidad y la digestibilidad enzimatica ya que la accesibilidad de la
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celulosa es ademas afectada por otros factores, como el contenido de hemicelulosas y lignina y la
porosidad y area superficial de la celulosa amorfa (Park et al., 2010). El aumento del IC se atribuye

a la solubilizacion de la celulosa menos ordenada durante los tratamientos aplicados.

Si el objetivo es la produccion de bioetanol mediante HE, estos bajos rendimientos obtenidos con
este material hacen necesaria la adicion de una etapa de deslignificacion para aumentar el

rendimiento de hidrolisis de celulosa a glucosa.

1V.2.2.2 Explosion de vapor
1V.2.2.2.1 Resultados experimentales

Para el estudio de la explosion de vapor se utilizd como materia prima el aserrin proveniente del
aserradero Forestal AM. Debido al tamafio y a las caracteristicas del reactor (reactor batch de 10
L de capacidad) se selecciond una fraccion del aserrin de mayor tamafio (retenido en aberturas de
2 mm) a diferencia de la HAD (pasa aberturas de 3 mm) para evitar que el material se compacte

dentro del reactor y para facilitar la descarga y manipulacion del mismo.

El aserrin fue sometido a una etapa alcalina de desresinacion aplicando las condiciones 6ptimas
encontradas en este trabajo (90°C, 5 % bs, 60 min en reactor M/K de 7 L). Luego, con el objetivo
de optimizar la extraccion de hemicelulosas el aserrin pre-extraido en alcali y seco al aire
(humedad inicial 14%) fue sometido a una etapa acida de explosion de vapor. En la tabla IV.19
se presentan la composicion quimica del aserrin de pino elliotti sin tratamiento (A) y pre-extraido

en alcali (APA) expresados como % sobre base seca.

En la desresinacion alcalina la pérdida de peso fue de 8% y se alcanz6 una remocion de extractivos
del 47% sobre madera inicial. Este rendimiento de remocién de extractivos resulta menor que el
obtenido en la optimizacion de la etapa alcalina, debido probablemente a que el tamafio de
particula del aserrin utilizado en esta etapa fue mayor. No se produjo una extraccion significativa

de carbohidratos y lignina.
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Tabla IV.19 Composicion quimica del aserrin original (Forestal AM) y del aserrin pretratado

@ A=aserrin original ® APA= aserrin pre-extraido con élcali

con alcali (% sobre base seca)

A(a) APA(b)
Glucanos 394 39,7
Xilanos 6,42 6,36
Galactanos 1,97 2,25
Arabinanos 1,32 1,28
Mananos 10,6 11,1
Acetilos 1,79 N.d.
Extractivos 2,28 1,32
Lignina 30,1 29,8

N.d.: No detectado (LD Acetilo UV 210 nm=0,014 %bs)

En la Tabla IV.20 se muestran las combinaciones de factores utilizadas, la severidad combinada,

el rendimiento de cada ensayo y la composicion quimica del so6lido posterior al tratamiento EV.

Al igual que en la HAD, la concentracion de H>SOs fue corregida debido al consumo de acido en

la neutralizacion del alcali residual (0,73% base seca de la carga inicial). Para el calculo de SC se

determind el pH considerando la concentracion corregida. Por ejemplo, en el punto 5 del disefio

la concentracion corregida es de 2,27% H>SO;4 base seca.

Tabla IV.20 Composicién quimica del aserrin con explosion de vapor % sobre base seca (bs)

APA®
Ensayo T-t-C® sc! Rendimient{ Glucanos | Xilanos | Galactanos | Arabinanos | Mananos | Lignina
1 180-5-1 1,80 90,15 46,37 3,79 1,19 N.d. 10,17 34,18
2 200-5-1 2,39 78,43 47,96 1,94 0,59 N.d. 7,32 38,12
3 180-10-1 2,10 91,35 45,90 3,54 1,13 N.d. 10,57 34,46
4 200-10-1 2,69 74,38 50,27 2,03 0,71 0,21 7,32 39,13
5 180-5-3 2,64 71,93 51,01 1,72 N.d. N.d. 3,51 39,90
6 200-5-3 3,32 59,98 52,53 0,75 N.d. N.d. 2,07 42,48
7 180-10-3 3,03 77,08 50,94 1,95 0,73 N.d. 547 37,82
8 200-10-3 3,53 58,83 44,72 N.d. N.d. N.d. 1,57 48,24
9 190-7.5-2 2,95 75,01 50,79 2,01 0,65 N.d. 6,45 37,49
10 190-7.5-2 2,95 67,68 50,80 2,23 0,61 N.d. 6,80 36,77
A(C)
1 190-7.5-0.75 2,72 69,22 48,58 N.d. N.d. N.d. 0,35 43,81
2 190-7.5-0.75 2,72 69,17 49,11 1,30 N.d. N.d. 1,28 43,30

N.d.: No detectado (LD Arabinanos IR = 0,1 %bs; LD Xilanos IR= 0,1% bs; LD Galactanos=
0,1%bs). @T=temperatura (°C); t= tiempo (min); C= concentracién H2SO4 % bs. ® APA= aserrin

pre-extraido con alcali. Y)A=aserrin original; ¥ SC: Severidad Combinada
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El rendimiento del tratamiento varié entre 90 y 60%. A medida que la severidad del
pretratamiento aumenta el rendimiento disminuye (Figura IV.21). Esta tendencia ocurre debido a
la solubilizacién de mayor cantidad de material, sumado a cierta pérdida durante el proceso de
recuperacion del solido. En las condiciones mas severas del tratamiento de explosion las fibras se
rompieron y se separaron obteniéndose un material con las caracteristicas de un polvo. Durante
la etapa de separacion de la fraccion solida del licor residual, la pérdida de material fue importante
debido el pequefio tamafio de particula. A su vez, parte del material se compacta en el reactor y
es posible que queden restos retenidos en las paredes del equipamiento Por lo tanto, dado que la
recuperacion de solidos puede ser no completa, el rendimiento calculado sera inferior al
rendimiento real del proceso. De igual manera estos resultados son consistentes con los obtenidos
por otros autores que han estudiado el proceso de explosion de vapor aplicado a coniferas (Nguyen

et al., 1998), (Cotana et al., 2014), (Schwald et al., 1989).

100

y=-18,72x + 125,77
R2=0,85

90

80 |
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Severidad Combinada

Figura IV.21. Variacion del rendimiento del proceso de explosion de vapor con el coeficiente

de severidad combinada (SC).

En las condiciones mas severas se obtuvo un material constituido principalmente por celulosa y
lignina, debido a la remocién de la mayor parte de las hemicelulosas. En los ensayos 6 y 8, que
se llevaron a cabo a 200°C, la remocion de hemicelulosas fue casi completa. Por ejemplo, en el
ensayo 6 a 200°C, 5 min y 3% H>SOs la mayor parte de la fraccion de hemicelulosas fue
solubilizada, disminuyendo de 6,36% bs a 0,75% bs los xilanos y de 11,08 % bs a 2,07% bs los
mananos. En estas condiciones el material remanente resultd6 compuesto por 55% de hexosas,

0,8% de pentosas y 42% de lignina. A mayor severidad del proceso, la cantidad de mananos y
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xilanos disminuy6, mientras que la de los glucanos aumenté (Figura 1V.22). Ademas, el
comportamiento del aserrin control (sin tratamiento) durante el tratamiento EV fue diferente, ya
que a igual factor de severidad combinada, la remocion de hemicelulosas fue mayor. Este
comportamiento es similar a lo que ocurria en la HAD donde la remocion de hemicelulosas fue

mas efectiva en el material de control.

A partir de las pendientes de las rectas que se representan en la Figura IV.22 se puede concluir

que la variacion en la extraccion de mananos es mayor a menor severidad combinada.
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Figura IV.22 Variacion del contenido de (a) glucanos, (b) mananos y (c) xilanos en la fraccion
solida del aserrin pretratado con alcali y del aserrin original con respecto al factor de severidad

combinada.

El rendimiento de la extraccion representa el % del componente que fue extraido del material y
se calcula con la ecuacion I11.10. La tabla IV.21 indica los rendimientos de extraccion obtenidos
en cada condicién experimental en la explosion de vapor basado en la cantidad tedrica en el
material solido posterior a la etapa alcalina. El rendimiento de extraccion de lignina fue bajo a

excepcion de los puntos 6 y 10 en que se evidencia una tasa de extraccion mayor. El rendimiento
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de extraccion de los arabinanos fue del 100% indicando su caracter 1abil ante la hidrolisis acida.
La extraccion de hemicelulosas fue casi completa en los ensayos 6 y 8 pero la degradacion de
glucanos también fue significativa. Estos resultados son consistentes con los de Shahbazi et al.,
que trataron aserrin de pino mediante explosion de vapor a 190°C por 3 min y 1% bs H,SO4 y
encontraron que la extraccion de celulosa fue de 14%, mientras que cuando incrementaron la
temperatura a 215°C, la disolucion de celulosa fue de casi el 70%, concluyendo que condiciones

mas severas de tratamiento resultan en mayor degradacion de celulosa (Shahbazi et al., 2005).

Tabla IV.21. Rendimientos de extraccion durante el tratamiento de explosion de vapor

(expresado como % referido al material inicial de esta etapa)

APA®
Ensayo T-t-C® SC* Glucanos | Xilanos | Galactanos | Arabinanos | Mananos | Lignina
1 180-5-1 1,80 0,00 46,3 52,2 100 17,2 0,00
2 200-5-1 2,39 5,28 76,1 79,3 100 48,2 0,00
3 180-10-1 2,10 0,00 49,1 53,9 100 12,8 0,00
4 200-10-1 2,69 5,86 76,2 76,6 87,8 50,8 2,20
5 180-5-3 2,64 7,61 80,5 100 100 77,2 3,55
6 200-5-3 3,32 20,7 92,9 100 100 88,8 144
7 180-10-3 3,03 1,15 76,4 75,1 100 62,0 2,04
8 200-10-3 3,53 33,7 100 100 100 91,7 4,63
9 190-7.5-2 2,95 4,08 76,3 78,2 100 56,3 5,50
10 190-7.5-2 2,95 134 76,3 81,8 100 58,5 16,4
Aserrin original
1 [190-7.5-0.75 2,72 24,9 100 100 100 923 0,00
2 190-7.5-0.75 2,72 14,5 85,8 100 100 92,0 1,44

@T= temperatura (°C); t= tiempo (min); C= concentracién H»SOs % bs. ® APA= aserrin pre-

extraido con alcali. © SC: Severidad Combinada.

La extraccion de mananos es inferior a la de xilanos en todos los ensayos. Esto coincide con la
velocidad relativa de hidrélisis acida de los polimeros de la madera, que indica que los xilanos y
galactanos son degradados mas rapidamente que los mananos (Sixta et al., 2006). A su vez,
estudios de extraccion de pulpas o de holocelulosa con hidroxido de sodio concentrado en
conjunto con acciéon mecanica e hidrolisis acida suave demostraron que existe una fraccion de
glucomananos residual intimamente asociada a la celulosa, inaccesible o altamente insoluble

(Hamilton, 1962).

En la Tabla IV.22 se muestran los resultados obtenidos por otros autores que estudiaron el
tratamiento de la explosion de vapor aplicado a coniferas impregnadas con acido sulftrico. En

general, el comportamiento de los carbohidratos resulta similar, independientemente de las
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condiciones aplicadas. Es decir, cuando se aplican condiciones mas severas el rendimiento de
extraccion de hemicelulosas es mayor, pero la degradacion de la celulosa aumenta, al igual que

la generacion de subproductos.

Ademas, los procesos autocataliticos requieren de temperaturas mas altas para obtener resultados
de extraccion similares a los procesos catalizados con acido como se observa en la Tabla [V.22.
Por ejemplo, Cotana et al. obtuvieron un rendimiento de extraccion de hemicelulosas del 83% a
220°C, que es superior a la utilizada en los procesos catalizados (Cotana et al. 2014) (Tabla

IV.22).

Tabla IV.22. Condiciones experimentales y resultados obtenidos por otros autores aplicando el

proceso de explosion de vapor a coniferas.

Productos de

Materia prima Condiciones SC Rendimiento . Referencias
degradacion
) 0,5% H,SO,; 10 min, 88% de manosa; 12 0,6% HMF; Soderstrom et
Aserrin de abeto 180°C 236 o/ de glucosa 0,3% furfural  al., 2003
60-70% de 0,2% HMF;
0, o( . > 9
Aserrin de conifera L5 bs/° H,80,4,190°C; 2,17 hemicelulosas; 17 % Furfural not Kim, 2005
1,7 min
glucosa detected
. . o 62% de
Chips de abeto Douglas y pino 0,4% bs H,SO,, 201°C; 1,6% HMF; Nguyen et al.,

3,00 hemicelulosas; 21%

ponderosa 5,1 min de celulosa 7,1% furfural 1998

. . 1% bs H,SO,4; 190°C;3 82% manosa, 78% Shahbazi et al.,
Chips de pino in 2,45 xilosa, 14% glucosa No reportado 2005

0,

Chine de oino 220°C-10 min fli’ n/l"i;‘l:lulosas Lo, 0:25%HME,  Cotanaetal,

psdep (Autohidrolisis) o 0,25% furfural - 2014

, . L 3% H,SO0,; 200°C; 5 90% manosa; 94% 1,2 % HMF; .

Aserrin de pino elliottii min 332 xilosa; 26% glucosa 0,12% Furfural Este trabajo

Las hemicelulosas y la celulosa extraidas son recuperadas en la fraccion liquida del tratamiento
EV. El material obtenido fue lavado con agua para recuperar las hemicelulosas parcialmente
hidrolizadas que quedan retenidas en las fibras. La tabla IV.23 muestra la composicién de
azucares y productos de degradacion en el licor concentrado y en el agua de lavado. A bajas
severidades, los balances de masa son cercanos al 100% sin embargo a severidades mas altas los
balances presentan diferencias +10%, debido a la formacion de subproductos, gases, etc. que no
son analizados y requieren de estudios posteriores para su identificacion y cuantificacion.
Ademas, la concentracion de aziicares obtenida en el licor concentrado fue muy variable debido
a la pérdida de calor del reactor, que es mayor a tiempos de residencia mas largos y altas

temperaturas, resultando en mayor formacion de condensado y en consecuencia, mayor dilucion
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del licor. La cantidad de azlicares extraidos en el agua de lavado fue muy pequefia, por lo que no

se justifica la adicion de esta etapa.

La xilosa y la manosa fueron los componentes mayoritarios del licor residual. La concentracion
de hidroximetilfurfural (HMF) en el licor fue mayor que de furfural, sin embargo, el porcentaje
de productos de degradacion de hexosas y pentosas (HMF y furfural) formados fue bajo. A 200°C
la cantidad de HMF y furfural aumento, indicando que la temperatura tiene un efecto importante
en la degradacion de azicares. Taherzadeh et al. aplicaron el tratamiento de explosion de vapor a
pino y abeto en un rango de temperaturas de 188°C a 234°C y concluyeron que la concentracion

de HMF, acido acético y furfural aumentan con un incremento de la temperatura (Taherzadeh et
al., 1997).

Tabla I'V.23 Composicion quimica del licor residual del proceso de explosion de vapor y del
agua de lavado del aserrin pre extraido en alcali (APA) y del aserrin original (A) (expresado

como porcentaje sobre aserrin inicial)

Azucares extraidos Productos' d ¢ Agua de
degradacion lavado
Azicares
(@) Glucosa | Xilosa | Galactosa | Arabinosa | Manosa | HMF | Furfural b
T-t-C totales
180-5-1 0,27 1,07 0,34 0,22 0,54 N.d. 0,03 1,29
200-5-1 0,78 1,49 0,57 0,22 1,63 0,02 0,04 0,79
180-10-1 0,58 2,01 0,71 0,37 1,31 0,01 N.d. 0,17
A 200-10-1 0,97 1,19 0,54 0,16 2,02 0,01 0,06 0,88
P 180-5-3 3,07 435 1,92 0,83 6,14 0,27 0,19 1,86
A 200-5-3 4,61 2,62 1,47 1,37 4,81 1,20 0,12 2,09
180-10-3 2,33 4,69 1,68 1,03 5,75 0,20 0,08 1,47
200-10-3 747 3,20 1,57 0,62 5,39 1,30 0,46 1,77
190-7.5-2 1,49 2,71 1,17 0,51 3,70 0,34 0,06 1,38
190-7.5-2 1,39 3,47 1,24 0,82 3,71 0,15 0,02 1,53
A 190-7.5-0.75 3,48 3,55 1,72 0,82 6,77 0,47 0,43 3,30
190-7.5-0.75 3,38 3,93 2,07 0,81 7,42 1,07 0,56 2,25

N.d.: No detectado (LD Furfural UV 254 nm = 0,004%; LD Furfural UV 254 nm = 0,003%)

@ T= temperatura (°C); t= tiempo (min); C= concentracion H,SOs % bs. ®Azicares totales:

glucosa+xilosa+tgalactosa+arabinosa+manosa. N.d.: No detectado

La Figura IV.23 muestra la variacion de los a) azicares mayoritarios en el licor (glucosa, manosa
y xilosa) y de b) los productos de degradacion (HMF y furfural) con la severidad combinada. En
general, el tratamiento extrajo mas hexosas que pentosas. La extraccion de glucosa aumenta a

medida que aumenta la severidad del proceso (Figura IV.23). Esta tendencia se debe a que con
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mayor severidad la extraccion de celulosa se hace mas significativa. La xilosa y la manosa
comienzan a disminuir a partir de una SC igual a 3 que coincide con una mayor presencia de
productos de degradacion en la fraccion liquida (Figura IV.23 b). A medida que la severidad de
la explosion de vapor aumentd el contenido de productos de degradacion en el licor también se
increment6 La presencia de HMF es considerablemente mayor que la de furfural, indicando

mayor degradacion de hexosas.
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Figura IV.23 Composicion quimica del licor en funcion de la severidad combinada del
tratamiento EV a) azucares totales y b) productos de degradacion: los marcadores cuadrados
representan el % de HMF (anaranjado) y furfural (celeste) del tratamiento HAD a una SC de 2,4

(expresado como % sobre madera inicial)
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En la figura IV.23 b se incluyeron a modo de comparacion el contenido de HMF y furfural del
tratamiento HAD a la mayor severidad aplicada (SC=2,39). Se observa que a esta SC la
concentracion de estos compuestos es menor en el proceso EV. Este resultado no indicaria que la
degradacion de azicares en la EV es menor, sino que debido a las temperaturas més elevadas de
este tratamiento, el HMF y furfural han sido degradados a otros compuestos, como acido féormico
y acido levulinico. En medio 4cido, bajo condiciones mas severas tal como tiempo mas largos y
altas temperaturas y concentracion, el HMF es posteriormente degradado a acido formico y acido
levulinico. (Fengel, 1989). El furfural es también inestable en el medio deshidratante y puede ser
degradado a acido formico. Estudios sobre pretratamientos acidos han demostrado que en
condiciones mas severas (SC mayor a 3,4) la concentracion de HMF y furfural disminuy6

mientras aumentaba la cantidad de acido formico y levulinico (Larsson et al., 1999).

La presencia de oligosacaridos solubles después del tratamiento EV fue confirmada aplicando
una hidrolisis acida a los liquidos residuales. El porcentaje de azlicares hemiceluldsicos extraidos
como oligdmeros se expone en la Figura IV.24. En condiciones menos severas las hemicelulosas
son extraidas principalmente como oligomeros pero a medida que la severidad del tratamiento

aumenta, se extraen mayoritariamente como azucares.

= Hexosanos

70 - = Pentosanos

% Extraido como polimero
S
(=]
\

30 A
20 A
10 -
0
1.80 | 2.10 | 2.39 ’ 2,69 ‘ 2,95 ‘ 2,95 | 3,03 ’ 3.32 ‘ 3,53 | 272 | 2.72
APA Aserrin
original

Severidad Combinada

Figura IV.24 Oligémeros extraidos (como % de azlicares totales removidos) en el proceso EV

del aserrin pre-extraido en alcali.
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1V.2.2.2.2 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizo a partir de la composicion quimica de la fraccion sélida debido a
la dificultad en determinar la composicion exacta de la fraccion soluble. El andlisis estadistico
indic6 que la concentracion de acido (p-valor<0,05) y la temperatura (p-valor<0,05) tuvieron
influencia en la remocién de hemicelulosas mientras que el efecto del tiempo no resultd
estadisticamente significativo (p-valor>0,05). Las ecuaciones de regresion (en variables
codificadas) que representan la influencia de estos factores sobre el contenido de polimeros en el

aserrin pretratado con alcali durante el tratamiento EV se presentan en la Tabla IV.24.

Tabla IV.24 Ecuaciones de regresion de los componentes del APA tratado con tratamiento EV

(en variables codificadas).

Componente Ecuacion de regresion R? (%)
Glucanos 50+1,45*T+0,53*t+2,38*C+0,68*T*t 100
Xilanos 2,00 - 0,79*T-0,86*C 96
Galactanos 0,56-0,22*T-0,36*C 83
Mananos 6,13-1,43*T-2,85*C 97

Las ecuaciones muestran ajustes significativos a 95% de significancia (p-valor<0,05). De acuerdo
con los coeficientes de las ecuaciones y como se observa en la Figura IV.25, la concentracion es
el factor que mas influye, seguido por la temperatura. El efecto del tiempo es unicamente
significativo en la extraccion de glucanos, pero no afecta la extraccion de hemicelulosas. Nguyen
et al. obtuvieron el mismo resultado en cuanto al efecto del tiempo en el estudio de la explosion
de vapor aplicado a chips de pino y abeto Douglas (Nguyen et al., 1998). Cuando los niveles de
la concentracion y de la temperatura aumentan, el contenido de hemicelulosas (mananos, xilanos
y galactanos) disminuye, es decir que aumenta la extraccion. La concentracion, temperatura y
tiempo tienen un efecto positivo en la extraccion de glucanos, es decir que en el nivel superior de

estos factores aumenta el contenido de glucanos, debido a una mayor remocion de hemicelulosas.
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Figura IV.25. Grafico de los efectos principales sobre glucanos, galactanos, mananos y xilanos

del solido pretratado con EV.

A su vez, el efecto positivo de la interaccion temperatura-tiempo sobre los glucanos indica que la

influencia del tiempo se vuelve mas importante a temperaturas altas (Figura [V.26).
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Figura IV.26 Grafico de la interaccion temperatura-tiempo sobre los glucanos del APA y EV.
(T: temperatura, t: tiempo)
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Janzon et al. obtuvieron la misma conclusion acerca del rendimiento de carbohidratos extraidos
con el proceso de explosion de vapor aplicado a abeto, pero utilizando SO, como catalizador en
lugar de H2SO4. En dicho trabajo, el tiempo de reaccion mostrd una pequeiia influencia mientras

que la temperatura y la concentracion de SO; resultaron los factores claves (Janzon et al., 2014).

1V.2.2.2.3 Optimizacion estadistica

La funcion deseabilidad permite determinar la combinacion de factores que optimiza
simultdneamente varias respuestas. Esta funcion, expresada en una escala de 0 a 1, fue utilizada
para maximizar la extraccion de mananos, xilanos y galactanos minimizando la de glucanos en el
s6lido pretratado. La Figura IV.27 muestra la superficie de respuesta de la funcion deseabilidad

para estas condiciones de optimizacion en variables codificadas.

. . 200°C, 5 min, | Deseabilidad
tiempo=1,0 3% H,SO4 0.0
/ _ Bl 0,1
—",', ==
I L 777777 0>
= 0sf A"”’i’iﬁ"’ ’
= s "
‘= 06F 7 7T 0,5
5 04 s 0.6
K02 4 07
oL 0. 0.8
0602 02 g5 |, o8t = 09
Temperatura ’ ion HH 1.0
mp Concentracion

Figura IV.27 Superficie de respuesta de la funcion deseabilidad (en variables codificadas) para
maximizar la extraccion de mananos, xilanos y galactanos minimizando la de glucanos en el

tratamiento EV (los puntos naranja indican los puntos del disefio).

En la region experimental estudiada, el valor maximo de deseabilidad (0,96) se alcanza a 200°C
(+1), 3% H,SO4 bs (+1) y 5 min (-1) que corresponde al ensayo 6 del disefio de experimento
planteado. En la superficie de respuesta se aprecia que para aumentar la deseabilidad a su maximo

valor (1) habria que aumentar ligeramente la concentracion de 4cido o la temperatura.
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En conclusion, las condiciones que optimizan la extraccion de hemicelulosas durante el
tratamiento de explosion de vapor dentro del disefio planteado corresponden a 200°C, 3% H2SO4
bs y 5 min (ensayo 6). En estas condiciones la extraccion de mananos fue 89%, la de xilanos 93%,
la de galactanos y arabinanos de 100% y la de glucanos de 21%. En el licor se recuperaron 11%

de las hexosas y 4% de pentosas, principalmente como azucares.

El proceso de explosion de vapor permite extraer casi por completo las hemicelulosas sin afectar
significativamente la celulosa y la lignina. La concentracion de acido sulfirico resulto6 el factor
con mayor influencia en el comportamiento de las hemicelulosas y la penetracion del acido dentro
de las fibras resulta critico para lograr un efecto catalitico uniforme. Por lo tanto, podrian
esperarse mejores resultados si se modifica el método de adicion de 4cido, por ejemplo remojando

la biomasa en la solucion acida.

Con el objetivo de aproximarse a lo que seria el proceso a mayor escala y para evaluar el efecto
de la etapa de secado al aire del aserrin previo al tratamiento EV, la condicion 6ptima (200°C-5
min- 3% H,SO4 bs) fue reproducida utilizando aserrin pre-extraido con alcali sin secar, con una
humedad inicial de 56%. Debido a que el contenido de agua de este material es mayor, la dilucién
de acido durante la impregnacion fue mas alta, resultando en una severidad combinada menor
(2,95 vs 3,32). En la Tabla IV.25 se muestra la composicion del liquido y del sélido después del
tratamiento. El rendimiento del tratamiento EV fue de 58,83% muy similar al obtenido para el

material con secado previo.

Tabla IV.25. Composicion quimica de la fraccion solida (% base seca) y liquida (% base

aserrin inicial) del aserrin APA sin secar tratado con EV.

Fraccion soélida (% bs) Fraccion Liquida (% bi)
Agua de
Glucanos Mananos Lignina| Glucosa  Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa HMF  Furfural lavado
42,60 1,30 49,86 8,93 3,38 1,65 0,68 5,66 1,21 0,40 2,39

El rendimiento de extraccion de xilanos, galactanos y arabinanos fue del 100%. La extraccion de
glucanos y mananos para este material fue de 37% y 93% respectivamente. En ambos casos el
rendimiento de extraccion fue mayor que el obtenido para el aserrin seco (21% de glucanos y 89%
de mananos). La cantidad de azlicares recuperada en la fraccion liquida fue mayor, lo que podria
indicar que en estas condiciones la degradacion fue menor. El contenido de HMF y furfural en el

licor fue muy similar en ambos materiales.
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1V.2.2.2.4 Extraccion de lignina mediante lavado alcalino

Posterior al lavado acuoso, el material resultante de algunos de los ensayos realizados se sometio
a una etapa de lavado alcalino para extraer la lignina hidrolizada, con el objetivo de mejorar el
rendimiento de la hidrdlisis enzimatica. La Figura IV.28 muestra el contenido de lignina del
material tratado mediante explosion de vapor, antes y después del lavado alcalino. La extraccion
de lignina no fue significativa en ninguno de los casos (entre 2,4% y 3,3%) y tampoco la
solubilizaciéon de carbohidratos. Se ha reportado que la lignina de latifoliadas tratadas con
explosion de vapor puede ser facilmente recuperada mediante un lavado alcalino suave a
temperatura ambiente mientras que la extraccion de lignina de coniferas no puede ser removida
tan facilmente (Ramos Pereira et al., 2003). A pesar de la menor eficiencia de extraccién mediante
lavado alcalino para coniferas cuando el material es impregnado con SO; en lugar de HoSOs se
obtienen resultados mas satisfactorios. Schwald et al extrajeron el 25% de la lignina con un
tratamiento alcalino a temperatura ambiente y 0,4% de NaOH posterior a la explosion de vapor
aplicado a abeto impregnado con SO, (Schwald et al., 1989). La posible causa del mayor
rendimiento de extraccion puede ser que la lignina se encuentre sulfonada como resultado del
tratamiento con SO,. La sulfonacion genera grupos acidos sulfonicos (-SOsH) en la lignina que

incrementan su hidrofilicidad y facilita su solubilidad en agua (Alén, 2015).
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Figura IV.28 Contenido de lignina después del lavado alcalino (% base seca) del material
proveniente del aserrin original sometido a explosion de vapor: ensayo 5 (180°C, 5 min, 3%

H,S0,), ensayo 6 (200°, 5 min y 3% H,SO4) y ensayo 1 (190°C, 7,5 min 'y 0,75 % H>SO4)
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1V.2.2.2.5 Hidrolisis Enzimatica

El rendimiento de la hidrdlisis enzimatica (HE) de los materiales lignoceluldsicos depende
principalmente de la accesibilidad de la celulosa y del contenido de lignina. Se comprobo la
digestibilidad enzimatica de la fraccion solida resultante de la explosion de vapor y posterior al
lavado alcalino utilizando una carga enzimatica de 20 FPU/g de glucano durante 72 horas. En la
Figura IV.29 se muestra el rendimiento de la HE a las 72 h del aserrin tratado mediante explosion
de vapor en diferentes condiciones. Aunque el tratamiento EV no extrae lignina, la disrupcion de
la estructura de las fibras aumenta la susceptibilidad de la celulosa en forma evidente ya que el
rendimiento de glucosa en la HE es superior al del aserrin sin tratamiento e incluso superior a los
rendimientos obtenidos luego de la HAD. La mejora de la digestibilidad enzimatica de los
materiales tratados con explosion de vapor es atribuida a tres factores principales: el incremento
de area superficial causado por la fragmentacion de las fibras, el incremento de la porosidad
debido a la hidrolisis y remocion de las hemicelulosas, y el incremento de la porosidad debido a
la redistribucion de la lignina (Donaldson et al., 1988) (Wong et al., 1988). A pesar de la remocion
de las hemicelulosas, la susceptibilidad de la celulosa a la hidrolisis enzimatica no aumentd

significativamente con el tratamiento EV.

El méaximo rendimiento obtenido fue de 24,3% de glucosa y se alcanzoé en la condicion 6ptima
(200°C, 5 min y 3% H»S0O4) que corresponde a la severidad combinada més alta (SC=3,23). Este
rendimiento es 6 veces mayor que el obtenido para el aserrin sin tratamiento. El rendimiento de
glucosa de la hidrolisis enzimatica aumentd con una mayor severidad del tratamiento. Estos
resultados se encuentran en concordancia con lo obtenido por otros autores. Por ejemplo,
Soderstrom et al. obtuvieron un rendimiento de glucosa de 35% (carga enzimatica: 28 FPU/g de
glucanos) de abeto pretratado con una secuencia de explosion de vapor en dos etapa con H,SO4
(Soderstrom et al., 2002). A su vez, en condiciones de autohidrolisis se obtienen rendimientos de
glucosa en la HE similares pero aplicando temperaturas mucho mas elevadas en el pretratamiento.
Asada et al. obtuvieron un rendimiento de 24,2% de conifera pretrada a 245°C y 5 min utilizando
40 FPU/g de glucanos (Asada et al., 2015). Las condiciones severas de pretratamiento resultan en
un material que es mas accesible al ataque enzimatico, aunque también se degrada mayor cantidad

de celulosa.

Segun se ha reportado, los rendimientos de extraccion de hemicelulosas en el tratamiento EV
cuando se utiliza SO, como catalizador en lugar de H,SO4 son similares, pero los rendimientos
de la HE son superiores, por ejemplo, el rendimiento de glucosa durante la HE de coniferas
pretratadas con SO; resultd de 50-60% o superior a las 72 h con 20 FPU/glucano (Pereira Ramos
et al., 1992), (Kumar et al., 2010) (Clark & Mackie, 1987) (Stenberg et al., 1998) (Huang &
Ragauskas (b), 2012).
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El rendimiento de HE del aserrin control, es decir sin pre-extraccion alcalina previa fue de 17%
con una severidad combinada similar a la del ensayo llevado a cabo a 180°C, 5 min y 3% H>SO4
(SC=2,64), probablemente debido a que el aserrin control pretratado con EV tiene menor
contenido de hemicelulosas (xilanostmananos= 2,6%) que el material con etapa alcalina previa
(xilanostmananos= 5,2%). La disolucién de hemicelulosas incrementa la porosidad del material

y por ende la digestibilidad enzimatica de la biomasa (Singh et al., 2015).

No hubo diferencia significativa en el rendimiento de la HE (Figura IV.29) entre el material que
fue secado al aire previo al tratamiento de explosion de vapor y el que se mantuvo himedo. Santi
Junior et al encontraron que el secado suave (como el secado al aire) provoca solo el colapso de
los poros mas pequeios, los cuales ya son inaccesibles para las enzimas, y por lo tanto no afecta

la eficiencia de la HE (Santi Junior et al., 2013)

Los materiales tratados con HAD presentaron rendimientos de hidrdlisis enzimatica inferiores
que los tratados con EV. Estos ultimos pueden tener mayor area superficial debido al efecto fisico
que provoca la explosion en las fibras y a su vez poseen menor contenido de hemicelulosas. Estos
dos factores pueden influir en el mayor rendimiento de hidrolisis enzimatica alcanzado. A su vez,
el indice de cristalinidad de los materiales tratados con EV (Crl: 66,04 para el material APA-EV
y Crl: 67,23 para el aserrin control con EV) es ligeramente menor que los tratados con HAD (Crl

cercano a 70).

Los compuestos solubles generados en los pretratamientos (furfural, acido acético, HMF,
compuestos fendlicos de la degradacion de la lignina) inhiben tanto a las enzimas como a las
levaduras, aunque el efecto mayor de inhibicion fue observado para las levaduras (Pitarelo, 2013).
Por lo tanto, debe considerarse que los materiales pretratados en este trabajo fueron
exhaustivamente lavados con agua eliminando el furfural del material. En un proceso real esta
etapa de lavado no seria posible, por lo tanto, el rendimiento de la HE disminuiria debido a la

presencia de furfural.
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Figura IV.29 Rendimiento de la hidrolisis enzimatica a las 72 horas de la explosion de vapor

con lavado alcalino y sin lavado alcalino.

El aserrin sometido a lavado alcalino present6 rendimientos de HE mas bajos que el material sin
lavar (Figura IV.29). El rendimiento maximo alcanzado fue de 13% para el aserrin control y de
11% para los ensayos APA-EV. Otros autores encontraron el mismo resultado al someter a
biomasa pretratada con explosion de vapor a un lavado alcalino. Es posible que el tratamiento con
NaOH extraiga algo de la lignina disuelta, y que esta se redeposite en las fibras, provocando una
disminucion de la porosidad y en consecuencia una disminucion de la digestibilidad enzimatica

(Pereira Ramos et al., 1992), (Donaldson et al., 1988).

1V.2.3 CAMBIOS ESTRUCTURALES DE LOS MATERIALES PRETRATADOS

IV.2.3.1 Condensacion de la lignina

Los beneficios de los tratamientos acidos son la eficiencia de remocion de hemicelulosas y la
apertura de la pared celular, pero un efecto secundario negativo es la condensacion de la lignina

como consecuencia de la acidez y las altas temperaturas utilizadas en el proceso.
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El grado de condensacion de la lignina puede ser determinado indirectamente mediante oxidacion
con nitrobenceno en medio alcalino, ya que la formacion de enlaces carbono-carbono provoca
una disminucion en el rendimiento total de aldehidos (Lin & Dence, 1992). Con el objetivo de
evaluar la potencialidad de los materiales resultantes de este pretratamiento para la produccion de

vainillina se realizaron oxidaciones con nitrobenceno de los mismos (Dos Santos, 2014).

La oxidacién con nitrobenceno del aserrin de pino elliottii sin tratamiento produce un rendimiento
de vainillina de 18% con respecto a la lignina inicial. En la Tabla IV.26 se indican los
rendimientos de vainillina obtenidos a partir de la oxidacion con nitrobenceno de los aserrines

pretratados siguiendo las secuencias de este trabajo.

El rendimiento de vainillina disminuye en las condiciones mas severas de tratamiento, lo que
indica una mayor condensacion. Segun estos resultados, la condensacion que produce la HAD es
mayor que la producida por el tratamiento EV, ya que la HAD produce un menor rendimiento de
vainillina con una SC menor que el tratamiento EV con una severidad mayor. Este resultado
podria atribuirse al factor tiempo, ya que los tiempos utilizados en la HAD son mayores que en la
EV, mientras que la temperatura y concentracion de acido son menores. El rendimiento de
vainillina es todavia mas bajo en los materiales que han sido sometidos a una etapa de extraccion
alcalina previa. Este resultado indicaria que en la etapa alcalina también se produciria

condensacion de la lignina.
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Tabla IV.26. Rendimiento de vainillina como % sobre lignina inicial (sli) producida por

oxidacion con nitrobenceno de los aserrines pretratados.

Tratamiento Sc¢? l.le.n(.iimiento .
vainillina (% sli)
Aserrin original 0 18,4
HAD"
110°C-45 min-5 g/LL H,SO, 0,89 12,6
Con tratamiento alcalino|135°C-45 min-0,8 g/L H,SO, | 0,00 10,2
previo 160°C-45 min-5 g/L H,SO, 2,36 5,7
135°C-45 min-9,2 g/ H,SO, | 1,92 6,8
110°C-45 min-5 g/L H,SO, 0,96 13,2
. . . |135°C-45 min-0,8 g/L H,SO, | 0,90 14,2
Sin tratamiento alcalino -
160°C-45 min-5 g/L H,SO, 2,43 7,2
135°C-45 min-9,2 g/LL H,SO, | 1,96 7,7
EV*
. _|180°C-5 min-3% H,SO, 2,73 6,8
Con tmta:::.l;,l:)o alcalino 200°C-5 min-3% H,S0, 332 52
190°C-7,5 min-2% H,SO, 2,95 82
Sin tratamiento alcalino |190°C-7,5 min-0,75% H,SO, | 2,72 7,0

aSc= severidad combinada del tratamiento acido
Y HAD: Hidrolisis acida diluida

¢ EV: Explosion de vapor.

La figura IV.30 muestra la variacion del rendimiento de vainillina con respecto a la severidad del
tratamiento aplicado. A medida que aumenta la severidad combinada del tratamiento el
rendimiento de vainillina disminuye. A partir de una severidad combinada mayor a 1,5 los
cambios que se producen en el rendimiento de vainillina no son tan significativos. Se podria

suponer que la condensacion de la lignina a severidades mayores no aumenta significativamente.
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Figura IV.30. Variacion del rendimiento de vainillina obtenida por oxidacion con nitrobenceno

con la severidad combinada del pretratamiento acido aplicado

1V.2.3.2 Cambios en la estructura del aserrin durante el fraccionamiento

La microscopia electronica de barrido permite observar la arquitectura fibrilar de la superficie de
las fibras. La secuencia de fraccionamiento aplicada al aserrin puede afectar la estructura de la
biomasa debido a que solubiliza o altera las hemicelulosas y la lignina, y modifica el area
superficial disponible y la porosidad. La morfologia de la biomasa antes y después de los
tratamientos aplicados puede ser observada en las imagenes obtenidas mediante microscopia

electronica de barrido en la figura IV.31.

La imagen (a) corresponde al aserrin original y se observa que las células estan bien estructuradas
y que las fibras estan intimamente conectadas. Posterior al tratamiento alcalino (b) se aprecia que
las fibras estan en algunas partes separadas y que las puntuaciones estan mas expuestas. En las
fotografias de las muestras tratadas con acido diluido (¢ y d) no se aprecian cambios significativos
en la estructura de la biomasa. Las muestras que exhiben una mayor diferencia son aquellas que
fueron tratadas con explosion de vapor (e y f). En las imagenes se puede observar que el material
estd mas desestructurado. La ruptura de las fibras esta relacionado el efecto de la descompresion
brusca producida en esta etapa, la alta temperatura utilizada y con la mayor remociéon de

hemicelulosas.
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Figura IV.31. Imagenes obtenidas con Microscopio Electronico de barrido. a) Aserrin Forestal
Eldorado sin tratamiento. b) Aserrin pre-extraido con alcali (90°C - 60 min — 5% NaOH bs). ¢)
Aserrin tratado con acido diluido (150°C — 7,5 g/L H,SO4 — 30 min). d) Aserrin pre-extraido en
alcali (90°C - 60 min — 5% NaOH bs) y con acido diluido (150°C — 7,5 g/L HoSO4 — 30 min). e)
Aserrin pre-extraido en alcali (90°C - 60 min — 5% NaOH bs) y con explosion de vapor (200°C —
3 % H,SO4 bs — 5 min). f) Aserrin con explosion de vapor (190°C — 0,75% H,SOs4 bs — 7.5 min).
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1V.2.4 BALANCE DE MASA DE LA SECUENCIA DE FRACCIONAMIENTO

En la Figura IV.32 se muestra el balance de masa detallado de la secuencia de fraccionamiento
completa con a) hidrélisis acida diluida y b) explosion de vapor mas una etapa de hidrélisis
enzimatica. Los balances se basaron en 100 g iniciales de aserrin de pino elliottii seco. La fraccion
“otros” corresponde a componentes que no han sido cuantificados como productos de degradacion

y a diferencias correspondientes al error experimental.

La hidrdlisis acida diluida se realiz6 utilizando aserrin procedente del aserradero Forestal
Eldorado mientras que en el tratamiento EV se utilizo el aserrin de Forestal AM, por lo tanto, la

composicion quimica de la materia prima es ligeramente diferente.

Posterior a la etapa alcalina, el material esta libre de acetilos y muestra un bajo contenido de
extractivos. Los carbohidratos que son extraidos en esta etapa no pueden ser aprovechados como
azucares debido a que en medio alcalino se transforman en hidréxiacidos. Estos compuestos
podrian ser recuperados para la produccion de acido lactico, detergentes, cosméticos, polimeros

y resinas, plastificantes y surfactantes, furanos, etc.

Luego de aplicar la etapa acida se obtiene una fraccion solida compuesta por celulosa y lignina,
y una fraccion liquida compuesta principalmente por azicares y productos de degradacion. Las
hexosas (glucosa y manosa) son el componente mayoritario de la fraccion liquida. La mayor parte

de la lignina permanece remanente en la fraccion solida residual de la HE.

La hidroélisis enzimatica es mas eficiente para el aserrin tratado con EV que en el caso de HAD,
sin embargo continua siendo poco eficiente. Como ya se menciono anteriormente, la posible causa
de este bajo rendimiento es la lignina, indicando la necesidad de una etapa adicional que permita

obtener un material mas accesible al ataque enzimatico.
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Figura IV.32 Balance de masa de la secuencia de fraccionamiento a) hidrélisis acida diluida b)
explosion de vapor mas una etapa de hidrdlisis enzimatica. (Gl:glucanos; Ma:mananos;

Ga:galactanos; Ara: arabinanos; Xi: xilanos; Lig: lignina; Ac: acetilos; Ext: extractivos)

La cantidad de hemicelulosas y celulosa en la fraccion solida y liquida, ya sea en forma
monomerica u oligomérica, indica la eficiencia global de fraccionamiento del proceso, ya que en
los procesos de fraccionamiento se pretende no solo separar los componentes de manera selectiva,
sino obtenerlos en una forma utilizable para su posterior aprovechamiento. La recuperacion de
estos productos implica etapas posteriores de separacion y purificacion de los mismos. El
rendimiento obtenido posterior a estas etapas indicaria el verdadero rendimiento de recuperacion
de los componentes de la biomasa. En esta seccion, el rendimiento de recuperacion se refiere a la
cantidad de glucanos, xilanos, mananos, galactanos y arabinanos que se obtiene como azicares u
oligémeros en el fraccionamiento y se calcula a partir de la ecuacion I11.11. Los rendimientos de

recuperacion de los carbohidratos del aserrin en la fraccion liquida y la fraccion solida se indican
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en la Tabla IV.26 expresados como porcentaje de polimero con respecto al contenido en el aserrin
inicial. El rendimiento de recuperacion de glucanos representa el equivalente a la cantidad de
glucosa liberada después de la etapa acida y en la subsecuente HE. El término no explicado
corresponde a los errores experimentales y a los productos de degradacion que no han sido

cuantificados (acido levulinico, acido formico, etc).

Tabla IV.26 Rendimientos de recuperacion de carbohidratos durante la secuencia de

fraccionamiento.
Hidrélisis dcida diluida Explosion de vapor

Fraccion Fraccién Total No Fraccion Fraccién Total No
Componente| liquida sélida explicado liquida sélida explicado
Glucanos 12,0 82,3 94,2 5,8 32,0 63,6 95,6 44
Xilanos 60,4 26,6 87,0 13,0 46,6 0,0 46,6 534
Galactanos 100 0,0 100 0,0 77,6 0,0 77,6 224
Arabinanos 100 0,0 100 0,0 46,7 0,0 46,7 533
Mananos 48,6 39,9 88,5 11,5 48,6 72 55,9 44,1

La glucosa es recuperada principalmente en la fraccion sélida como celulosa luego de aplicar
ambos procesos. Debido a las condiciones mas severas utilizadas en el tratamiento EV, la
recuperacion de glucanos en el licor es mayor (32%). La hidrdlisis de la celulosa cristalina

requiere temperaturas del orden de los 200-240°C (Wyman, 1994).

La recuperacion de arabinanos y galactanos fue completa en la fraccion liquida en la HAD. El
rendimiento de recuperacion de manosa fue del 50% y el de xilosa del 60% en el licor posterior a
la HAD. Este resultado es similar al obtenido por Alvarez-Vasco que aplico HAD a chips de abeto
Douglas pero en condiciones mas agresivas (Alvarez Vasco et al., 2015). Es importante resaltar
que este autor alcanzoé un rendimiento de extraccion de hemicelulosas de 100%, pero el
rendimiento de recuperacion de las mismas como azicares es similar al obtenido en este trabajo.
Es decir, con severidades mas altas se extraen mas hemicelulosas pero la recuperacion es menor

debido a la degradacion de azicares.

La recuperacion de mananos en el licor es la misma para ambos materiales. En la EV, el
rendimiento de recuperacion de manosa fue del 50% y el de xilosa del 47%. Nguyen et al obtuvo
rendimientos de recuperacion similares en el tratamiento EV de chips de abeto Douglas y pino
con una SC igual a 3 (0,4% bs H»>SO4; 201°C; 5,1 min). El rendimiento de recuperacion de
mananos fue de 57%, el de xilanos 60% y el de glucanos fue de 20% (Nguyen et al., 1998).
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Para el caso de la explosion de vapor, la recuperacion global de hemicelulosas es
considerablemente menor que en la HAD. Los rendimientos de extraccion del tratamiento EV son
mayores indicando que la degradacion de azicares es mucho mayor en el tratamiento EV si la
recuperacion es menor. La fraccion no identificada (no explicado) en el licor de la explosion de
vapor es mayor sugiriendo que las hemicelulosas y celulosas que han sido extraidas pero que no
son cuantificadas en el licor han sido degradadas a otros productos, diferentes a HMF y furfural.
A su vez, el error experimental del proceso EV es mayor debido a que se llevo a cabo a escala

piloto y la manipulacion del material en esta escala fue mas complicado.

En general, las condiciones mds severas de pretratamiento favorecen la extraccion de
hemicelulosas y la digestibilidad de la celulosa, pero la recuperacion de hemicelulosas en el licor
es menor debido a las reacciones de degradacion. Por ejemplo en el ensayo llevado a cabo en este
trabajo con explosion de vapor a 180°C, por 5 min y 3% H»>SO4 (Ensayo 5) la recuperacion total
fue del 100% de glucanos, 85% de xilanos y 77% de mananos que es considerablemente mayor
al obtenido en el punto 6ptimo pero la extraccion de hemicelulosas fue menos eficiente (10%
menos de glucanos, xilanos y mananos) y el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica fue de 12%.
Por lo tanto, existe una relaciéon de compromiso entre la maximizacion de la recuperacion de las
hemicelulosas y la maximizacion de extraccion de las mismas y la digestibibilidad enzimatica de
la celulosa. Estos resultados estan en concordancia con lo obtenido por otros autores, tanto en el
estudio de la HAD (Marzialetti et al., 2008) (Alvarez Vasco et al., 2015) como en el tratamiento
EV (Nguyen et al., 1998). En base a estos resultados muchos autores han evaluado la aplicacion
de una secuencia de explosion de vapor en dos etapas. La primera etapa en condiciones mas
severas (170-190°C) para maximizar la recuperacion de las hemicelulosas y una segunda etapa en
condiciones mas severas (200-230°C) para atacar la celulosa y aumentar la accesibilidad del
material. El rendimiento de extraccion de hemicelulosas obtenida en la prime etapa es similar al
obtenido en este trabajo y posterior a la segunda etapa el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica

es de 34-40% (Kim, 2005) (Soderstrom et al., 2002).

La seleccion del proceso y de las condiciones a utilizarse en un esquema de fraccionamiento estara
definida por el tipo de productos que se quieran obtener. Es decir, si el objetivo es la produccion
de productos a partir de las hemicelulosas seria conveniente utilizar condiciones intermedias para
evitar la degradacion de las mismas como ocurre con la hidrolisis acida diluida. Por otro lado si
se busca la produccion de glucosa, la explosion de vapor resulta mas adecuada dado los mayores
rendimientos en la hidrolisis enzimatica. Sin embargo, se requieren de tratamientos posteriores

para aumentar la accesibilidad del material.

La fraccion liquida de la hidrolisis acida diluida tiene gran potencial para la produccion de

bioetanol mediante fermentacion debido al bajo contenido de productos de degradacion que son
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inhibitorios de las levaduras. El licor de la explosion podria ser utilizado para la produccion de
acidos organicos como el acido levulinico que se produce mediante la degradacion controlada de

las hexosas (deshidratacion).

1V.2.5 DESLIGNIFICACION

Debido a que la fraccion solida obtenida de la explosion de vapor tuvo una mejor respuesta a la
HE y en vistas a la produccion de bioetanol se evalud una etapa de deslignificacion con el objetivo
de extraer la lignina para verificar si se mejora el rendimiento de la hidrélisis enzimatica. Se
evaluaron cuatro procesos deslignificantes: soda/antraquinona (Soda/AQ), organosolv alcalino,
peroxido de hidrogeno alcalino y oxigeno alcalino. Los tratamientos se aplicaron al s6lido tratado
en condiciones Optimas, es decir, los materiales tratados en las siguientes condiciones: alcalino
(90° - 60 min - 5 g/l NaOH)-EV (200°C-5 min-3% H>S0O.) codificado como APA-EV, cuya
composicion quimica se indica en la Tabla IV.20 de la seccion 1V.2.3.2.1. El proceso Soda/AQ
también se llevo a cabo sobre el solido resultante de la secuencia: etapa alcalina (90°-60 min-5
g/L NaOH)- HAD (150°C-30 min-7,5 g/L H>SO4) llamado APA-HAD cuya composicién quimica
se indica en la Tabla V.12 de la seccion [V.2.2.1.4.

IV.2.5.1 Deslignificacion Soda/AQ

Los materiales tratados en las siguientes condiciones: alcalino (90°-60 min-5 g/L. NaOH)-HAD
(150°C-30 min-7,5 g/L H2SOs) llamado APA-HAD vy alcalino (90°-60 min-5 g/L NaOH)-EV
(200°C-5 min-3% H>SO4) codificado como APA-EV fueron sometidos a una etapa de

deslignificacion alcalina con NaOH y antraquinona.

Las condiciones de coccidn se establecieron de acuerdo con un trabajo de optimizacion de
deslignificacion Soda/AQ de este mismo aserrin de pino (Imlauer et al., 2014) y corresponden a
un Factor H de 3850 (170°C, 140 min), carga alcalina de 28 % bs NaOH y 0,11 % bs (sobre base
seca) de antraquinona. En la Tabla IV.27 se indican los puntos ensayados, los rendimientos
obtenidos, el contenido de lignina inicial y residual y el grado de deslignificacién alcanzado.
También se utilizaron como referencia los resultados de la aplicacion de este proceso a aserrin de

pino sin pretratamiento obtenidos por Imlauer et al.
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El rendimiento alcanzado en estos procesos fue de 55,2% para el aserrin pretratado con HAD y
de 42,5% para el material tratado con EV. Es decir, que aproximadamente el 50% del aserrin en

esta etapa fue solubilizado.

Tabla IV.27 Materiales deslignificados con Soda/AQ, rendimiento de la etapa de
deslignificacion, lignina en el material inicial sobre base seca (% bs), lignina residual sobre base

inicial (% sbi) y grado de deslignificacion como porcentaje.

.. Lignina Lignina
Material Rend:)mlento inicial (% | Residual (% . % .,
(%) bs) sbi) Deslignificacion
Aserrin original 42.20 27,70 1,70 93,86
APA-HAD 55,20 38,53 21,27 44,80
APA-EV 42,48 42,40 19,77 53,37

El proceso produjo un elevado grado de deslignificacion en el aserrin original. Sin embargo, la
remocion de lignina de los materiales sometidos a etapas de pretratamiento fue significativamente
menor. La deslignificacion del material tratado con EV fue casi 10% superior a la deslignificacion
del tratamiento con HAD. Durante los pretratamientos se producen reacciones de condensacion
de la lignina que la hacen menos reactivas y por lo tanto se dificulta su posterior extraccion. Este
resultado indicaria que la lignina es menos reactiva luego de la HAD que posterior a un

tratamiento EV.

EnlaFiguraIV.33 se indica la composicion quimica de las pulpas obtenidas y del aserrin original.
El contenido de hemicelulosas es bajo y mas atin en el caso de los aserrines que fueron sometidos
a un tratamiento acido de extraccion de hemicelulosas. En la figura se aprecia que la pérdida de
glucanos que se produce en esta etapa es significativa. A su vez, si se compara la composicion
del aserrin solamente deslignificado con el deslignificado y pretratado con EV (APA-EV-
Soda/AQ), el contenido de glucanos de este material es mayor debido a que en la etapa acida se
produce depolimerizacion de la celulosa que luego es mas susceptible de solubilizarse durante el
proceso alcalino de deslignificacion. El material sometido a HAD mostré un comportamiento
diferente a los otros materiales indicando el grado de recalcitrancia del mismo hacia la
deslignificacion. Es interesante notar que la solubilizacion de celulosa fue a su vez inferior. Este
resultado estaria en concordancia con lo reportado por Reguant at al. quienes encontraron que a
mayor severidad del pretratamiento el grado de deslignificacion alcanzado durante el proceso

Soda/AQ es mayor (Reguant et al., 1997).
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Figura IV.33. Composicion quimica de quimica del aserrin original y de las pulpas obtenidas

con el proceso de deslignificacion Soda/AQ (expresado como % sobre aserrin inicial).

El proceso Soda/AQ permite obtener una celulosa de alta pureza pero el rendimiento de
recuperacion es muy bajo, 33% para el aserrin con solo una etapa de deslignificacion, 60% para

el aserrin tratado bajo la secuencia HAD-Soda/AQ y 24% para el tratado con explosion de vapor.

IV.2.5.2 Deslignificacion Organosolv alcalino

El material fibroso resultante del punto 6ptimo de la secuencia APA-EV fue sometido a una etapa
de deslignificacion con una mezcla etanol-agua en medio alcalino. Las condiciones se
seleccionaron de acuerdo a un trabajo previo de optimizacion del tratamiento organosolv de este
aserrin de pino elliottii: relacion etanol-agua de 23/77 y 28% bs de hidréxido de sodio, a 170°C,
por 140 min (Kruyeniski et al.,2015).

En la Tabla IV.28 se indican los puntos ensayados, los rendimientos obtenidos, el contenido de
lignina inicial y residual y el grado de deslignificacion alcanzado. También se utilizd como
referencia los resultados obtenidos por Imlauer et al. de la aplicacion de este proceso a este aserrin

de pino sin pretratamiento (Imlauer et al., 2015).
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Tabla IV.28 Rendimiento de la etapa organosolv alcalino, lignina del material inicial (% bs, sobre

base seca), lignina residual (% sbi, sobre base inicial) y grado de deslignificacion como

porcentaje.
Rendimiento | Lignina inicial Lignina
Material g Residual (% |% Deslignificacion
(%) (% bs) .
sbi)
Aserrin original 41,4 30,1 3,35 88,9
APA-EV 422 424 18,1 574

El grado de deslignificacion alcanzado fue similar al obtenido mediante el proceso Soda/AQ. Al
igual que lo que ocurria en con el proceso Soda/AQ, el material pretratado resulté mas dificil de

deslignificar probablemente debido a la condensacion durante el tratamiento acido.

Imlauer et al estudiaron el fraccionamiento de chips de pino radiata mediante la combinacion de
explosion de vapor (autohidrolisis) y deslignificacion organosolv (etanol:agua sin adicion de
alcali). El rendimiento de deslignificacion obtenido fue inferior al obtenido en este trabajo (37,2%
en la etapa organosolv) y al igual que lo que sucedia con el proceso Soda/AQ a mayor severidad
del pretratamiento el material resultd mas facil de deslignificar en el subsecuente tratamiento de
deslignificacion (Imlauer et al., 2015). El menor rendimiento obtenido probablemente esté

relacionado a que el proceso de deslignificacion se llevo a cabo sin la adicion de un catalizador.

En la Figura IV.34 se indica a modo de comparacion la composicion quimica del aserrin original
y del aserrin tratado bajo la secuencia: desresinacion alcalina-explosion de vapor-organosolv
alcalino. El material pretratado esta practicamente libre de hemicelulosas y el contenido de lignina
es bajo pero la pérdida de glucanos en la etapa de deslignificacion es significativa (74% de

remocion de glucanos).

En conclusion, con el proceso se consigue un alto grado de deslignificacion pero la pérdida de

celulosa es demasiado elevado.
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Figura IV.34. Composicion quimica del aserrin original y de la pulpas obtenida con el proceso

organosolv (expresado como % sobre aserrin inicial).

IV.2.5.3 Deslignificacion con Peréxido de Hidrégeno alcalino

El tratamiento con perdxido alcalino ha sido reportado como un proceso altamente efectivo en la
remocion de lignina y que produce una mejora de la hidrolisis enzimatica de varias coniferas
pretratadas con vapor (Maekawa, 1996), (Yang et al., 2002), (Schwald et al., 1989). El material
resultante de la explosion de vapor fue sometido a una etapa con perdxido de hidrogeno alcalino
para aumentar la digestibilidad de los materiales pre-tratados. El tratamiento se llevd a cabo a
90°C ajustando el pH con NaOH a un valor de 11,5, variando la carga de peroxido de hidrogeno
y el tiempo como se aprecia en la tabla IV.29. A su vez, en esta tabla se indican el rendimiento,
la composicion quimica del material solido (expresado como % sobre aserrin inicial), el
porcentaje de deslignificacion alcanzado y el peroxido de hidrogeno presente en el licor posterior
al tratamiento y el pH. La deslignificacion fue calculada considerando el contenido inicial de

lignina del material sometido a esta etapa (49,86%).
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Tabla IV.29 Tratamiento con perdxido alcalino del material APA-EV: condiciones, rendimiento,

composicion quimica (expresada como % sobre madera inicial) y caracteristicas del licor (% H»O;

residual y pH final)
Composicion del sélido Caracteristicas del licor
. - % H,0,
Ensayo H.0, Tlel?lpo Rendimiento| Glucanos {Hemicelulosas ng'n mna Deslignifica{ residual en pH
(% bs) | (min) Residual o N
cion el licor (%)

1 5 60 94,7 46,5 2,42 42,7 14,4 0,99 8,04

2 10 60 94,4 44,6 2,68 42,4 15,1 2,67 791

3 5 120 96,2 44,0 1,74 434 13,0 0,99 8,11

4 10 120 954 39,8 1,71 42,1 15,6 1,06 8,47

En las condiciones estudiadas los factores no tienen influencia significativa ni en la composicion
quimica ni en el grado de deslignificacion. Es decir, que los rendimientos obtenidos en los
distintos ensayos no fueron significativamente diferentes. En general, se logré un rendimiento de
deslignificacion de 15% aproximadamente. La degradacion de glucanos y hemicelulosas no fue
significativa en estas condiciones. La aplicacion del tratamiento con peroxido alcalino a chips de
abeto Douglas a 180°C con 4% de H»0, durante 60 min alcanzé un rendimiento de deslignificacion
de 22% causando una pequefia degradacion de celulosa (Alvarez-Vasco et al., 2013). Este
resultado indicaria que tal vez se podria llevar a cabo el tratamiento a una temperatura mas alta

mejorando la deslignificacion del aserrin sin afectar significativamente la celulosa.

Cuando en la explosion de vapor se utiliza diéxido de azufre como catalizador en lugar de acido
sulfurico se consiguen mejores resultados en el post tratamiento con peréxido de hidrogeno. Por
ejemplo, el tratamiento con peroxido alcalino de abeto Douglas pretratado (impregnado con SO;
y explosion de vapor) con una carga de peroxido de hidrogeno de 1% p/p a 80°C por 45 min a pH
11,5 permitié solubilizar mas del 90% de la lignina residual e hidrolizar la fraccion celuldsica
obtenida completamente a las 48 horas con una carga enzimatica de 20 FPU/g de celulosa (Yang

et al., 2002).

1V.2.5.4 Deslignificacion con oxigeno alcalino

La deslignificacion con oxigeno es ampliamente utilizada en la industria de la pulpa y el papel
como etapa deslignificante intermedia entre el pulpado y el blanqueo. No se han encontrado
muchos trabajos relacionados al estudio de la aplicacion de este proceso a materiales con alto
contenido de lignina, como los sustratos obtenidos posterior a la explosion de vapor. El

tratamiento con oxigeno fue aplicado a la fraccion solida resultante del tratamiento EV. En este
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caso, las condiciones ensayadas fueron seleccionadas de datos bibliograficos (Pan et al., 2004).
Se trabajé con una carga alcalina de 15%, consistencia de 10% y 0,1% de MgSO4 con un tiempo
de residencia de 2 horas, temperatura de 100°C, manteniendo la presion de O, a 6 Kg/cm?. En la
Tabla IV.30 se indica el rendimiento de la etapa, la composicion quimica y el grado de

deslignificacion obtenido.

Tabla IV.30. Rendimiento y composicion quimica del aserrin tratado con oxigeno en medio

alcalino.
Lignina %
Rendimiento| Glucanos |Hemicelulosas g. Deslignifica-
Residual o
cion
68,65 32,74 1,21 30,33 39,17

Como se observa en la Tabla IV.30 se obtuvo un alto grado de deslignificacion mientras que la
pérdida de glucanos fue del 23% que es baja en comparacion a lo obtenido con los procesos
Soda/AQ y organosolv. Los resultados obtenidos en esta etapa son similares a los obtenidos por

Pan et al. en las mismas condiciones (Pan et al., 2004).

Ek et al. encontraron que la aplicacion de una etapa de pre-hidrolisis de las hemicelulosas es
beneficiosa en la etapa posterior de deslignificacion con oxigeno por la modificaciones que se
producen en las uniones lignina-carbohidratos como resultado de la extraccion de las

hemicelulosas (Ek et al., 2014).

La deslignificacion con oxigeno es afectada por varios parametros incluyendo la carga alcalina,
la temperatura, la consistencia, el tiempo de reaccion y la presion de oxigeno (Charles, 2002). Por
ejemplo, un incremento en la temperatura y de la carga alcalina podria incrementar el grado de
deslignificacion, sin embargo hay un incremento simultaneo del riesgo en la degradacion de
celulosa (Pan et al., 2004). Por lo tanto, esta etapa es susceptible de optimizacion para encontrar
las condiciones que maximicen la extraccion de lignina sin afectar mayormente a la celulosa en

el caso del aserrin de pino tratado mediante el tratamiento de explosion de vapor.
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IV.2.5.5 Hidrélisis Enzimatica de Materiales Deslignificados

Seglin se ha reportado, la remocion de lignina mejora la accesibilidad de la celulosa y reduce las
uniones no productivas de las enzimas y en consecuencia el rendimiento de la hidrolisis
enzimatica aumenta (Yang et al., 2011). Con el objetivo de evaluar el efecto de la lignina, los
materiales deslignificados fueron sometidos a hidrolisis enzimatica por 72 h con una
concentracion de enzimas de 20 FPU/g de glucanos (Figura IV.35). A modo de comparacion se
incluyeron en la figura los rendimientos de los materiales pretratados sin deslignificar y de un

material deslignificado sin pretratamiento (Kruyeniski et al, 2014).

Rendimiento de HE de aserrin Soda/AQ sin pretratar (97% de glucosa)

100%
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Figura IV.35. Rendimiento de la hidrolisis enzimatica a las 72 horas de los materiales

deslignificados y sin deslignificar.

Con la aplicacion del proceso Soda/AQ al material tratado con hidrdlisis acida diluida no se
produce una mejora significativa del rendimiento. A su vez, el rendimiento obtenido con este
material (8,5% de glucanos) es muy bajo comparando con los otros materiales deslignificados

con otros métodos de deslignificacion.
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El rendimiento de los materiales deslignificados posterior al tratamiento EV aument6 en todos los
casos. Los rendimientos alcanzados en los procesos con oxigeno y peroxido de hidrégeno resultan

interesantes debido a la baja severidad utilizada en los mismos.

El maximo rendimiento (36%) se alcanza en la HE posterior a la etapa con oxigeno a pesar del
alto contenido de lignina de este material (44,2% bs de lignina). Se ha demostrado que la lignina
tiene un efecto negativo para la hidrélisis enzimatica por dos motivos: disminuye la accesibilidad
de la celulosa y se une irreversiblemente a las enzimas (Mansfiled et al., 1999). Por este motivo,
aunque algunos pretratamientos no logran extraer la lignina, ésta se redistribuye en las fibras de
forma que disminuye la adsorcion de enzimas. A su vez, los grupos fendlicos libres de la lignina
tienen un rol critico en la adsorcion de las enzimas ya que actian como mediadores entre la lignina
y las proteinas. Pan et al. concluyeron que como el tratamiento con oxigeno reduce el niimero de
grupos fenolicos libres en la lignina por las reacciones de condensacion, las uniones no
productivas de las enzimas se ven limitadas haciendo mas eficiente la hidrélisis enzimatica (Pan

et al., 2004).

El rendimiento de glucanos de la HE en los materiales tratados con perdxido de hidrogeno
aumenta, alcanzandose el maximo rendimiento (27,5%) en el ensayo 4 (10% H>O, y 120 min).
De la misma manera que en el caso anterior, este sustrato posee alto contenido de lignina,
sugiriendo que se producen cambios fisicos y quimicos en la lignina que favorecen la HE. Otros
autores encontraron que el fraccionamiento de abeto mediante la combinacion de explosion de
vapor con SO, y peroxido de hidrogeno permite obtener elevados rendimientos de
deslignificacion (90% de deslignificacion) e hidrolisis enzimatica (75-100% a las 48 h con 10
FPU/g de celulosa) (Schwald et al., 1989) (Yang et al., 2002). El mayor rendimiento de la HE
probablemente se debe a que el grado de deslignificacion es mayor debido a la sulfonacion de la
lignina durante la etapa de EV. La sulfonacion reduce la temperatura de transicion vitrea de la
lignina e incrementa su caracter hidrofilico promoviendo a su vez el ablandamiento de la ldmina

media y mejorando la separacion de las fibras (Fardim et al., 2012).

Los procesos organosolv y Soda/AQ permiten obtener un grado de separacion de lignina
significativo y al mismo tiempo una mejora en el rendimiento de la HE, aunque inferior a lo
obtenido con los procesos oxidativos con oxigeno y peroxido de hidrogeno. Kruyeniski et al.
concluyeron que existe una correlacion negativa entre el rendimiento de la HE y el contenido de
lignina de materiales tratados con etanol e hidroxido de sodio (Kruyeniski et al., 2015). La
deslignificacion de aserrin de pino mediante el proceso Soda/AQ en las mismas condiciones
utilizadas en este trabajo fue de 94% y el rendimiento de la HE de 97% (Kruyeniski et al. 2014)

(Imlauer et al., 2014). Este resultado indica el efecto negativo que tiene la lignina en la HE.
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La ventaja de los proceso de pulpado (organosolv y Soda/AQ) es que la lignina disuelta en el licor
podria ser separada y utilizada para la produccion de otros productos de alto valor como la
vainillina pero las principales desventajas de estos procesos es la elevada pérdida de glucanos y
su elevado costo. La celulosa representa casi el 50% de la composicion de la biomasa
lignocelulosica, por lo que la optimizacion de la recuperacion de este componente es de suma

importancia para que una biorrefineria sea atractiva economicamente (Avellar & Glasser, 1998).

IV.2.6 PROPUESTA DE FRACCIONAMIENTO PARA EL ASERRIN DE PINO

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, en la Figura IV.36 se propone un esquema

simplificado de fraccionamiento de aserrin de pino en el marco de una biorrefineria forestal.

Fraccion solida 41 g Fraceion slida 29¢

' Fraccién sélida 59 g Gl: 32,7 GL, H, Lig

: Gl: 25,1 H:12 l :
' H: 08 Lig:30,3 —
5 Lig: 29,0 Etapa con O, Hidrolisis Valorizacién !
- 15% NaOH-2 enzimatica de Lignina !
i Fracclgrll' zi)(’llgia 92¢g h-110°C- 20 FPU/g ;
! H:19 6 Kg/en? O, gl 72h !
Lig: 27,3 = | Fraccién
E Ex: 1,2 EXP‘I;;S'“: il liquida ;
i Aserrin de pino 200°C-5pr:in— 39, 13,8 gde i
i bs HaSO, glucosa ;
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I m—) 90°C-60 min- Gl 5,9 ssetbuoreus S
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Figura IV.36. Propuesta de fraccionamiento de aserrin de pino para la produccion de bioetanol

(GI: glucanos; H: hemicelulosas; Lig: lignina; Ex: extractivos)

En sintesis, el objetivo del fraccionamiento consiste en la separacion selectiva de la biomasa en
sus componentes principales para su posterior valorizacion. La secuencia de fraccionamiento

planteada en este trabajo involucra cuatro etapas:
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1. Etapa alcalina de desresinacion: el objetivo de esta etapa consiste en remover los
extractivos del aserrin de pino debido a que los mismos podrian causar problemas
operacionales en la etapa 4acida posterior y para su posterior valorizacion. Las condiciones
que optimizan la remocién de extractivos son 90°C, 5% bs NaOH por 1 h (47% de
remocion de extractivos). A pesar de haber obtenido buenos resultados en esta etapa, la
misma puede ser optimizada. Se deberia disminuir la relacion licor:madera para facilitar
la recuperacion de extractivos, con una simultdnea reduccion de agua y energia. A su vez,
habria que disefiar un sistema de lavado mas eficiente para minimizar el efecto del alcali
residual en la etapa acida posterior (consumo de acido en la neutralizacion parcial de
carboxilatos de sodio y alcali remanente del lavado).

2. Explosion de vapor catalizada con H2SOs: el objetivo de esta etapa consiste en extraer las
hemicelulosas conservando la fraccion celuldsica. En este trabajo se encontrd que se
puede alcanzar una extraccion casi completa de las hemicelulosas a 200°, 5 min y 3% bs
H,S0,. La recuperacion de hemicelulosas en el licor es de 50% aproximadamente y de
64% de glucanos en la fraccion soélida.

3. Tratamiento con O, en medio alcalino: el objetivo de este tratamiento consiste en
deslignificar paracialmente el material solido pretratado para mejorar la digestibilidad
enzimatica, conservando la fraccion celuldsica. En las condiciones estudiadas se logré un
porcentaje de deslignificacion de 36%, mientras que la recuperacion de glucanos en la
fraccion solida (celulosa) fue de 77%.

4. Hidrolisis Enzimatica: el objetivo de esta etapa es hidrolizar la celulosa a glucosa. El
rendimiento de la hidrolisis enzimatica con una concentracion de enzimas de 20 FPU/g

de glucanos fue de 36%.

La produccion de bioetanol es viable solamente si se aplica el concepto de aprovechamiento
integrado o biorrefineria de la biomasa lignocelulosica, que tiene como objetivo aprovechar todos
los componentes del material y no solo la celulosa. En este contexto, habria que recuperar los
componentes (extractivos, hemicelulosas y lignina) que fueron disueltos en las etapas del
fraccionamiento. La aplicacion de esta secuencia de fraccionamiento permite obtener fracciones
liquidas y sélidas constituidas por los principales componentes de la madera. A continuacion se
enumeran diferentes alternativas de valorizacion de las corrientes liquidas y s6lidas obtenidas con

este proceso.

v' Valorizacién de extractivos: los extractivos son recuperados en la fraccion liquida como acidos

resinicos y grasos. Debido a la alta cantidad de agua utilizada, la primera etapa necesaria para
el aprovechamiento de estos compuestos es la concentracion del licor. Posteriormente podria

utilizarse un proceso similar al utilizado en la industria de pulpa Kraft para la obtencion de tall-
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oil (Hillis, 1962) (Demirbas, 2011). Como el licor estd muy diluido habria que buscar otras
alternativas de separacion de los extractivos, como la flotacion (Tanase et al., 2010). Los
extractivos (acidos resinicos y grasos) tienen potencial para la produccion de productos
quimicos como surfactantes, adhesivos, insumos de la industria farmacéutica, de pinturas,
cosmética e incluso los acidos grasos pueden ser utilizados para biodiesel.

v’ Valorizacion de hemicelulosas: las hemicelulosas son recuperadas como aziicares y productos

de degradacion (furfural, HMF, acido levulinico, acido formico, etc.). Una de las principales
ventajas de la explosion de vapor es que se puede obtener un licor concentrado debido a la
utilizacion de vapor directo. Existen dos alternativas de aprovechamiento de esta fraccion: la
via bioldgica y la via quimica. La via bioldgica involucraria, por ejemplo, la fermentacion de
las hexosas para la produccion de bioetanol o quimicos como 1,2,4-butanotriol (Fiserova &
Opalena, 2012). La via quimica consiste en la deshidratacion controlada de los carbohidratos
para la generacion de acidos organicos, como por ejemplo, el acido levulinico (Delidovich et
al., 2014).

v' Valorizacién de glucosa: la glucosa producida en la hidrélisis enzimatica puede ser fermentada

por levaduras para la produccion de bioetanol.

v" Valorizacion de lignina: posterior a la hidrdlisis enzimatica se obtiene un residuo sélido rico

en lignina. Este material puede ser aprovechado a través de la via térmica o de la via biologica.
La via térmica implica la pirolisis de este material para la produccién de bio-carbon y bio-oil.
El bio-carbon puede ser utilizado como combustible, como mejorador del suelo y como
precursor del carbon activado. Al mismo tiempo, el bio-oil puede reemplazar fenoles derivados
del petroleo en la fabricacion de adhesivos, resinas y polimeros (Wild et al., 2012). Otra
alternativa es la produccion de pellets. Estudios sobre la produccion de pellets a partir del
residuo de la HE han demostrado que los pellets producidos a partir de este material tienen
menor tendencia a la escoracion que los pellets de madera sin pretratar y ademas mayor poder
calorifico debido a la mayor concentracion de lignina (Ohman & Boman, 2006). Por otro lado,
la via bioldgica involucra el tratamiento de la lignina con enzimas capaces de oxidarla y producir
un intermediario llamado polihidroxialcanoato que se utiliza en la produccion de bioplasticos

(Linger et al., 2014). Otra alternativa interesante es la produccion de

Las caracteristicas quimicas de cada componente determinaran cual es la alternativa de
produccion mas viable. Por lo tanto, estas alternativas hipotéticas requieren de estudios

posteriores.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Materia prima

Para desarrollar este trabajo se utiliz6 aserrin de pino, uno de los residuos forestales generados en la

industrializacidon primaria de la madera con mayor importancia en la provincia de Misiones

Se determiné la composicion quimica de aserrines provenientes de un aserradero del norte de
Misiones (Forestal Eldorado) y de un aserradero del sur de la provincia (Forestal AM). A pesar
de provenir de dos industrias diferentes, los aserrines no presentaron diferencias significativas en
su composicion quimica, que fue tipica de una conifera, con un alto contenido de lignina insoluble
(30%), extractivos (4%) y de hexosas (56%) (valores promedios de ambas muestras).

Las muestras de aserrin presentaron variabilidad en cuanto al contenido de corteza pero la
granulometria resultd similar. La determinacion granulométrica indica que la fraccion que pasa
aberturas de 18 mesh (P18) y queda retenida en aberturas de 40 mesh (R40), es la que se encuentra
en mayor proporcidon con respecto a las otras fracciones. Por lo tanto, el aserrin presenta una
ventaja adicional en cuanto a su granulometria ya que el tamafo inicial de particula en los
procesos de fraccionamiento es un factor importante en cuanto a la efectividad de la penetracion

de los reactivos y la disolucion de los componentes de la madera.

Remocion de extractivos

Debido a las caracteristicas quimicas de los extractivos de las coniferas, se decidi6 aplicar una etapa

alcalina de desresinacion previa a los tratamientos acidos, para evitar problemas operacionales, como

la formacion de pitch en la posterior etapa acida.

En la etapa alcalina se logrd extraer la mayor parte de los acidos resinicos y grasos sin afectar
significativamente los demds componentes de la madera. La concentracion de alcali resulto ser el
factor mas influyente en la remocion de extractivos. La maxima remocion de extractivos (90,7%
sbi, sobre base inicial) se alcanzd 90°C, 1 h 'y 5 % de NaOH sobre base seca.

La composicion quimica del material resultante de la etapa alcalina fue 57% bs de hexosas, 8%
bs de pentosas, 0,5% bs de extracticos y 29% bs de lignina.

A pesar del alto rendimiento de extractivos obtenido, esta etapa es susceptible de optimizacion.

Las experiencias posteriores debieran incluir relaciones liquido:sélido més bajas para facilitar la
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recuperacion de los componentes del licor (extractivos y acidos organicos) disminuyendo a su

vez el consumo de agua y energia.

Extraccion de Hemicelulosas

Para la extraccion de hemicelulosas se probaron dos procesamientos acidos: una hidrolisis con acido

diluido y un tratamiento de explosion de vapor.

La temperatura, el tiempo y la concentracion resultaron significativos en la hidrolisis con acido
diluido (HAD). La etapa 4cida produce un méximo en la extraccion de hemicelulosas debido a la
degradacién de azticares en condiciones mas severas. La maxima extraccion de hemicelulosas
(57% smi, sobre madera inicial) se alcanz6 a 150°C, 7,5 g/L H,SO4 y 30 min que corresponde a
una severidad combinada (SC) de 2,09. En estas condiciones se obtiene un material
lignocelul6sico compuesto por 53% bs de hexosas, 2,43% bs de pentosas y 35 % bs de lignina.
La maxima extracciéon de hemicelulosas del aserrin original en la HAD (74% sobre madera
inicial) se produce en las mismas condiciones (150°C, 7,5 g/LL H,SO4 y 30 min) pero corresponde
a una severidad combinada ligeramente mayor (SC=2,14).

En la explosion de vapor (EV), la concentracion de acido sulftirico y la temperatura fueron
influyentes, mientras que el tiempo no resulté estadisticamente significativo. La maxima
extraccion de hemicelulosas (> al 90% sbi) se alcanza a 200°C, 3% H>SO4 bs (sobre base seca) y
5 min, correspondientes a un factor de severidad combinada de 3,32. En estas condiciones se
obtiene un material lignoceluldsico compuesto por 55% bs de hexosas, 0,8% bs de pentosas y
42% bs de lignina.

En general, en los tratamientos acidos aplicados en las condiciones mas suaves de temperatura,
tiempo y concentracion de acido sulfurico, la glucosa, xilosa, manosa y galactosa se extraen
principalmente como polimeros.

La extraccion de hemicelulosas resultdé mas efectiva con el proceso de explosion de vapor pero a
una severidad mayor. A pesar de esto, la degradacidon de azicares no fue significativa en esta
etapa.

En el tratamiento acido, el menor rendimiento de vainillina obtenido con oxidacién con
nitrobenceno de los materiales pretratados indicé condensacion de la lignina. La condensacion
aumenta en las condiciones mas severas de tratamiento y es mayor en los materiales resultantes

de la HAD. A su vez, este rendimiento es menor para los materiales que han sido sometidos a una
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etapa de extraccion alcalina previa indicando que en esta etapa se produce condensacion de la
lignina.

e Elrendimiento de glucosa (24% de glucosa) obtenido en la hidrdlisis enzimatica de los materiales
tratados con explosion de vapor fue mayor que en el caso del material tratado con hidrolisis con
acido diluido (7,5% de glucosa). La mejora de la digestibilidad enzimatica de materiales tratados
con explosion de vapor es atribuida a tres factores principales: el incremento de area superficial
causado por la fragmentacion de las fibras, el incremento de la porosidad debido a la hidrolisis y
remociodn de las hemicelulosas y el incremento de la porosidad debido a la redistribucion de la

lignina

Deslignificaciéon

Para la deslignificacién se probaron: el proceso a la soda/AQ, un proceso alcalino con etanol, un

proceso alcalino con peréxido de hidrégeno y un proceso alcalino con oxigeno.

e En cuanto a la extraccion de lignina, los procesos soda/AQ y organosolv alcalino fueron los mas
eficientes (% de deslignificacion superiores al 60%). La desventaja de estos procesos es la gran
pérdida de celulosa (75% de pérdida de glucanos).

e El proceso alcalino con peroxido de hidrogeno practicamente no produjo cambios en la
composicion quimica del aserrin. El maximo grado de deslignificacion alcanzado fue de 15,6%
con 10% de H»O, durante dos horas.

e Fl proceso con oxigeno en medio alcalino permitié alcanzar una deslignificacion del 39%
mientras que la pérdida de celulosa (23%) fue baja en comparacién a los procesos de
deslignificacion evaluados en este trabajo.

e Ambas etapas oxidativas son susceptibles de optimizacion para encontrar las condiciones que
maximizan la extraccion de lignina sin afectar mayormente a la celulosa en el caso del aserrin de
pino tratado mediante el tratamiento de explosion de vapor.

e El rendimiento de los materiales deslignificados posterior a la EV aument6 en todos los casos. A
pesar del alto contenido de lignina, el material tratado con oxigeno resulté con el mayor

rendimiento de glucanos en la hidrélisis enzimatica (36% a las 72 h con 20 FPU/g de glucanos).
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Conclusion general

El objetivo de este trabajo consistié en el disefio y optimizacion de un proceso de fraccionamiento
para el aserrin de pino bajo la hipdtesis de que es posible separar los componentes de este residuo
aplicando procesos de fraccionamiento rentables y de baja contaminacion. Dado que la produccion
de bioetanol es viable solamente si se aplica el concepto de aprovechamiento integrado o biorrefineria
de la biomasa lignoceluldsica hace necesario aprovechar todos los componentes del material y no
solo la celulosa.

El fraccionamiento del aserrin de pino es complejo debido a la presencia de resina y al elevado
contenido de lignina. La secuencia de fraccionamiento mas adecuada para este residuo consiste en la
aplicacion de una etapa alcalina (90°C, 1 hy 5 % de NaOH sobre base seca) de desresinacion, seguida
de una etapa de explosion de vapor (200°C, 3% H>SOs4 bs y 5 min) para extraer las hemicelulosas y
un post tratamiento con oxigeno en medio alcalino.

En el tratamiento de explosion de vapor las hemicelulosas fueron extraidas principalmente como
azucares. Estos azlicares pueden ser concentrados y luego fermentados para la produccion de
bioetanol. La escasa generacion de productos de degradacion (furfural y HMF) y la ausencia de acido
acético, es una ventaja adicional para la fermentacion ya que estos compuestos inhiben los
microorganismos.

Posterior a la etapa de deslignificacion con oxigeno se obtiene un material celulésico con menor
contenido de lignina que es adecuado para la produccion de hexosas mediante hidrélisis enzimatica
que posteriormente pueden ser fermentadas a bioetanol.

Los extractivos se encuentran como jabones de sodio en el licor. Los acidos resinicos y grasos podrian
ser recuperados como tall-oil crudo mediante la tecnologia actualmente utilizada en la industria de
pulpado Kraft. Ademas se podrian utilizar otras técnicas como flotacion, nano y ultrafiltracion e
intercambio i6nico. Los acidos grasos pueden ser utilizados para la produccion de biodiesel y los
acidos resinico son ampliamente utilizados en la industria de las pinturas, entre otros.

La corriente liquida que contiene las hemicelulosas hidrolizadas en la etapa de explosion de vapor
(mayoritariamente hexosas) podria ser aprovechada para la produccién de otros productos de alto
valor como por ejemplo bioetanol (mediante concentraciéon y fermentacion) o acidos levulinico
(mediante hidrolisis 4acida o fermentacion). Otra alternativa de aprovechamiento consiste en la
produccién de acidos orgéanicos a partir de la deshidratacion controlada de los carbohidratos.

La lignina queda retenida en el residuo de la hidrodlisis enzimatica. Este material puede ser
aprovechado a través de la via térmica para la produccion de bio-carbon y bio-oil o de la via bioldgica

para la produccion de intermediarios utilizados en la elaboracion de bioplasticos.
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En conclusion, la secuencia de fraccionamiento planteada resultd efectiva para la remocién de
extractivos y hemicelulosas. Es de gran importancia poder recuperar los componentes (extractivos,
hemicelulosas y lignina) que fueron disueltos en las etapas del fraccionamiento. El material
lignocelulodsico resultante tiene gran potencial para la produccion de bioetanol dado su alto contenido

de hexosas.

Trabajo futuro

e Optimizacion de la relacion licor:madera de la etapa alcalina de desresinacion para disminuir el
consumo del agua del proceso.

¢ Optimizacion de la etapa de impregnacion del tratamiento de explosion de vapor para disminuir la
concentracion de acido sulfurico utilizado y aumentar la homogeneidad de la reaccion.

e Optimizacion de la etapa de oxigeno para encontrar las condiciones que maximicen la extraccion
de lignina aumentando el rendimiento de la hidrolisis enzimatica sin afectar la fraccion celulosica.

¢ Evaluacion y disefio las etapas de separacion y purificacion necesarias para la recuperacion de los
componentes presentes en cada una de las fracciones obtenidas.

e Evaluacion de las caracteristicas quimicas de los componentes recuperados para determinar su

mejor alternativa de aprovechamiento.
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