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“Un cinturén negro es un cinturdn blanco que nunca se rindi¢”
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... Pero aqui abajo, abajo
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RESUMEN

En el presente trabajo de Tesis se estudiaron distintas formas de extraccidn de hemicelulosas
provenientes de eucalipto, asi como diferentes métodos de purificacién y concentracion de las
hemicelulosas extraidas y se caracterizaron las mismas.

Se escogié como biomasa a utilizar la madera de eucalipto, ya que es un material que existe de
forma abundante en Uruguay y que presenta perspectivas ciertas de crecimiento,
mantenimiento y explotacion de las hectareas actualmente plantadas a mediano y largo plazo.
Actualmente el eucalipto se utiliza para la produccién de pulpa de celulosa y de tablas y chapas
en aserraderos, generando un residuo que, hoy en dia es quemado en calderas de biomasa
para la generacion de vapor y energia. Se considera que la utilizaciéon de este residuo para la
produccién de productos de mayor valor agregado, en el marco de una biorrefineria
lignocelulésica, puede ser muy atractiva.

Las hemicelulosas de eucalipto se componen mayoritariamente de O-acetil-4-O-
metilglucorono-B-D-xilano, normalmente denominados glucoronoxilanos o xilanos.

En este trabajo se ensayaron en primera instancia diversas formas de extraccidon de estos
xilanos de la matriz lignoceluldsica. Particularmente se trabajé con pretratamientos con agua
(pretratamiento hidrotérmico con agua caliente y pretratamiento por explosion a vapor) y
alcalinos (pretratamiento con licor verde, con hidréxido de sodio y con hidréxido de sodio y
perdxido de hidrégeno). Todos estos tratamientos se realizaron sobre residuos industriales de
eucalipto, a excepcion del tratamiento con licor verde, donde se analizd la pre-extraccion de
hemicelulosas sobre chips, previo a su pulpeo en el marco de una planta de celulosa Kraft.

Del estudio de la preextraccién con licor verde se buscaron las mejores condiciones de
preextraccion de xilosacaridos procurando no alterar los rendimientos ni las propiedades
papeleras de la pulpa producida con los chips preextraidos.

Con la realizacién del tratamiento hidrotérmico con agua caliente se buscd maximizar la
extraccion de xilooligosacaridos (XOS), minimizando la extraccién de compuestos fendlicos,
dado que son los contaminantes a priori mds dificiles de remover en la purificaciéon de los
licores extraidos. Se ajustaron los disefios experimentales, se determinaron las distribuciones
de pesos moleculares de diferentes muestras a lo largo del disefio y se ajustaron los datos
experimentales a modelos cinéticos.

Se ensayo el pretratamiento de explosidn de vapor a tres temperaturas de trabajo en el rango
180 a 200 °C. Se evaluaron las mejores condiciones para la obtencidon de XOS o xilosa en el
liqguido extraido.

Con los pretratamientos alcalinos se buscé extraer xilanos de alto peso molecular, que
posteriormente fueran factibles de ser utilizados en la produccidn de biofilms o biogeles. Se
considerd como las condiciones mas adecuadas de pre-extraccion, aquellas que maximizaran la
cantidad de xilanos extraidos y minimizaran el contenido de compuestos fendlicos en la
solucioén.



El tratamiento alcalino reforzado con peréxido de hidrégeno fue ensayado en dos rangos de
condiciones, una considerada de baja-moderada carga de quimicos, condiciones utilizadas para
el pulpeo semiquimico, y en condiciones mas fuertes de extraccién dadas por la carga de
guimicos y mayor tiempo de reaccion, normalmente utilizadas para aumentar la accesibilidad a
la celulosa en un posterior tratamiento enzimatico.

Como métodos de purificacion y concentracion se evaludé la precipitacién con solventes
organicos, el uso de resinas de adsorcién e intercambio idnico y la utilizacion de membranas
de micro y ultrafiltracién.

La precipitacién con solventes se ensayé en los licores provenientes del tratamiento
hidrotérmico con agua caliente y el tratamiento alcalino. Se trabajé con etanol, metanol,
isopropanol y dioxano. Se evalué como afecta la diferente relacién de volumen de solvente:
volumen de licor, al porcentaje de sélidos que precipita y a la composicién del precipitado
formado. Se evalud la precipitacidon trabajando en diferentes condiciones de precipitacion
(agitado o no agitado, diferentes pH) y sedimentacion (temperatura ambiente o 4 °C). Se
analizd la composicion quimica y se hizo el espectro FTIR-ATR de los precipitados mas
relevantes obtenidos.

Se ensayd también la precipitaciéon con etano y dioxano sobre los licores provenientes del
tratamiento con hidréxido de sodio. En este caso se analiz6 como varia el rendimiento y
caracteristicas de los precipitados obtenidos agregando el solvente de precipitacién a
diferentes pH (pH del licor, 9, 7, 5y 2), asi como variando la relacién de volumen de solvente a
volumen del licor. Se analizé también las caracteristicas de los precipitados formados al utilizar
diferentes acidos como agentes de ajuste de pH. Se determind la composicién quimica y el
espectro FTIR-ATR de los precipitados mas relevantes, asi como la distribucién del peso
molecular de los xilosacaridos que los componen.

Con el fin de purificar y concentrar los xilosacaridos de los licores de explosidon de vapor, se
utilizaron resinas de intercambio anidnico fuertes y débiles y resinas de adsorcion. Se
determinaron secuencias y condiciones de uso, particularmente a diferentes pH y se evaluo la
composicion del eluido y aguas de lavado de las resinas.

Se ensayaron diferentes estrategias con membranas de micro y ultrafiltracion de diferentes
materiales, para la concentracién y purificacién de licores de eucalipto provenientes de
tratamientos de explosion de vapor y alcalino.

Maximizando la produccién de XOS en el tratamiento hidrotérmico con agua caliente y
minimizando la presencia de grupos fendlicos en extracto, se logré extraer un 9,5 % b.m.s. de
los xilosacaridos (68 % de los xilosacaridos presentes en la biomasa), encontrandose el 7,2 %
b.m.s. como XOS. Estos valores se obtuvieron realizando el pretratamiento a 165 °C durante 60
minutos.

Con el tratamiento con explosion de vapor se logré una remocién de entre 60 y 80 % de los
xilanos presentes en la biomasa original. Dependiendo la intensidad del tratamiento, los
mismos estan como XOS (en las intensidades mas bajas) o como mondmero y XOS de bajo
grado de polimerizacién a la mayor temperatura de trabajo.



Con los pretratamientos alcalinos se encontré que las mejores condiciones a aplicar
correspondieron a una temperatura de 105 °C y carga de soda de 16,7 % b.m.s., no afectando
significativamente el tiempo de extraccion en el rango estudiado (45 a 135 minutos). En este
caso se logré remover el 2,3 % de xilosacaridos (b.m.s.), lo que corresponde al 15,6 % de los
xilosacaridos presentes en la madera original. El peso molecular del material precipitado con
etanol tuvo un Mw de aproximadamente 30.000 Da, lo que indica un polimero en principio
apropiado para la producciéon de biofilms o biogeles.

De los ensayos de precipitacion con solventes se encontré que el mejor solvente de
precipitacion es el etanol. El aspecto fisico de los precipitados es de un sélido pardo-negro y su
contenido de xilosacaridos fue de alrededor de 40-50%. Del andlisis de FTIR-ATR de los
precipitados se confirmdé la presencia de xilanos u xilooligosacaridos, estando estos
contaminados por fragmentos de lignina.

La utilizacién de resinas de adsorcién y de intercambio anidnico permitieron la purificacion de
los licores provenientes del tratamiento por explosién con vapor. Particularmente, la resina
anidnica débil utilizada (Dowex 66) arrojé muy bueno resultados en términos de remocién de
compuestos fendlicos (mayor a 80 %) y acidos alifaticos (mayor a 90 %), con una muy baja
retencion de xilosacaridos.

La utilizacion de membranas de microfiltracion y ultrafiltracién fue exitosa para separar los
xilanos en la solucién, pero no en términos de separar los xilanos de los compuestos fendlicos
en los licores alcalinos.

Con la realizacion de este trabajo de tesis fue posible establecer diferentes formas de
extraccion de los xilosacaridos que componen la biomasa de eucalipto, obtener diferentes
productos de interés (xilanos, XOS o xilosa) dependiendo de las caracteristicas y condiciones
operativas del pretratamiento realizado y ensayar diferentes tecnologias de purificaciéon y
concentracién de los productos obtenidos.

Palabras clave: xilanos, xilosacaridos, hemicelulosas, eucalipto, biorrefinerias
forestales.
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DEFINICION DEL PROBLEMA -

CONTEXTO DE LA INDUSTRIA FORESTAL EN URUGUAY.

A partir de la aplicacién de la Ley N° 15.939 en del afio 1987 (llamada también “Nueva Ley
) las plantaciones de bosques de alto rendimiento han crecido

III

Forestal” o “Ley Foresta
sosteniblemente. En el afio 1988 existian 32.000 ha de bosques plantados y para el afio 2018
ocuparon una superficie efectiva de 1.000.190 ha plantadas, lo que representa el 6 % del area
total nacional. De esta darea, el 78 % corresponde al género Eucalipto (principalmente a
Eucalyptus grandis (27 %) y Eucalyptus dunnii (22 %)), mientras que las plantaciones de pino
(principalmente Pinus elliottii y Pinus taeda) componen el 22 % remanente (MGAP-DGF, 2019).

La Figura indica el destino de la madera extraida de los bosques en el afio 2019.

Otra madera en rollo
Trozas ¢ Ui o8 industrial
e 0%

Combustible de madera,
incluida la madera para
producir carbén
16%

Madera para pulpa
(rolliza y chips)
64%

Figura 1. Extraccion de Madera en Rollo 2019 por destino, principales rubros. Tomada de (Boscana and
Boragno, 2020).

El PBI del sector forestal en 2019 representd el 3,6 % del PBI del pais. La pulpa de celulosa es
actualmente el tercer rubro de exportacion, estimandose que serd el primer rubro de
exportacion en los proximos afios (Uruguay XXI, 2017). Respecto a las cadenas industriales
productivas, en la actualidad hay dos cadenas principales de transformacidn de la madera: la
cadena celuldsica y la industria del aserrio. La cadena celulésica consta actualmente de dos
plantas que producen cada una 1,3 millones de toneladas (ADt) de pulpa Kraft blanqueada de
eucalipto por afo. Una tercera planta con una capacidad de disefio de 2,1 millones de toneladas
(ADt) del mismo producto esta en construccidn, planificada para comenzar a operar en 2023,
(Estudio Forestal Faroppa, 2017). Esto representa actualmente un consumo anual de 9,5
millones de m*de madera sélida sin corteza y se incrementard a 16,5 millones de m* de madera



sélida sin corteza, una vez que las 3 plantas estén funcionando a capacidad total. Por su parte,
el sector de transformacién mecanica de la madera consta de 72 aserraderos ubicados a lo largo
del pais, que procesan pino o eucalipto. Cuatro de estos aserraderos son de mediano porte y el
resto de porte menor. El consumo de madera rolliza de eucalipto (principalmente Eucalyptus
grandis entre 18 y 24 afios de edad) es de alrededor de 640.000 m? anuales (Estudio Forestal
Faroppa, 2017).

Considerando que una densidad media de la madera de 500 kg/m3y que el 1% de la madera que
entra a planta de celulosa se pierde como rechazo de finos (pinchips) en el proceso de chipeado,
se puede estimar que entre las 3 plantas de celulosa se generardn anualmente 82.500 toneladas
de pinchips. Hoy en dia, una de las plantas de celulosa cuenta con caldera de biomasa, por lo
gue este residuo es quemado para la generacion de energia y la otra planta lo vende a calderas
de biomasa para el mismo fin.

El sector de aserrado tiene rendimientos de proceso de entre 50 y 70 % de la madera inicial,
generandose entonces un residuo que ronda el 30 a 50 % de la madera que ingresa a planta. La
fraccion de mayor tamafio de este residuo (polines, tablas descartadas, costaneros) hoy en dia
es chipeada y se vende a las plantas de produccion de celulosa o es quemada (junto con el
aserrin de mayor tamafio) para la generacion de vapor y energia en calderas de biomasa. Esta
operacion se realiza en el propio aserradero o el residuo se vende, dependiendo de su tamafio
(Dieste et al., 2019).

Los anteriores son residuos que se originan en la industrializacidon de la madera y por tanto son
facilmente localizables y estan disponibles. Otro residuo por considerar, mas dificil de localizar
y cuantificar, son los residuos que quedan en las plantaciones, luego de las operaciones de raleo,
poda o cosecha (ramas, descartes, etc.).

Por otro lado, en los ultimos 10 afos, Uruguay ha cambiado drasticamente su matriz energética,
alcanzando la energia hidroeléctrica, edlica y solar una capacidad instalada del 78 % de la
capacidad instalada total de generacion. La generacidn de energia por biomasa es del 9 %, siendo
principalmente generada por la combustion de licor negro en las plantas de celulosa (Oficina de
Planeamiento y Presupuesto-Direccion de Planificacién, 2019). Este cambio en la estructura de
la matriz energética ha hecho que los precios de los contratos de venta de energia hayan bajado
sensiblemente y mas aln para aquellos generadores sin contrato fijo y que cobran por el precio
del mercado “SPOT” del momento, como lo son varios de los generadores con calderas de
biomasa. Particularmente para estos ultimos, la generacion de energia ha dejado de ser una
solucidn interesante para estos residuos.

En este contexto, se considera atractivo buscar alternativas para la utilizacién de los residuos de
madera de eucalipto. La elaboracién de productos de mayor valor agregado a partir de los
diferentes componentes de la biomasa en el marco de una biorrefineria se entiende como una
solucidn plausible. En este trabajo se analizan particularmente las hemicelulosas de eucalipto,
buscando las mejores condiciones para su extraccion y posterior purificacion, para la produccion
de productos de mayor valor agregado.



HIPOTESIS:

Es factible obtener productos de mayor valor agregado a partir de las hemicelulosas
provenientes de madera de eucalipto.

La utilizacion de reactivos quimicos y tecnologias ampliamente utilizados en otras
industrias permiten una extraccion eficiente de las hemicelulosas de eucalipto.

Es posible concentrar y/o purificar las hemicelulosas extraidas con métodos utilizados
en otros sectores industriales.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar diferentes alternativas para la extraccion de las hemicelulosas presentes en la
madera de eucalipto, analizando los productos formados a partir de las diferentes
condiciones de extraccion.

Evaluar distintas alternativas para la purificacion y concentracién de las hemicelulosas
provenientes de licores de extraccion de madera de eucalipto.
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1. BIORREFINERIAS LIGNOCELULOSICAS.

El texto que sigue fue mayoritariamente tomado de la publicacion “La bioeconomia forestal en
Uruguay desde una perspectiva tecnolégica.” de Dieste el al. (Dieste et al., 2019), donde fui la
autora del capitulo acerca del estado actual de las Biorrefinerias en el mundo.

1.1. Generalidades

Una biorrefineria es una instalacién (o red de instalaciones) que integra procesos y equipos de
conversion de biomasa y que abarca una amplia gama de tecnologias capaces de separar los
recursos de biomasa (madera, pastos, residuos agricolas, etc.) en sus componentes principales
(carbohidratos, proteinas, lignina, etc.) para convertirlos en energia, productos de valor
agregado, biocombustibles y productos quimicos. Este concepto es andlogo a la refineria de
petréleo, las cuales hoy producen multiples combustibles y productos a partir del petrdleo con
la utilizacién de diversas tecnologias (Cherubini, 2010).

De acuerdo a IEA Bioenergy (IEA Bionergy, 2014) se pueden distinguir las biorrefinerias
orientadas a la produccion de energia (o por biocombustible) y las orientadas a producto. En las
primeras, el objetivo principal es a partir de la biomasa, producir grandes cantidades de energia
(o biocombustibles) de valor agregado relativamente bajo. En las biorrefinerias orientadas a
productos, la biomasa se fracciona en una cartera de productos de base bioldgica con un valor
agregado mayor y beneficios ambientales generales, después de lo cual, los residuos del proceso
se utilizan para la produccién de energia y / o calor, utilizdndose internamente y / o se venden
a los sistemas eléctricos nacionales (Ferreira, 2017).

Otra clasificacion muy utilizada es la realizada por Kamm et al. (Kamm, Gruber and Kamm, 2010)
donde se definen las biorrefinerias por el tipo de biomasa utilizada: biorrefineria de cultivos
completos (toda la planta cosechada con fines alimentarios y no alimentarios, ejemplo: maiz,
trigo), biorrefineria verde (p. ej., pastos y otras biomasas verdes como materia prima),
biorrefineria lignoceluldsica (basada en la silvicultura). Dentro de esta ultima categoria entran
las biorrefinerias forestales.

Una clasificacién utilizada frecuentemente es por los principales tipos de tecnologia involucrado;
en ésta, se distingue la plataforma de azucar y la plataforma termoquimica Figura 1-1.
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Figura 1-1. Clasificacion general de biorrefinerias por el tipo de tecnologias aplicadas (Adaptado de (NREL, 2011;
Area, 2015).

Mientras que la plataforma bioquimica se centra en la fermentacién de los azlcares extraidos
de la biomasa, la plataforma “syngas” se basa en procesos de conversidon termoquimica y se
centra en la gasificacion de materias primas de biomasa y subproductos resultantes de esta
conversion.

Las clasificaciones mencionadas hasta aqui tienen varias limitaciones, por ejemplo, no considera
el concepto de biorrefinerias multiplataforma ni la existencia de biorrefinerias actuales basadas
en algas (Girio et al., 2017).

Por otro lado, se pueden clasificar las biorrefinerias en primera (también llamadas biorrefinerias
convencionales), segunda y tercera generacion.

Las biorrefinerias de primera generacidn se basan en la utilizacidn directa de formas clasicas de
biomasa agricola, pero que también tienen usos como alimentos o para alimentacion animal. A
modo de ejemplo, en la Tabla 1-1 se muestran algunos ejemplos de produccion de
biocombustibles a partir de cultivos agricolas que utilizan procesos de biorrefineria de primera
generacion. Este tipo de biorrefineria existe en muchos paises, incluido Uruguay. Se caracterizan
por utilizar una fraccion de la materia prima como insumo y utilizan tecnologias maduras (Legros
et al., no date; Ragauskas et al., 2006; Kamm, Gruber and Kamm, 2010; Girio et al., 2017).

Tabla 1-1. Ejemplos de tipos de biorrefinerias de primera generacion

Materia prima Tipo de proceso Producto Sub-productos ‘
Azlcares (cafia de @ Fermentacion Bioetanol (1G) Otros

azucar, remolacha

azucarera, maiz,

sorgo dulce, etc.)

Aceites vegetales | Transesterificacidon Biodiesel (1G) Glicerol

(colza, girasol, soja,

etc.)

Las biorrefinerias de segunda generacién utilizan biomasas lignocelulésicas (maderas, pastos,
residuos agricolas) como materias primas. Este tipo de biomasa esta mas disponible y distribuida
globalmente que las de primera generacidn y no se usan directamente como alimento, aunque
algunas se pueden utilizar para alimentacién animal (Kamm, Gruber and Kamm, 2010; Hughes
et al., 2013). En estas se busca la produccion de diversos productos a partir de los distintos
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componentes de un tipo de biomasa especifico, normalmente un biocombustible (bioetanol,
biobutanol) y otros productos que proporcionan mayor valor agregado, pero que usualmente
estan definidos una vez que se implementa el proceso.

Las biorrefinerias de tercera generacidn son biorrefinerias mds avanzadas, de las cuales aun no
existen ejemplos a escala comercial. La concepcion de las mismas es que dependiendo de la
disponibilidad de biomasa (por factores estacionales, logisticos, etc. ) la planta industrial pueda
utilizar biomasa agricola, forestal o residuos urbanos indistintamente, para producir diferentes
productos en procesos diversos (biocombustibles avanzados, productos de commodities,
biomateriales, energia y otros productos de valor agregado), adecuando la produccién de unos
frente a otros dependiendo de la demanda (Kamm, Gruber and Kamm, 2010; Hughes et al.,
2013). La Figura 1-2 muestra un ejemplo de biorrefineria de tercera generacion.

* Residuos agricolas y alimenticios )
® Pastos y arbustos
:ilelp1zlcz) | ® Biomasa forestal y residuos forestales
* Procesds biotecnolégicos (enzimas, bacterias, etc.)
® Procesos quimicos
.l ° Procesos termoquimicos y térmicos
SIS » Procesos mecanicos J

e Combustibles

e Electricidad

® Productos poliméricos

* Productos quimicos y farmaceuticos

y energia

Figura 1-2. Biorrefineria de 3°" generacién (Adaptado de (Kamm, Gruber and Kamm, 2010)).

El desarrollo de las biorrefinerias de segunda y tercera generacién tienen dos objetivos
estratégicos: el desplazamiento del petréleo por materias primas renovables (un objetivo
energético) y el establecimiento de una industria robusta de base bioldgica (un objetivo
econdémico)(Bozell and Petersen, 2010). El objetivo energético se aborda por el esfuerzo en la
produccidn de etanol, biodiesel y biocombustibles avanzados (butanol, biodiesel de algas, etc.).
Pero a pesar de su alto volumen, el combustible es un producto de bajo valor. Como resultado,
el retorno de la inversidn en operaciones de biocombustible representa una barrera importante
para alcanzar la meta econdmica de la biorrefineria. Internacionalmente, la infraestructura de
la cadena de valor completa existe, sin embargo, su rentabilidad sigue siendo cuestionable, lo
gue requiere un importante apoyo financiero del gobierno o un mercado regulado para
garantizar el despliegue del mercado a gran escala (Bozell and Petersen, 2010; IEA Bionergy,
2014). Los productos quimicos de alto valor y menor volumen proporcionan este incentivo.
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Otros objetivos asociados, no menos importantes son la menor dependencia de la cadena de
suministro de productos petroquimicos con el uso de materias primas diversificadas; la creacién
de puestos de trabajo, incluidas areas rurales que ofrecen logistica adecuada vy la valorizacién
de residuos, principalmente los residuos agricolas y forestales. Asimismo, este tipo de
emprendimiento esta alineado con los objetivos del Desarrollo Sostenible, utilizando materias
primas renovables y que se constituyen en sumideros de CO;; balance global de CO, mas
favorable y generando residuos biodegradables, de mas facil tratamiento o disposicién (Area
and Vallejos, 2012; Vertes, 2014).

En la actualidad, hay pocos ejemplos comerciales de biorrefinerias basadas en productos y los
ejemplos de biorrefinerias basadas en biocombustibles de segunda generacidon son auln
emprendimientos no consolidados. Para la Agencia Internacional de Energia (IEA por su sigla en
inglés), las principales razones para esto son (IEA Bionergy, 2014; IEA Bioenergy Task42, 2018):

. algunas de las tecnologias clave (fraccionamiento y separacién de productos) que
forman parte de las plantas de biorrefineria integradas adn no estan lo suficientemente maduras
para la implementacion a escala comercial,

. todavia no existen reglas claras para el uso sostenible de la biomasa para aplicaciones
alimentarias y no alimentarias,

. los sectores del mercado que deberian cooperar (alimentos, alimentacion animal,
agroindustria, quimica, energia, combustibles, logistica) para el desarrollo y comercializacién de
cadenas de valor de biomasa totalmente sostenibles, incluidos los procesos de biorrefineria de
alta eficiencia, todavia no estan coordinados,

. hay falta de conocimiento / experiencia sobre las ventajas de los procesos de
biorrefineria para el uso 6ptimo de biomasa sostenible a nivel industrial, de PYMES vy
gubernamental, por lo cual es primordial mejorar la comunicacién / colaboracién entre
diferentes actores de diferentes sectores industriales.

Globalmente, de acuerdo a la IEA Bionergy (IEA Bioenergy Task42, 2018), los principales desafios
aun por enfrentar son:

. desarrollo de la legitimidad de esta industria y el uso sostenible de la biomasa,

o participacién multisectorial de partes interesadas en el desarrollo de cadenas de valor
sostenibles,

o desarrollo de tecnologia y escalado de la biorrefineria utilizando las mejores practicas,

. desarrollo del capital humano necesario, capacitando recursos humanos para que se
conviertan en expertos en biorrefinerias.

De acuerdo al “World Economical Forum” (King, Inderwildi and Williams, 2010), otro desafio
importante es establecer la infraestructura necesaria (cadena de suministro y logistica de
distribucidn) y alcanzar los altos costos de capital requeridos. Estos ultimos suelen estar fuera
del alcance financiero de las empresas privadas individuales y, por lo tanto, pueden requerir
financiamiento publico. El desarrollo de la bioeconomia se encuentra en una etapa tempranay
de alto riesgo, y ninguna industria o empresa es capaz de gestionar esta fase de su desarrollo de
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forma independiente. Por lo tanto, los gobiernos tienen un papel clave que desempenfar en el
suministro de apoyo “semilla” a las biorrefinerias, especialmente en la etapa precompetitiva, y
la creacion de mercados para garantizar que las mismas se establezcan y tenga éxito. Los
gobiernos interesados en respaldar las biorrefinerias por razones de proteccién del medio
ambiente, seguridad energética y liderazgo de innovacidon debieran respaldar inversiones
significativas en tecnologia de | + D creando mercados y regulando cuidadosamente el proceso
de industrializacion para atraer inversiones del sector privado y, al mismo tiempo, minimizar los
efectos adversos sobre el medio ambiente.
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2. BIOMASA LIGNOCELULOSICA

2.1. Generalidades

El término biomasa refiere a cualquier materia organica que se encuentra disponible de forma
renovable. La mayoria de las biomasa es producida en la agricultura, la silvicultura y por los
sistemas microbianos (Kamm, Gruber and Kamm, 2010). Dentro de estos, la biomasa
lignoceluldsica es la formada mayoritariamente por 3 componentes principales: celulosa,
hemicelulosas y lignina, y otros componentes minoritarios como los extractivos y los
compuestos inorgdnicos (Kamm, Gruber and Kamm, 2010). La biomasa lignoceluldsica
constituye la mayor fuente de material orgdnico renovable en la Tierra. Dentro de este tipo de
biomasa se incluye: a) los residuos agricolas y/o agroindustriales (bagazo de cafia de azlcar,
mazorca y rastrojos de maiz, cdscara de arroz, paja de arroz, paja de trigo, etc.); b) granos y
residuos posteriores al tratamiento (cebada, café procesado, orujo de uva, alperujo de oliva,
cascaras de frutas, etc.); c) cultivos energéticos dedicados (miscanthus, “switchgrass”, etc.); y d)
materiales lefiosos (incluyendo residuos forestales como ramas, cortezas, tocones y troncos, asi
como desechos de madera)(Mussatto and Dragone, 2016). En la Tabla 2-1 se puede comparar
el diferente contenido de los componentes mencionado en diferentes tipos de biomasa
lignocelulésica.

Respecto a las distintas fuentes de materiales lignocelulésicos, las principales diferencias entre
la biomasa de materiales madereros y no madereros (agricolas) son la composicion quimica y
sus propiedades fisicas. La biomasa maderera es fisicamente mas grande y estructuralmente
mas fuerte y mds densa que la biomasa agricola. Quimicamente, la primera tiene un mayor
contenido de lignina que la biomasa agricola. Como resultado, la madera es mas recalcitrante a
agentes microbianos y enzimaticos. En comparacion con la biomasa agricola, la madera tiene
muchos rasgos unicos. Por ejemplo, puede ser cosechada durante todo el aio, lo que elimina el
almacenamiento a largo plazo. Su alta densidad reduce significativamente los costos de
transporte. Ademas, su alto contenido de lignina aumenta su poder calorifico (Zhu and Pan,
2010).
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Tabla 2-1. Composicion tipica de diferentes tipos de biomasa lignocelulésica.

Biomasa lignocelulésica Celulosa Hemicelulosas Lignina Extractivos Cenizas

Referencias

Maderas de latifoliadas

Abedul | 42,5-43,7 25-28 20,9-224 1,7-5,0 0,2-0,8
Eucalipto = 37,3-54,4 19,4-31,0 21,9-28,8 3,0-4,2 03-1,2
Alamo | 40,3- 47,3 16,6 - 22,6 23,0 2,1-2,8 0,8-1,9

Maderas de coniferas
Pino | 41,0-50,0 26,0-32,0 26,9-30,8 1,8-4,9 0,3-04
Abeto @ 38,8 -45,5 21,2-25,8 27,9-32,0 2,7-4,7 0,4

Residuos agricolas/agroindustriales

Rastrojo de maiz = 30,6 - 43,1 19,1-25,3 16,7 - 21,3 4,6-11,9 11,0-11,5
Cascarade arroz = 28,7 -36,7 12,0-29,3 15,4-21,3 5,1-8,2 14,3-20,7
Bagazo de cafia de azucar 31,9-47,3 22,9-35,8 14,1-30,6 2,7-14,1 0,8-38,8
Tallos de girasol | 42,3 19,1 26,5 7,2 3,2
Granos de cebada usados = 16,8 - 26,0 19,2-29,6 16,9 - 27,8
Paja de trigo | 35,0-40,0 21.0-30,0 12,0-20,0 9,3-15,0 5,5-10,2

Cultivos energéticos
Switchgrass | 26,8 -42,0 21,5-28,8 13,2-24,0 2,0-12,6 40-9,4
Miscanthus = 35, 0-40,0 16,0 - 20.0 20,0 - 25,0

Otros residuos

Lodo tratam. efluentes 31,4 9,8 15,3

planta pulpa Celulosa

Estiércol vacuno 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
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(Helmerius et al., 2010; Borrega, Nieminen and Sixta, 2011)

(Area et al., 2004; Parajo et al., 2004; Magaton et al., 2006; Reina, 2010; Area and
Vallejos, 2012)
(Mussatto and Dragone, 2016) (Zhu and Pan, 2010)

(zhu and Pan, 2010; Area and Vallejos, 2012)

(zhu and Pan, 2010; Mussatto and Dragone, 2016)

(Mussatto and Dragone, 2016) (Zhu and Pan, 2010)

(Area and Vallejos, 2012; Mussatto and Dragone, 2016; Bariani et al., 2020)
(Area and Vallejos, 2012; Brienzo and Figueiredo, 2016; Chiarello et al., 2016)
(Akpinar, Erdogan and Bostanci, 2009)

(Kabel et al., 2002; Mussatto and Dragone, 2016)

(Akpinar, Erdogan and Bostanci, 2009; Zhu and Pan, 2010; Mussatto and Dragone,
2016)

(zhu and Pan, 2010; Mussatto and Dragone, 2016; Larnaudie, Ferrari and Lareo, 2019)

(Mussatto and Dragone, 2016)

(Mussatto and Dragone, 2016)

(Mussatto and Dragone, 2016)



2.2. Componentes de la biomasa lignocelulésica

2.2.1. Celulosa

La celulosa es un polimero lineal homogéneo de unidades de B-D-glucopiranosa enlazadas en la
posicién 1,4; con un grado de polimerizacién (DP) que oscila de 10.000 a 15.000 unidades. La
celobiosa es la unidad de repeticién del polimero.

non-reducing end repeating unit
reducmg end

Figura 2-1. Estructura molecular de la celulosa. Tomado de (Sixta, 2006)

Las moléculas de celulosa son completamente lineales y tienen una fuerte tendencia a formar
enlaces de hidrdgeno intra e intermoleculares. Los haces de moléculas de celulosa se agregan
por lo tanto juntos en forma de microfibrillas, en donde se alternan regiones altamente
ordenadas (cristalinas) con regiones menos ordenadas (amorfas). En las zonas cristalinas,
inaccesibles a los reactivos quimicos, las cadenas de celulosa se mantienen unidas por puentes
de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. En las regiones amorfas, la disposicidn de las moléculas
es menos compacta, y la unidn entre las cadenas es menor que en las regiones cristalinas
(Martin-Sampedro, 2011). Las microfibrillas conforman fibrillas y las fibrillas forman las fibras de
celulosa. Como consecuencia de esta estructura fibrilar y los fuertes enlaces de hidrégeno, la
celulosa tiene una alta resistencia a la traccién y es insoluble en la mayoria de los solventes
(Sjostrom, 1993). La Figura 2-2 muestra un esquema de los enlaces inter e intra moleculares de
las cadenas de celulosa
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Figura 2-2. Enlaces intra e intermoleculares de las cadenas de celulosa. Tomado de (Bhaumik and Dhepe, 2016).

2.2.2. Lignina

La lignina es un heteropolimero amorfo que consiste principalmente de alcohol fenilpropilico
metoxilado. Los tres precursores principales de la lignina, denominados alcoholes cinamilicos se
muestran en la Figura 2-3. Estos alcoholes presentan diferencias entre si en las sustituciones
del anillo aromatico, dando lugar a las unidades guayacilo (unidad G), siringilo (unidad S) y 4-
hidroxifenilo (unidad H)(Sjostrém, 1993).

OCH,4 OCH;,4
R A /N /N
T\
HO 4\ / a/ OH HO OH HDAQ— OH
}_{
OCH,
3.) trans-Coniferyl alcohol, b) trans-Sinapyl alcohol, C) trans-p-Coumaryl alcohol,
Guaiacyl unit (G) Syringyl unit (S) p-hydroxyphenyl unit (H)

Figura 2-3. Precursores de la lignina. Tomado de (Sixta, 2006).

La lignina es una macromolécula tridimensional con una relacién de atomos de carbono: oxigeno
superior a 2:1. Esto es al menos el doble que la de las hemicelulosas y celulosa, donde la relacién
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de carbono a oxigeno es casi 1:1. Por lo tanto, la lignina es energéticamente mas densa que los
azucares. La estructura del anillo aromatico proporciona también excelentes fuentes de grupos
funcionales una vez despolimerizado. De hecho, la lignina actia como una barrera natural a la
degradacion biolégica de la celulosa y las hemicelulosas en la madera. Las unidades
monoméricas de alcohol fenilpropilico metoxiladas se unen por una variedad de enlaces
estables de carbono-carbono y de oxigeno-carbono-carbono (éteres y ésteres) los que se
pueden ver en la Figura 2-4 (Stenius, 2000). Los enlaces B—0—-4 son los mas abundantes en la
lignina, alcanzando el 50% en maderas de fibra larga (coniferas) y alrededor del 60% en las de
fibra corta (latifoliadas). Estructuralmente, la lignina es una macromolécula tridimensional.
Mientras que la lignina de las maderas de coniferas es principalmente un producto de
polimerizacién de alcohol coniferilico, la lignina de las maderas de frondosas se deriva
principalmente de una mezcla de alcoholes coniferil y sinapilico. (Sjostrom, 1993).

MeO

o N\

a-0-4 B-5

O_
S /5 \: " _._T ./0 - OMe
:

OH
.\0
R~ | -
0—‘—4—</ \> 0 5.5 |/ OMe
4-0-5

OMe (b)

Figura 2-4. Representacion de un fragmento de lignina donde se observan los enlaces caracteristicos- Tomado de
(Sixta, 2006).

2-5



2.2.3. Hemicelulosas

Las hemicelulosas son polisacaridos biosintetizados en grandes cantidades por la mayoria de las
especies de plantas y arboles terrestres. Una produccion estimada de hemicelulosas se puede
ubicar en los 60 billones de toneladas anuales. Representan un enorme recurso renovable hasta
ahora practicamente subutilizado (Gatenholm & Tenkanen 2004- pp xi). A diferencia de la
celulosa, que esta constituida por un Unico mondmero y que sélo difieren en el grado de
polimerizacidon y de cristalinidad, la hemicelulosas son heteropolisacaridos no cristalinos y
cldsicamente definidos como el material soluble en alcali después de la eliminacién de las
sustancias pécticas (Sun, Sun and Tomkinson, 2004).

Las hemicelulosas presentan una cadena corta, altamente ramificada de heteropolisacaridos
con un grado de polimerizacién (en adelante DP) entre 80 — 200. Sus férmulas generales son
(CsHgO4)n v (CeH100s)n denominadas pentosas (D-xylosas, L-arabionosa y D-arabinosa) y hexosas
(D-glucosa, D-manosa, y D- galactosa) respectivamente (Sun, Sun and Tomkinson, 2004).
También estan presenten Deoxyhexosas (L-rhamnosa o 6-deoxy-L-manosa y raramente L-fucosa
o 6-deoxy-L-galactosa) y pequefias cantidades de 4cidos urdnicos (acido 4-O-metil-D-
glucoronico, acido D- galacturénico y D-glucurdnico) (Sjéstrém, 1993).

En funcién de su origen bioldgico, se pueden encontrar distintas estructuras de hemicelulosas.
El contenido de las mismas en las maderas es entre 20-30% en peso seco; siendo la composicion
y estructura de las hemicelulosas en las maderas de coniferas diferente a las de las latifoliadas.
Las hemicelulosas mas relevantes son xilanos y glucomananos, siendo los xilanos los mas
abundantes. Los xilanos son los componentes principales de las hemicelulosas de las paredes
celulares secundarias de las maderas de latifoliadas y de plantas herbaceas. En algunos tejidos
de gramineas y cereales los xilanos pueden representar hasta el 50% (Ebringerova, Hromadkova
and Heinze, 2005). Las hemicelulosas del tipo mananos como glucomananos vy
galactoglucomananos son los principales componentes hemicelulésicos de la pared secundaria
de maderas de coniferas. La Tabla 2-2 muestra los mondmeros que forman las hemicelulosas de
distintos materiales lignocelulésicos.
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Tabla 2-2. Componentes principales de las hemicelulosas de distintos tipos de biomasa.

Biomasa lignocelulésica Xilosa . . Urdnicos Acetilos Referencias

Maderas de latifoliadas

Abedul 18,5-24,9 | 0,3-0,5 1,8-3,2 0,7-1,3 3,6-6,3 3,7-3,9 (Girio et al., 2010)

Eucalipto 12,1-14,2 0,4-1,0 06-1,1 1,0-1,5 5,8-8,5 3-3,7 (Kabel et al., 2002; Reina, 2010; Area and
Vallejos, 2012)

Alamo 18- 27,3 0,7-4,0 0,9-2,4 0,6-1,5 4,8-5,9 4,3 (Kabel et al., 2002; Girio et al., 2010)

Maderas de coniferas

Pino 5,3-10,6 2,0-4,2 5,6-13,3 19-3,8 2,5-6,0 1,2-19 (Girio et al., 2010; Area and Vallejos, 2012)

Abeto 5,3-10,2 1,0-1,2 9,4-15 1,9-43 1,8-5,8 12-24 (Girio et al., 2010)

Residuos agricolas/agroindustriales

Rastrojo de maiz 25,7 4,1 <3,0 <2,5 (Girio et al., 2010)

Cascara de arroz 15,6-17,6 | 1,7-2,0 -- -- 1,2-1,3 1,6 (Garrote et al., 2007; Area and Vallejos, 2012;
Bariani et al., 2020)

Bagazo de cafia de azucar 20,5-25,6 2,0-3,6 0,3-0,4 0,8-2,2 -- 1,7-1,9 (Girio et al., 2010; Area and Vallejos, 2012;
Chiarello et al., 2016)

Tallos de girasol 19,2-21,0 2,4-3,8 0-0,8 1,7-2,4 (Girio et al., 2010)

Granos de cebada usados 15 8 0 1 2 0,8 (Kabel et al., 2002)

Salvado de trigo 16 9 0 1 0,4 2 (Kabel et al., 2002)



2.2.4. Xilosacaridos

Los Xilanos como verdaderos homopolimeros se encuentran en algunas algas marinas donde
su estructura principal consiste en residuos de xilosa unidos por enlaces glucosidicos B-(1 = 3)
oB-mixto (1 >3,1->4).

Los xilanos de las plantas terrestres son heteropolimeros que presentan un esqueleto de
unidades B-D-xilopiranosas unidas por enlace 1-4. Esta cadena puede ser linear, pero
usualmente es ramificada y presenta uniones glicosidicas con otras unidades de carbohidratos.
Estas comprenden &acido D-glucurénico o 4-O-metil- éter, L-arabinosa y / o diversos
oligosacaridos formados por D-xilosa, L-arabinosa, D-o L-galactosa y D-glucosa. (Ebringerova,
Hromadkova and Heinze, 2005)

Se encontraron porciones significativas de xilosas acetiladas en C-2 (y también en C-3) en las
paredes celulares de paja de cereales. Algunas cadenas de xilanos presentan uniones D-
glucoronopiranosas, pero los grupos acidos mds importantes son O-acetil-4-O-metil-D-
glucuronoxilanos y L-arabino (4-O-metil-D-glucurono) xilanos. Los grupos acetilo representan el
1-2% del peso seco de las paredes celulares de las plantas gramineas; mientras que se
encuentran en mayor porcentaje en las maderas de latifoliadas, representando los grupos
acetilos entre 3-17% del peso seco de la pared celular. (Sun, Sun and Tomkinson, 2004)

Los arabinoxilanos (AX) representan la principal estructura de hemicelulosas de las paredes
celulares de granos de cereales. Los arabinoxilanos son similares a los xilanos de las maderas de
coniferas, pero la cantidad de L-arabinosa es mayor. En los AX, el esqueleto lineal de B-(1,4)-D-
xilopiranosa esta sustituido por unidades de a-L-arabinofuranosa en las posiciones 2-O y/o 3-O
y por residuos de ac. urénicos o sus derivados 4-O-metilo en la posicidn 2-O. Los residuos de
arabinofuranosas de los arabinoxilanos también pueden estar esterificados con residuos de
acidos hidroxicinamicos, por ejemplo, los acidos ferulico y p-cumarico. (Ebringerova,
Hromadkova and Heinze, 2005). La Figura 2-5 muestra la estructura primaria de los
arabinoxilanos.

OH OH
HO 7 L /’q HO 7 LT~ T 0
O N / O M /0‘-\ 'f 0 - .-I"- fo ~-
7% AT AN
.,O - /'/ O o - ‘l OH
_I_/"- "\V/ 0 ! - -.\"J'
’ OH / N OH
\_( NOH
HOH.C !
© OH HOH.C HOHC  on
’ OH

Figura 2-5. Estructura primaria de L-arabino-D-xilanos (AX). Tomado de (Ebringerova, Hromadkova and Heinze,
2005)

2-8



A pesar de que las hemicelulosas de diversas especies de madera de latifoliadas se diferencian
entre si tanto cuantitativa como cualitativamente, el componente principal en estas es el O-
acetil-4-O-metilglucorono-B-D-xilano, normalmente denominado glucoronoxilano o xilanos
(Sjostrom, 1993). Dependiendo de la especie de frondosa, el contenido de xilanos varia entre
15-30% en peso de madera seca. La estructura consiste en un esqueleto de unidades B-D-
xilopiranosas unidas por enlace 1-4. Los grupos OH de las unidades de xilosa estan
mayoritariamente sustituidos por un grupo O-acetilo en el C2 o C3 (aprox. 4 - 7 de cada 10
residuos). Adicionalmente las unidades de xilosa de la cadena principal pueden estar sustituidas
por enlaces 1-2 a residuos de acidos 4-0O-metil-a-D- glucorénico a razén de un acido urdnico por
cada 10 unidades de xilosas. (Sjostrom, 1993)

O _OH
Acetyl groups
Xylos . W OCH,
Ay l.‘ﬂ..‘ ) U\\ . 0 (]“ cH ol
repeating units (_\"L“-" H‘(_(." ,C-CHy . i "0 HO
0 4 T3 0 O%C 5
HO N o o2 0 5 2
RNA ISRV A A SV g Ay
O medT 2N, 0 3 %om 0
0. .
) 0
Ol

W
(
_HO 1 HiC
H;CO / d
L

4-0-methyl-glucuronic
HO™ Yo acid residues

Figura 2-6. Estructura primaria del O-acetil-4-O-metilglucorono-B-D-xilano. Tomado de (Farhat et al., 2017).

Pascoal Neto y colaboradores (Evtuguin et al., 2003; Pascoal Neto et al., 2005) han reportado
que los heteroxilanos de la madera de Eucalyptus globulus muestran una estructura quimica
peculiar frente a la que normalmente se encuentran en xilanos de otras latifoliadas:
aproximadamente un tercio de los residuos de 4-O-metil-a-D-glucurdnico unidos a la cadena
principal de xilanos, se encuentran ademas sustituidos en la posicién O-2 por unidades de D-
galactopiranosas y D-glucopiranosas. Tales unidades de acidos urdnicos sustituidas (ausentes en
los xilanos de abedul por ejemplo) pueden constituir puntos de enlace entre xilanos y otros
polisacadridos de la pared celular, que contribuyen a retardar la degradacion del xilanos y
disolucién durante los procesos de pulpeo o extraccion de eucalipto. El grado de ramificacion de
los xilanos de eucalipto es también mayor que en el abedul (MeGIcA: Xylp 1-1,2 contra 0,7/10,
respectivamente). Martinez Burgos (Martinez Burgos, 2013), quien utilizdé Eucalyptus globulus
de distintos genotipos de Chile, encontré que el grado de sustitucion del acido metilglucurénico
varié en los distintos genotipos. La sustituciéon fue de 1.4 - 1.9 MeGIcA / 10 unidades de xilosa
en algunos genotipos, mientras que en otros fue de 0.9 - 1.3 MeGIcA /10 unidades de xilosa.
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Figura 2-7. Estructura propuesta para los xilanos de E. globulus (incluyendo el terminal reductor constituido por el
fragmento [1-3)-a -L-Rhap-(1-2)-a -D-GalpA-(1-4)-D-Xylp]) , que evidencia la presencia de unidades de acido 4-O-
metil-a -D-glucurénico sustituido en 0-2, caracteristica especifica de los xilanos de E.globulus (Pascoal Neto et
al., 2005).

Magaton et al. (Magaton et al., 2011, 2013) estudiaron las caracteristicas de los xilanos de
distintas especies de eucaliptos. Confirmaron que, a diferencia de otras especies de maderas de
fibra corta, los xilanos de las diferentes especies de madera de eucalipto tienen un grupo metil
glucurénico (MeGlIcA) sustituido en 0-2, con sustitucién de 9 a 26 % dependiendo de la especie
de eucalipto (Tabla 2-3).

Tabla 2-3. Composicion quimica de distintas especies de eucalipto en términos de xilosacaridos y acidos uronicos,
indicindose la frecuencia de sustitucion de los grupos metil glucorono (MeGlcA). Tomado de (Magaton et al., 2011,
2013)

Xilanos (%b.m.s) Ac. Urénicos Total MeGIcA / Grupos 0-2-Sustitutidos

(%b.m.s) 10 xilosas por MeGlIcA / 10 xilosas
E. dunnii 12,4 4,0 2,1 1,5
E. grandis 10,2 4,7 2,8 2,2
E. nitens 15,8 5,3 2,1 1,4
E. urograndis 13,4 4,2 1,9 1,3
E. urophylla 10,3 4,4 2,6 2,0

En promedio, los xilanos de madera de eucalipto también mostraron un peso molecular (Mw)
en el rango, o algo mayor, que otras especies de maderas de fibra corta, de acuerdo con lo que
se indica en la Tabla 2-4.

Tabla 2-4. Peso molecular medio ponderado de los xilanos de distintas especies de madera de latifoliadas.

Especies PM (kDa) Referencias \

E. globulus 26-33,5 (Evtuguin et al., 2003; Pascoal Neto et al., 2005;
Magaton et al., 2011; Martinez Burgos, 2013)

E. urograndis 26,5-31 (Pascoal Neto et al., 2005; Magaton et al., 2011)

E. grandis 25-28,4 (Pascoal Neto et al., 2005; Magaton et al., 2011)

E. nitens 26,6 (Magaton et al., 2011)

E. dunnii 26,1 (Magaton et al., 2011)

B. pendula (abedul) 24 (Pascoal Neto et al., 2005)

A.Mangium (acacia) 28 (Pascoal Neto et al., 2005)
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2.3.  Estructura de la pared celular de madera

Desde el punto de vista macroestructural, la pared celular esta constituida por varias capas
denominadas: Laminilla media (LM), pared primaria (P), y pared secundaria (S). Las paredes
primarias de dos células adyacentes estdn unidas entre si por lignina, denominandose a esta
capa de union laminilla media (LM). La cavidad interior de la célula se llama Iimen y conecta
unas células con otras formando el tejido conectivo. La pared secundaria esta constituida por
tres capas que se diferencian en la orientacion de las fibrillas de celulosa. En las capas exterior
e interior (S1y S3) las fibrillas estan dispuestas formando un amplio angulo con el eje de la célula,
mientras que la disposicién de las fibrillas en la capa intermedia gruesa (S2) es practicamente
paralela al eje (Sjostrém, 1993)

Figura 2-8. Estructura simplificada de la pared celular. Tomado de (Stenius, 2000).

Los tres componentes principales de la biomasa lighoceluldsica (celulosa, lignina y hemicelulosa)
se encuentran presentes en las distintas capas de la pared celular, aumentando el contenido en
lignina al ir de las capas interiores a las exteriores (Figura 2-9)
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Figura 2-9. Distribucion de los componentes quimicos principales en las capas de la pared celular de madera (de
fibra larga) (Gullichsen, 1999).

La pared secundaria de las dicotiledoneas (entre ellas las maderas de latifoliadas) son
normalmente estructuras complejas de celulosas y glucuronoxilanos, usualmente reforzadas
con ligninas. Estas estructuras estan fuertemente consolidadas y son dificilmente atacables,
incluso por microorganismos (Reis, Vian and Roland, 1994).

El grado de sustitucidn de los glucoronoxilanos determinaran la solubilidad de los mismos y eso
afectara en la capacidad del polimero para unirse y para unir cadenas de celulosa por enlaces
de hidrégeno. Glucoronoxilanos poco ramificados presentan una afinidad cercana a la celulosa
pudiéndose establecer muchos enlaces por puentes de hidrégeno. Experimentos de co-
cristalizacidon de glucoronoxilanos y celulosas han mostrado que ambos se orientan de forma
paralela, encontrandose los xilanos entre los espacios intermicrofibrilares (Reis, Vian and
Roland, 1994).

En las maderas de fibra corta la pared secundaria estd bien definida, aunque depende de la
especie de madera, estacionalidad y condiciones de crecimiento, edad y tipo de célula. En las
fibras se encuentra una estructura tipica de 3 capas (S1, S2 y S3) estando las mismas conectadas
por zonas de transicion donde ocurre una rotacidn progresiva de las microfibrillas de celulosa
mediante una transicidon helicoidal, donde se encuentran los glucoronoxilanos (Figura 2-10)
(Reis, Vian and Roland, 1994).
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Figura 2-10. Diagrama que muestra la distribucion del glucoronoxilano en la pared celular de las fibras (Tomado
de Reis et al. 1994).

El endurecimiento de las paredes secundarias por un proceso de lignificacién se produce
posteriormente a la formacidn de la matriz de celulosa y glucuronoxilanos. La matriz celulosa-
glucoronoxilano es una estructura anisotrépica y cargada electrostaticamente que actia como
una especie de huésped para la estructura de lignina. La lignina se incrusta en la estructura del
mismo modo que ocurre en sélidos de bajas dimensiones de acuerdo a lo documentado en la
literatura de ciencia de materiales. En éstos, mondmeros exdgenos pueden intercalarse en los
huecos de las superficies originados por repulsiones electrostaticas internas. El compuesto
insertado neutraliza el ambiente anidnico y establece puentes entre las unidades,
estabilizdndolas. De forma similar en la pared celular, la lignina se inserta y polimeriza en los
huecos entre las microfibrillas, dejando mas rigida la matriz celulosa-glucoronoxilanos y de esa
forma salvaguardando la estructura anisotrépica. Asimismo, se pueden establecer enlaces entre
la lignina y los carbohidratos. De esta forma disminuye la repulsién electrostatica entre las
microfibrillas y aumenta la fuerza cohesiva de la matriz (Reis, Vian and Roland, 1994).

De acuerdo a Dammstrom (Dammstrom, Salmén and Gatenholm, 2009) existen dos tipos de
fracciones de xilanos en las maderas de latifoliadas (en particular en abedul), una asociada con
la celulosa y otra asociada con la lignina. La fracciéon de xilanos no ramificada se asocia
fundamentalmente con la celulosa mientras que la mas ramificada se deposita junto con la
lignina. La Figura 2-11 muestra el modelo de la pared secundaria de las frondosas propuesto por
estos autores, que completa el modelo de Reis, presentado en la figura anterior.
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Figura 2-11. Esquema del modelo presentado por (Dammstrom, Salmén and Gatenholm, 2009) donde se muestra
la distribucion de celulosa, xilanos y lignina en la pared secundaria de las fibras de abedul.

2.4. Enlaces lignina-carbohidratos

Otro aspecto implica estudiar las uniones que ocurren entre xilanos y celulosas con lignina
tendientes a la formacion de enlaces lignina carbohidratos (uniones LCC). La estrecha relacidn
entre los componentes de lignina y carbohidratos en la madera sugieren fuertemente la
existencia de vinculos quimicos entre estos constituyentes. La naturaleza de los diferentes
enlaces entre lignina y carbohidratos es compleja y estd muy lejos de ser completamente
entendida (Stenius, 2000). Existen bastante evidencia de que la lignina y los polisacdridos estan
unidos por enlaces covalentes denominados "complejo de lignina-carbohidrato" (LCC por su
nombre en inglés) (Balakshin, Capanema and Berlin, 2014). A pesar de que hay cantidades
relativamente bajas de estos enlaces en la madera, juegan un papel muy importante, ya que casi
toda la lignina de la madera estd covalentemente unida a los polisacaridos, principalmente a las
hemicelulosas. Existen tres tipos de enlaces LCC: bencil éter, fenil glucdsido y ésteres (Figura
2-12). Los grupos laterales de las hemicelulosas tales como L-arabinosa, D-galactosa y acido 4-
O-metil-D-glucordnico, asi como los grupos terminales de las cadenas como D-xilosa en los
xilanos y D-manosa (o D-glucosa) en los glucomananos, son los mas cominmente propuestos
para enlazarse con la lignina. El carbono o de las unidades de fenilpropano es el lugar mas
probable de conexion entre la lignina y las hemicelulosas (Stenius, 2000; Balakshin, Capanema
and Berlin, 2014).
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Figura 2-12. Enlaces lignina-carbohidratos tipicos: A: fenil glicsidico, B: éster, C: bencil-éster. Tomado de
(Balakshin, Capanema and Berlin, 2014).

La existencia de enlaces lignina-carbohidratos estables crean problemas significativos en la
separacion selectiva de los componentes de madera en procesos de biorrefinacién.
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3. PRODUCTOS POSIBLES A PARTIR DE HEMICELULOSAS.

Las hemicelulosas tienen potencialmente muchos usos. Tienen una variedad de aplicaciones en
productos de quimica fina, farmacéuticos, agricolas, cosméticos, etc. Estos azlcares se utilizan como
fuente de energia, edulcorante bajo en calorias y para la sintesis de muchos productos industriales.
Por ejemplo, el furfural es un precursor de diferentes productos como combustibles, resinas,
plasticos, nylon, poliéster, etc.; el xilitol es utilizado como un edulcorante bajo en calorias, los acidos
formados pueden ser utilizados en la industria alimentaria o quimica y se puede producir bioetanol

como combustible o solvente (Area and Vallejos, 2012; Bhaumik and Dhepe, 2016).

En la Figura 3-1 se indican las posibles vias para la obtenciéon de diversos productos quimicos basados
en hemicelulosas que pueden ser potencialmente producidos a partir de materiales lignoceluldsicos

agroindustriales.

Hemicelulosas
v

.
v
Bioproductos b -
|

Materiales
compuestos de
xilanos y otros Biogeles Etanol Acido lactico Furfural Xilitol X0s
productos/
Biofilms

Figura 3-1. Posibles productos a ser producidos a partir de los xilanos de la biomasa lignocelulésica (Tomado de
(Deutschmann and Dekker, 2012). Varios de estos productos no se producen exclusivamente a partir de xilanos, sino
que se pueden producir también a partir de otros carbohidratos

Los usos actuales de las hemicelulosas a escala industrial mayoritariamente implican la produccion
de xilitol y furfural (Sun, Sun and Tomkinson, 2004). En los préximos items se hard una resefia de los
productos actualmente producidos y de los potenciales productos a producir con las hemicelulosas,

particularmente con los xilosacaridos provenientes de la biomasa lignocelulésica.
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3.1. Bioetanol.

El uso de la biomasa para producir biocombustibles liquidos como el bioetanol ofrece soluciones
atractivas para la reduccién de gases de efecto invernadero (GEl), disminucidn de la dependencia de
combustibles extranjeros, fortalecimiento de las economias rurales y el aumento de la sostenibilidad
del sistema de transportes (Njoku, 2012). El bioetanol se puede utilizar de muchas maneras; sin

embargo, hoy en dia el uso mas importante es en el sector del transporte (Mergner et al., 2013).

En funcidn de las materias primas procesadas, la produccién de bioetanol se clasifica en bioetanol de
primera o segunda generacion (hoy dia también se puede mencionar una tercera generacion). El
bioetanol de segunda generacién se produce a partir de biomasa lignoceluldsica, como los cultivos
energéticos (la planta de maiz, Miscanthus, Arundo donax, etc.) y los residuos agricolas y forestales
(paja de trigo u otros cereales, bagazo, madera, ramas, etc.). Al contrario del bioetanol de primera
generacion, en el producido con lignoceluldsicos puede utilizarse una mayor variedad de biomasa y
a menudo la “planta entera”. Esto conduce a una produccién a escala potencialmente mayor. Sin
embargo, a pesar de que las tecnologias de segunda generacién ya estan disponibles a nivel
laboratorio o piloto, todavia no se han implementado a nivel comercial a excepcién de algunos

ejemplos con una sostenibilidad ain comprometida (Mergner et al., 2013; Girio et al., 2017).

El primer paso para la produccién de etanol de lignocelulésicos es el pretratamiento. Para la
produccién de etanol combustible, las hemicelulosas se eliminan comunmente durante la etapa
inicial del procesamiento de biomasa con el objetivo de abrir la estructura para una mayor hidrdlisis
enzimatica de celulosa. Las hemicelulosas actualmente representan la fraccion mas grande de
polisacaridos que no son eficientemente utilizadas en las plantas piloto y de demostracion de
produccién de etanol celulésico. Las razones se basan en la naturaleza polimérica heterogénea de las
hemicelulosas y su baja fermentabilidad por las cepas microbianas industriales mas comunes.

(Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Girio et al., 2010).

El método mas prometedor para la bioconversién de las hemicelulosas en azucares fermentables es

la hidrdlisis enzimatica, donde mayoritariamente se han estudiado las xilanasas sobre otras enzimas

(mananasas, etc.) (Girio et al., 2010).
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Para la produccidon de etanol por via fermentativa a escala industrial se deben seleccionar
microorganismos que presenten caracteristicas especiales como: ser capaces de metabolizar la
amplia variedad de azucares presentes en el material lignoceluldsico, principalmente xilosa,
arabinosa, glucosa, galactosa y manosa, en lo posible de manera simultdnea y con minimos
requerimientos nutricionales, para simplificar el proceso y reducir los costos de produccién de
etanol. Ademas de poseer altas productividades y rendimientos de etanol, los microorganismos
deberian tolerar la presencia de inhibidores generados por la hidrdlisis de la lignocelulosa, tener una
elevada tolerancia al etanol y al estrés osmadtico ocasionado por la elevada concentracién de
azucares fermentables y no deberian producir subproductos indeseables (Dien, Cotta and Jeffries,

2003).

A pesar de que desde hace un par de décadas se ha intensificado la investigacién y el desarrollo en
la produccion de bioetanol a partir de lignocelulésicos, hay dos barreras fundamentales a superar
para que los procesos de produccién de bioetanol lignoceluldsico sean viables y econdmicamente
competitivos. Por un lado, las celulasas para liberar glucosa a partir de celulosa son mas caras que
las amilasas y glucoamilasas, que estan disponibles comercialmente a precios relativamente bajos
para la produccion de etanol a partir materias primas amilaceas (Zhao et al., 2012). Por otro lado,
los microorganismos etanologénicos, ya sea S. cerevisiae (que se ha utilizado industrialmente para la
produccién de etanol a partir de materias primas sacarigenas y amilaceas desde el establecimiento
de esta industria), o Z. mobilis (que ha sido estudiada intensamente en los Ultimos afios), no pueden
fermentar los azlcares de pentosas en los hidrolizados en etanol, a velocidades y rendimientos que
sean aceptables desde el punto de vista de la produccidn industrial. Sin considerar un uso productivo
de las hemicelulosas, el bioetanol celuldsico es muy caro para competir comercialmente. La
produccién de bioetanol a partir de ambas fracciones (celulosas y hemicelulosas) es una opcion
atractiva de estudiar (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Girio et al., 2010). Los organismos capaces
de fermentar los azucares C5 de la biomasa lignocelulésica se pueden dividir en dos subgrupos: de
origen natural y genéticamente modificados. Los microorganismos de origen natural incluyen Pichia
stipitis, Candida shehatae, y Pachysolen tannophilus. Los organismos genéticamente modificados
incluyen Saccharomyces cerevisiae, E. coli y Zymomonas mobilis (Silveira et al., 2014). Dentro de los
microorganismos fermentadores de xilosa se encuentra E.coli que fermenta tanto hexosas como
pentosas, pero presenta baja tolerancia a inhibidores derivados del pretratamiento del material
lignocelulésico reduciéndose el rendimiento de etanol. Entre las levaduras capaces de fermentar
tanto glucosa y xilosa a etanol, se encuentran Pichia stipitis, la cual presenta altos rendimientos de

etanol a partir de xilosa (Dien, Cotta and Jeffries, 2003; Silveira et al., 2014).
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3.2. Furfural

El furfural es un quimico precursor de origen renovable que puede ser utilizado en la industria
quimica y de productos del hogar. Fue descubierto en la década de 1820 por J. Débereiner En 1922
Quaker Oats Company comenzdé a producir furfural a partir de cascaras de avena, basado en un
proceso batch que utiliza acido sulfirico concentrado. En una serie de monografias de la American
Chemical Society publicadas en 1953, titulada “The Furans” se menciona que hasta esa fecha existian
mas de 3500 patentes relacionadas con la produccidn de furanos y sus derivados (Marcotullio, 2011).
Hasta aproximadamente 1960, DuPont utilizé el furfural como precursor en la produccién de Nylon
6-6, luego fue sustituido por precursores provenientes de la industria petrolera (Kamm, Gruber and

Kamm, 2010).

El furfural es un precursor quimico muy interesante, ya que es la cabeza de una familia de productos
industrialmente importantes como el alcohol furfurilico, furanos, tetrahidrofurano (THF), etc. (Figura
3-2). Estos quimicos al dia de hoy se producen mayoritariamente a partir de petrdleo, por lo que

existe interés en la busqueda de alternativas econémica y tecnolégicamente viables para producirlos

a partir de biomasa (Kamm, Gruber and Kamm, 2010).

-3H,0
Alcohol furfurilico 2-metil furano
Tetrahidrofurano
Butariediol Esters Combustible avanzado Resinas poliacrilicas Medicamentos
et Resinas furanosas Aditivo de combustible (Insecticidas
m 66 Solvente
Lacas y resinas

Figura 3-2. Familia de productos a partir de furfural (realizado segtn informacién de (Marcotullio, 2011; Area and
Vallejos, 2012).

La mayor parte del furfural (mas del 60%) es convertida en alcohol furfurilico, que se comercializa

como commodity y se utiliza, por ejemplo, en la produccion de resinas de furano. También se utiliza
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como materia prima en la fabricacion de furano (un intermediario en la sintesis de productos
farmacéuticos, productos quimicos agricolas, estabilizantes, y productos quimicos finos), y como
disolvente para los aceites lubricantes de refinacion, como decolorante, agente humectante,

fungicida y nematocida (Kamm, Gruber and Kamm, 2010; Area and Vallejos, 2012; Bajpai, 2013).

La mayor parte de la produccion de furfural actual ain se basa en versiones mas o menos modificadas
del proceso de Quaker Oats original (Marcotullio, 2011). Hoy en dia, la mayor parte del furfural de
mercado, alrededor de 300 mil toneladas/afio, se produce en China, quienes utilizan
fundamentalmente mazorcas de maiz como materia prima, mientras que mas del 85 % de la
produccién de furfural se lleva a cabo en tres paises: China, Sudafrica y Republica Dominicana. La
capacidad de produccién china se caracteriza por ser ineficiente (~ 50% del rendimiento tedrico) y
en pequefa escala. En 2001 existian alrededor de 200 plantas en China con una produccién de
alrededor 1000 ton/afio. Actualmente la mayor planta de produccion de furfural (35 mil toneladas /
afio) se encuentra en Republica Dominicana, donde se utiliza bagazo de cafia de aziicar como materia
prima. Esta planta estd contigua a un ingenio azucarero propiedad de “The Central Romana

Corporation”, un gran productor mundial de azucar (Marcotullio, 2011).

Las reacciones de formacidn de furfural se esquematizan en la Figura 3-3 . Son reacciones de hidrdlisis
y deshidratacion catalizadas por acido y ocurren a temperaturas que oscilan entre 153 y 240 °C
(Zeitsch, 2000). En estas condiciones, las pentosas (principalmente xilosa y arabinosa) pueden
degradarse a productos de bajo peso molecular, principalmente acidos orgénicos y aldehidos (Antal
etal., 1991; Oefner et al., 1992). En las mismas condiciones, la degradacion del furfural ocurre debido
a reacciones de resinificacion y condensacion, que producen resinas y otros productos no

identificados (Williams and Dunlop, 1948; Peleteiro et al., 2016).

OH o o]
'-&i/o & RO oﬁh:is ou — /
OR OR

Xylan Xylose Furfural

Figura 3-3. Hidrdlisis de xilanos en xilosa y deshidratacion de esta en furfural. Tomado de (Bariani et al., 2020).

El furfural también puede sufrir fragmentacién para formar varias moléculas mas pequefas, como
acido férmico, formaldehido, acetaldehido, piruvaldehido, gluceraldehido, glicollaldehido y acido

l[actico. Al igual que con la formacién de furfural, estas reacciones secundarias y de pérdida son
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catalizadas por los acidos de Brgnsted. Los mecanismos precisos para la formacion, reacciones
secundarias y de pérdida no se han aclarado por completo, y varios mecanismos se han discutido en
la literatura (Antal et al., 1991; Marcotullio, 2011). La produccion industrial actual de furfural implica
la hidrdlisis acida utilizando acido sulfurico o clorhidrico. Esta tecnologia tiene algunos
inconvenientes, incluidos los rendimientos limitados debido a las reacciones secundarias no
deseadas, el alto consumo de vapor y la utilizacién de equipos con materiales de alto costo o
corrosion de los equipos debido al uso de acido sulfurico caliente (Peleteiro et al., 2016). La
produccién de furfural con acidos minerales se puede realizar en una o dos etapas. En el proceso de
una sola etapa, la despolimerizacién de pentosanos en xilosa y la deshidratacién a furfural ocurre en
el mismo reactor. En el proceso en dos etapas, la disolucion y despolimerizacion de los pentosanos
ocurren en condiciones mas leves, seguidas de deshidratacién de xilosa a furfural en otro reactor de
menor tamano y en condiciones acidas mas fuertes. Esto permite que el sélido remanente de la
primera etapa, rico en celulosa y lignina, esté en mejores condiciones para ser utilizado en la
produccién de otros productos de valor agregado (bioetanol, fibras de celulosa, etc.). Ademas, el
segundo reactor, donde se requieren condiciones acidas mds severas, es de menor tamano, lo que

conlleva a una disminucién del costo de las instalaciones (Liu et al., 2018; Luo et al., 2019)

Se han desarrollado muchos estudios para mejorar la tecnologia de produccién de furfural con
procesos que tienen mayores rendimientos y son mas amigables con el medio ambiente. Estos
incluyen sistemas autocataliticos, catalizadores acidos, sistemas bifasicos, etc. (Peleteiro et al., 2016;
Luo et al., 2019). Las reacciones cataliticas representan el area con mayor desarrollo de la
investigacion, particularmente en el uso de 4cidos sdlidos (Dutta et al., 2012; Luo et al., 2019). El
numero de patentes que utilizan catdlisis heterogénea ha aumentado durante los ultimos afios.
Particularmente los catalizadores heterogéneos que tienen una facil separacién y recuperacion
serian beneficiosos en vista de los principios de la quimica verde (Karinen, Vilonen and Niemels,
2011). Los resultados obtenidos hasta ahora son bastante prometedores en términos de selectividad,
rendimiento y bajo tiempo de residencia. Sin embargo, muchos aspectos de la aplicacion industrial
de catalizadores sdlidos aun requieren una evaluacién cuidadosa; estos incluyen la desactivacion y
regeneracién del catalizador, la compatibilidad del agua, la lixiviacion y la viabilidad econdmica. Se
han publicado en la literatura buenas revisiones sobre el uso de catalizadores sélidos para la

produccién de furfural (Karinen, Vilonen and Niemela, 2011; Dutta et al., 2012; Luo et al., 2019).

Asimismo, también se ha investigado la produccion de furfural utilizando liquidos idnicos, al igual que
los nuevos métodos de separacidn para la formacion de furfural (Peleteiro et al., 2016). Sin embargo,

el uso industrial de liquidos idnicos en procesos a gran escala sigue siendo dificil por razones
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econdmicas, cientificas, tecnoldgicas y ambientales. En particular, el costo de los liquidos idnicos es

a menudo un gran inconveniente (Peleteiro et al., 2016).

3.3. Xilitol

El xilitol, siendo el primer producto de base de xilosas en ser producido a gran escala y con un amplio
mercado, ha generado muchisimas publicaciones y patentes referentes a su produccién y
aplicabilidad (Deutschmann and Dekker, 2012). Fue descubierto hace mas de 100 afios y sus
caracteristicas como endulzante bajo en calorias y agente de prevencién de caries dentales lo han
transformado en un componente popular de gomas de mascar, pastas dentales y productos
dietéticos. También es utilizado como tratamiento parenteral y en la infeccién de oidos (Rao Ravella
et al., 2012; Vallejos and Area, 2017). Ademas, puede ser utilizado como precursor en la produccién
de acido xilarico, glicoles (propilenglicol y etilenglicol), hidroxil furano y 1,2-propanodiol (Hernandez-
Pérez et al., 2019). El xilitol esta incluido en la lista elaborada por el Departamento de Energia de los
Estados Unidos como uno de los 12 productos quimicos de mayor valor agregado producidos a partir
de biomasa lignocelulésica, de acuerdo con su mercado potencial (Bozell and Petersen, 2010; Biddy,

Scarlata and Kinchin, 2016).

La produccion de xilitol es mayoritariamente a partir de mazorcas de maiz (China), con una
produccién de 110.000 toneladas por afio en 2012 y maderas de latifoliadas como el abedul en los
Estados Unidos y Finlandia, siendo Danisco el mayor productor, utilizando hidrolizado proveniente
de la industria de celulosa (Rao Ravella et al., 2012; Hernandez-Pérez et al., 2019). Actualmente, el
xilitol se produce a nivel industrial por hidrogenacién quimica de la D-xilosa en presencia de un
catalizador de niquel a temperatura y presion elevadas. Este proceso quimico requiere altos costos
de instalacion y operacién, es laborioso, y energéticamente muy intensivo. La xilosa que entra al
proceso de purificacion tiene que ser de alta pureza, por lo que requiere de procesos de purificacion
exhaustivos previo a la produccidn asi como es necesaria la purificacion del xilitol una vez producido

(Rao Ravella et al., 2012; Vallejos and Area, 2017).

Hay un fuerte impulso en la investigacién para producir xilitol de una manera mas econémica y
ambientalmente amigable. Una de las alternativas implica la hidrélisis de las hemicelulosas y la
conversion de la xilosa de los hidrolizados crudos a xilitol por fermentacidon con cepas microbianas
especificas. En este caso no se requeriria una purificacién tan exhaustiva de la xilosa, uno de los

mayores costos en la ruta de sintesis quimica; sin embargo, es necesaria la purificacién posterior del
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xilitol en el caldo de fermentacidn, lo que es una de las etapas criticas del proceso en términos de
costos (Rao Ravella et al., 2012; Vallejos and Area, 2017). Asi, la produccion de xilitol por procesos
biotecnoldgicos aun no ha alcanzado su etapa industrial.

Tanto los procesos quimicos como biotecnoldgicos para producir xilitol constan de cuatro etapas
principales: (1) hidrdlisis de material lignoceluldsico para extraer los xilanos, (2) purificacion del licor
hidrolizado para obtener la solucidn de xilosa, (3) conversiéon de xilosa en xilitol, y (4) purificacién de

xilitol (Vallejos and Area, 2017). En la Figura 3-4 se esquematizan estas etapas.

Biomasa
(con alto contenido de
xilanos)

Agua (con

> Hidrdlisis

Hidrolizado (oligomeros y xilosa)
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Via quimica | Via bioguimica
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' Hidrogenacién Micro
catalitica organisn :-.}'_;‘ Fermentaclén
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Figura 3-4. Etapas de la produccion de xilitol por via quimica o biotecnolégica. Realizado en base a trabajos de (Hou-
Rui, 2012; Vallejos and Area, 2017).



El rendimiento y la calidad del xilitol en el procesamiento quimico dependen de la pureza inicial de
la xilosa. La concentracién de xilosa para la reaccion de hidrogenacién tiene que ser superior al 50%,
va que la presencia de impurezas interfiere con la reaccion catalitica (Hou-Rui, 2012). Por lo tanto,
son requeridas varias etapas de purificacion de la solucion de xilosa previo a producirse el xilitol. Del
mismo modo, una vez producido el xilitol es necesario concentrar la solucion y purificarla.
Posteriormente, la solucidon concentrada de xilitol se cristaliza, normalmente en dos etapas para
obtener un producto purificado (Hou-Rui, 2012; Vallejos and Area, 2017). El costo de la
hidrogenacién es inferior al 20% del costo total de produccién de xilitol, mientras que el costo de

produccién de cristales de xilosa es mds del 80% del costo total de produccidon de xilitol.

Como alternativas al método convencional, hay dos enfoques biotecnolégicos que parecen
prometedores: el proceso microbiano y el enfoque enzimatico. En el proceso microbiano se pueden
utilizar bacterias, hongos o levaduras para producir xilitol a partir de un hidrolizado de hemicelulosas,
siendo la dltima via la mas estudiada. Estas producen naturalmente el xilitol como un intermediario
en la asimilacidn de la D-xilosa con la ayuda de dos enzimas: la D-xilosa reductasa (XR) y la D-xilitol
deshidrogenasa (XDH). Dentro de las levaduras productoras de xilitol se destacan Candida
guilliermondii, Debaromyces hansenii, Candida tropicalis, Candida boidinii, Pachysolen tannophilus y
Pichia stipitis , siendo las mas utilizadas las del género Candida (Felipe, 2004; Rafiqul and Sakinah,
2013). El rendimiento de este proceso estd en un rango de 65-85% cuando se utiliza la levadura de
tipo salvaje y entre 86-100% del valor tedrico cuando se utilizan levaduras recombinantes (Felipe,

2004; Hernandez-Pérez et al., 2019).

La produccién de xilitol a través del proceso microbiano esta limitada por factores que incluyen el
control de las condiciones de cultivo (temperatura, pH, agitacion, aireacién, inhibidores celulares,
etc.), necesidad de nutrientes, etc. Por ello, la aplicacién del proceso fermentativo a nivel industrial
lleva mucho tiempo, requiriendo grandes instalaciones. Hay que considerar, ademas, que la
produccién de xilitol consume bastas cantidades de agua para diferentes usos, por ej., vapor y
preparacion de medios. Al mismo tiempo, las condiciones de esterilizacion y la preparacidn rutinaria
de indculos involucran consumo de energia, tiempo y mano de obra, lo que provoca una reduccion
de la productividad. El reciclaje celular en el proceso microbiano requiere la separacion de los
mismos. Por todas estas razones, el proceso con levaduras aun no tiene las ventajas del proceso
guimico, debido fundamentalmente a la baja productividad de xilitol y los problemas de
procesamiento aguas abajo (Rafiqul and Sakinah, 2013; Vallejos and Area, 2017; Hernandez-Pérez et

al., 2019).
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Por otro lado, la produccidon enzimatica de xilitol ofrece varias ventajas sobre la produccion
fermentativa, pero precisa un ambiente altamente controlado, lo que lo hace un método menos

favorable(Hernandez-Pérez et al., 2019).

3.4. Xilooligosacaridos

Los xilooligosacaridos (XOS) son oligdmeros basados en xilosa que pueden estar parcialmente
sustituidos por grupos como acetilo y urénicos, dependiendo del material lignoceluldsico de los que
se extraen y del proceso aplicado. Tienen un grado de polimerizacién bajo, entre 2 -10 y estan
presentes naturalmente en la miel, frutas, verduras, brotes de bambu, etc., aunque en

concentraciones minimas (Méakeldinen et al., 2010; Jayapal et al., 2013).

Los xilooligosacaridos sustituidos tienen algunas caracteristicas especificas que estan impulsando los
esfuerzos de investigacion para desarrollar aplicaciones en campos relacionados con la industria
alimentaria y farmacéutica. Se pueden usar como fibras dietéticas solubles debido a que aportan
pocas calorias y presentan propiedades organolépticas aceptables. Ademads, son no carcinogénicos y
actuan como prebidticos que promueven el crecimiento de las bifidobacterias en el colon (Nabarlatz,
Ebringerova and Montané, 2007). Los prebidticos son principalmente fibras alimenticias no digeribles
en el estdmago, que afectan de manera beneficiosa la salud del huésped al estimular selectivamente
el crecimiento y / o actividad de algunos géneros de microorganismos en el colon, generalmente
lactobacilos y bifidobacterias (Pandey, Naik and Vakil, 2015). Una estrategia que se utiliza para
estimular el crecimiento y la actividad de la flora microbiana benéfica en el intestino frente a la flora
patégena es incorporar en los alimentos bacterias como Lactobacillus y Bifidobacterium
acompafiadas por prebidticos (Kabel, 2002). Ejemplos de prebidticos comUnmente utilizados en la
alimentacién humana son los galactooligosacaridos, frutooligosacdridos (FOS), inulina y sus

hidrolizados (Sanz, Gibson and Rastall, 2005; Pandey, Naik and Vakil, 2015).

Los XOS han sido considerados durante varios afios como uno de los nuevos productos prebidticos
de mayor potencial. EIl mercado mundial de ingredientes prebidticos se estimé en USD 4.07
Mmillones en 2017, y se espera que alcance un valor de USD 7.37 Mmillones para 2023 (Amorim et
al., 2019). Si los XOS se pudieran producir de manera rentable podrian desempefar un papel
importante en la ampliacién de los mercados de prebidticos en todo el mundo. En el Proyecto AFORE
(del 7™° Programa Marco de la Unidn Europea), Danisco demostrd que los xilanos provenientes de la

madera podrian ser una potencial materia prima para la produccion XOS de alta pureza (Afore, 2013).
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Sin embargo, la produccion de XOS es aun mas costosa que otros prebiodticos. Hay un amplio
consenso que la forma de superar estas barreras es mediante el uso de residuos lignocelulésicos
baratos y abundantes como materia prima y aplicando estrategias integradas de procesos

enmarcadas en una biorrefineria (Afore, 2013; Amorim et al., 2019).

Las propiedades estructurales, asi como el nivel de polimerizacion (DP) y de sustitucién de la cadena
de los oligosacaridos son muy importantes para sus usos como prebidticos, ya que la estructura
influye en la actividad prebidtica. Sanz et al. (Sanz, Gibson and Rastall, 2005) estudiaron la influencia
de los enlaces en los grupos glicosidicos y llegaron a la conclusién que los enlaces 1-2, 1-4 y 1-6
generan altos indices prebidticos. Makelainen et al. (Mékeldinen et al., 2010) analizaron el efecto
prebidtico de XOS y FOS comerciales de distintos origenes y con diferente grado de polimerizacién y
distribucién de pesos moleculares (DP2, DP entre 2-5, DP entre 2-10 y con DP entre 35-40 (xilanos))
en un simulador de colon. Concluyeron que los XOS comerciales con DP entre 2-5 y entre 2-10
mejoraron el crecimiento de bifidobacterias, y que los XOS con mayor grado de polimerizacion
mejoraron significativamente el crecimiento de B./actis. Los xilanos no fueron tan bien utilizados por
los microbios del colon, aunque la fermentacién de xilanos también dio como resultado un aumento
en el nimero de las bifidobacterias totales. Por su parte, Van Craeyveld et al. (Van Craeyveld et al.,
2008) trabajaron con preparaciones de arabinoxilosacaridos (AXOS) de distintos grados de
polimerizacidén y niveles de sustitucion de las cadenas a partir de salvado de trigo. Reportaron efectos
diversos dependiendo del nivel de polimerizacion, DP bajos (< 3), DP altos (60) y preparaciones con
DP entre 12 y 15 pero grados promedio de sustitucion diferentes. De todos los AXOS probados, las
muestras con grado de polimerizacién medio de 5 y grado de sustitucion del 27 % de las unidades
fueron las que mostraron la mejor combinacion de efectos deseables sobre las caracteristicas de
salud intestinal. Por su parte, Moura et al. (Moura et al., 2008) utilizaron xilosacaridos provenientes
de eucalipto, mazorcas de maiz y granos de cebada residuales de la industria cervecera y prepararon
XOS con distintos rangos de DP, entre 2- 25, 2-14, 3-12 y 2-5, los que fueron evaluados en el tracto
gastrointestinal de cerdos. Indicaron que los XOS de cadena corta se consumian mucho mas
rapidamente que los de cadena mas larga, por lo que sugieren que estos ultimos persistirdn en todo
el tracto gastrointestinal y por ello presentan mejores propiedades. Por lo antes expuesto, no hay
consenso aln sobre cuales son las cualidades de los XOS a producir y es un area donde aun resta

mucha investigacion por realizar.

La composicion y la estructura de los XOS es influenciada por la fuente del material y el proceso de
produccién. Los procesos generales utilizados para aislar a los xilooligosacdridos a partir de

materiales lignocelulésicos se esquematizan en la Figura 3-5.
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Hidrdlisis acida Hidrélisis enzimatica

| |

Xilooligosacaridos

|

Xilooligosacaridos purificados

Hidraolisis acida

Figura 3-5. Esquema de obtencion de XOS a partir de materiales lignocelulésicos (realizado en base a (Marcondes,
2018))

Dentro de la hidrdlisis 4cida se encuentra el tratamiento hidrotérmico o autohidrdlisis que se lleva a
cabo en medios ligeramente acidos debido a la escisién parcial de grupos acetilo, que produce acido
acético. Este tratamiento es uno de los mas utilizados para la produccién de XOS. Los
xilooligosacdridos producidos mantienen una fraccidn significativa de grupos acetilo y acidos
urdnicos conectados y esto les da caracteristicas particulares, como una muy alta solubilidad en agua.
Ademas, si se realiza la autohidrdlisis a temperaturas moderadas produce XOS de mayor peso
molecular, sin modificar sustancialmente la celulosa y lignina. Mediante el control de la temperatura
y el tiempo de reaccién es posible influir en las caracteristicas de los xilooligosacaridos tales como el
contenido de acetilos y la distribucién de masa molar, sin embargo, la naturaleza del material es

determinante (Nabarlatz, Farriol and Montane, 2004, 2005; Azevedo Carvalho et al., 2013).

La hidrdlisis alcalina se ha mostrado como la mejor alternativa para separar los xilanos y que queden
expuestos a un tratamiento posterior ya sea quimico o enzimatico. Sin embargo, al no preservar los
grupos acetilos presentes, la solubilidad en agua de los xilanos es menor que en otros pH (Akpinar,

Erdogan and Bostanci, 2009; Azevedo Carvalho et al., 2013).

Existen numerosos ejemplos en la bibliografia donde se producen XOS con diferentes tecnologias de

pretratamiento y materiales lignoceluldsicos. En la Tabla 3-1jError! No se encuentra el origen de la
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referencia. se listan algunos de los trabajos encontrados en bibliografia a modo de ejemplos de las
diferentes condiciones y materiales a utilizar y los resultados obtenidos. En general, los tratamientos
enzimaticos permiten tener los XOS con niveles de polimerizacién mas estrechos, mayoritariamente

como DP 2-3, mientras que los métodos quimicos, muestran una distribucién mas amplia de los DP.

Dado que el tratamiento quimico en medios acuosos no es selectivo, la obtencion de XOS con alta
pureza requiere refinacidon y muchas veces, concentracion. Este es un problema dificil, que ha sido
abordado en la literatura por numerosas estrategias, incluyendo etapas de autohidrélisis
secuenciales, adsorcidn, extraccidon con solventes, intercambio idnico, separacidon cromatografica o
por tecnologias de membranas, entre otras (Vazquez et al., 2005; Nabarlatz, Ebringerovad and
Montané, 2007; Gulléon et al., 2017). Varias de estas tecnologias seran discutidas en un Capitulo

siguiente, por ello no son abordadas aqui.
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Biomasa

lignocelulésica

Bagazo de cafa de

azlcar

Bagazo de cafa de
azucar
Bagazo de cafa de
azucar

Rastrojo de maiz

Eucalyptus globulus

Paja de trigo

Liquidambar

Licor preextraido de
pulpa de disolucién
(no se indica

especie de madera)

Pretratamiento

Tratamiento dacido o explosion de

vapor catalizada con H,SO4 o SO,.

Tratamiento alcalino / Tratamiento
enzimatico

Tratamiento hidrotérmico o acido

Autohidrdlisis. Posterior purificacion y

concentracion con  membranas,
liofilizado e intercambio idnico.

Autohidrolisis (2- etapas). Posterior

concentracion y purificacion por
membranas y liofilizado

Explosion de wvapor / hidrolisis
enzimatica

Autohidrolisis. Purificacion ~ con

resinas de adsorcion y liofilizado
Tratamiento alcalino/Concentracién
por membranas/tratamiento acido o

tratamiento enzimatico

Condiciones pretratamiento

Tratamiento acido: H,SO4 0,1-0,5 %, 121-
150°C, 15-60 minutos.

Explosién de vapor: 130 -200 °C, 5 — 30
minutos, H2S04.0,1 -3 %, SO, 0,9 %

10% KOH a 70 °C, 5% KOH a 121 °C'y 24% KOH
a 35 °C/ endoxilanas 120 U/g AXOS extraido
Entre 138 °Cy 200 °C por 5 a 55 minutos, 0 a
1,3 % H3S04

Calentamiento no isotérmico.
1-Autohidrélisis una etapa hasta 205 °C,

2- 2 etapas: 130 °Cy 205°C

130 °C para remover extractivos, 175 °C, 9

minutos

200 °C, 4 minutos/ endoxilanas 4-8 U/mL, 4-
24horas

180 °C, 40 minutos

Trat. alcalino: no se indican condiciones.
Trat. Acido: 0,1 — 2,0 % H,S04; 70-135 °C, 15-
70 minutos

Trat. Enzimatico: 1- 24 horas, 50-150 Ul/g

Tabla 3-1. Diferentes biomasas y tratamientos para la produccion y purificacion de XOS .
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Valores maximos de | Distribucion homogénea

recuperacion de xilosacaridos | entre DP 2-6 y fraccion
entre 60-70 %. En esos casos, = mayores que DP 6.

40 % corresponden a XOS

Extraccion 10,3- 19,6 % de los xilanos originales. De estos 11,7 -
17,8 % se encuentran como XOS. No se indica DP.
Recuperacién entre 8 y 56 % de los xilosacaridos iniciales, 43%
como XOS en la mejor condicidn.

13,65 g/L XOS luego de purificacién, concentraciones menores
de otros compuestos. No se indica DP

XOS 40,4 g/L, 88% pureza DP<12
luego concentracion y
purificacion.

28,5g/L 16,8 - 25,5% mondmeros y
otros productos; 62,8 -70,3%

DP 2-6;9,2-20,4 DP > 6

6,3 % XOS/b.m.s (51 % de los xilosacaridos extraidos). 66% XOS
en polvo liofilizado. No indican DP

Mayor rendimiento de | XOS principal de hidrdlisis

X05=45.2% con 1% Hz504 @ 120 | 4cida fue X6, mientras que X2

°C, 60 minutos. Trat enzimatico: .
y X3 fueron los principales de
XOS del 43,0% con 120 Ul g L .
la hidrolisis enzimatica
sustrato por 8 h.

Referencias

(Carvalho et al., 2018)

(de Figueiredo et al.,
2017)

(Marcondes, Milagres
and Arantes, 2020)
(Buruiana et al., 2017)

(Gullén et al., 2011)

(Alvarez et al., 2017)

(Huang et al., 2016)

(Wang et al., 2018)



3.5. Xilanos

Los xilanos poliméricos a pesar de su abundancia, aiin no se han explotado y comercializado como
biopolimeros aislados y altamente purificados debido posiblemente a sus costos de producciéon
(Edlund, Ryberg and Albertsson, 2010; Mikkonen and Tenkanen, 2012). Sin embargo, existe un
interés creciente en las aplicaciones de los xilanos como polimeros. Las principales lineas de
investigacion basadas en xilanos se han centrado en la formacion de biofilms, recubrimientos,
espumas, geles, asi como las modificaciones quimicas de los xilanos para la produccién de los

productos antes mencionados (Area and Vallejos, 2012; Deutschmann and Dekker, 2012).

Para la produccion de estos materiales, la estructura molecular de las hemicelulosas determina las
propiedades de los compuestos preparados a partir de estos polisacdridos. La solubilidad y las
propiedades reoldgicas estan fuertemente relacionadas con la estructura y con el tratamiento
realizado. Para la preparacidon de biomateriales deben ser consideradas propiedades estructurales,
tales como la composicidon quimica, el grado de polimerizacién, grado de sustitucién y el patrén de
sustitucidn. La sustitucion de la cadena de xilanos puede ser un factor clave que influye por ejemplo,
en la solubilidad en agua. Ademas, los sustituyentes y el patrén de sustitucion del polimero dependen
de la naturaleza del material y es afectado por la forma en que los xilanos son extraidos y purificados
(Ebringerova et al., 2000). Del mismo modo, la modificacidn quimica de los xilanos es una estrategia

valida para modificar sus propiedades.

3.5.1. Biofilms

Los biopldsticos en general han atraido gran atencién como potencial reemplazo de productos
pldsticos convencionales producidos en base a petréleo (Deutschmann and Dekker, 2012; Brodin et
al., 2017). En Uruguay, el consumo de pldasticos convencionales fue de 28.449 ton en 2016 (Baraibar
and Andrada, 2017). Los plasticos son populares porque son a la vez econdmicos, livianos, resistentes
a la oxidacidn, inalterables a los agentes atmosféricos y versatiles. Sin embargo, estas mismas
propiedades los convierte en residuos dificiles de eliminar y, por ende, en un grave problema
ambiental (Valero-Valdivieso, Ortegdn and Uscategui, 2013). En los ultimos afios, han surgido
muchos tipos nuevos de biopldsticos. Los mismos se dividen en dos grupos principales. Por un lado,
estan aquellos biopolimeros que tienen una nueva estructura quimica practicamente desconocida
hasta hace unos afios en relacion con los plasticos (por ejemplo, nuevos poliésteres de base bioldgica
como el PLA); mientras que, por otro lado, estan los denominados sustitutos de base bioldgica, con

la misma estructura quimica que el plastico convencional, pero de base bioldgica. Dentro de estos,
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los mas destacados son el Bio-PET y el polietileno de base bioldgica (Bio-PE) (Brodin et al., 2017; IfBB-

Institute for Bioplastics and Biocomposites, 2019).

El nimero de publicaciones cientificas y patentes sobre peliculas basadas en xilanos y mananos ha
aumentado en los ultimos afios. Las peliculas y recubrimientos de materiales renovables tienen
numerosas aplicaciones potenciales en la industria alimentaria y médica, incluyendo envases de
alimentos, apodsitos para heridas, y vehiculos de medicamentos (Deutschmann and Dekker, 2012;
Mikkonen and Tenkanen, 2012). La formacidn de biofilms a partir de acetatos de hemicelulosas ya

era reportado en 1949 por Smart y Whistler (Smart and Whistler, 1949).

Como ha sido mencionado, la capacidad de formacion de pelicula de los xilanos es, entre otras,
funcién del grado de polimerizacion y de la heterogeneidad del polimero, la frecuencia y regularidad
de los sustituyentes, asi como la naturaleza quimica. De estas caracteristicas dependeran las
propiedades de barrera mecdnicas y térmicas de las peliculas y recubrimientos a base de xilanos.
Poseen propiedades atractivas como bajo nivel de permeabilidad al oxigeno y de aromas y alta
transmitancia de luz, que lo hace adecuado para aplicaciones de embalaje (Hansen and Plackett,
2008; Mikkonen and Tenkanen, 2012). Aunque la mayoria de las preparaciones de xilanos puros no
forma peliculas, con la adicién de otros materiales poliméricos, como quitosano, nanofibras de
celulosa y otras fibras, glucomananos o alcohol polivinilico, etc, o mediante la modificacién quimica
de los xilanos se puede lograr la formacién de pelicula y con ello mejorar las propiedades de barrera
mecanica y de permeabilidad (Hansen and Plackett, 2008; Deutschmann and Dekker, 2012;
Mikkonen and Tenkanen, 2012). A continuacidn, se presenta una resefia de las diferentes estrategias

utilizadas para la produccién de biofilms a partir de xilanos y los resultados obtenidos.

En los trabajos de Zhang et al. (Zhanget al., 2011) y Heikkinen et al. (Heikkinen et al., 2013) se evalud
como la sustitucion de las cadenas de xilanos afectan las capacidades de adsorcidon de agua y
propiedades de traccion de los films formados. En ambos casos concluyeron que el grado de
sustitucidon es muy importante en las propiedades de los films formados, trabajando el primero con
salvado de trigo (rico en arabinoxilanos) extraido en medio alcalino y precipitando diferentes
fracciones con etanol y el segundo utilizando distintos arabinoxilanos provenientes de harina de
trigo. Cuanto mas irregular era la cadena de xilanos en solucién, menos cristalino resulté el material
obtenido al quitar el disolvente y por lo tanto mayor la probabilidad de formar una pelicula
autoportante de xilanos. Se encontré también que el nimero de unidades xilosa sin sustituir afecta

la solubilidad en agua y provoca un aumento de la cristalinidad de la pelicula.
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Consecuentemente, los xilanos menos sustituidos son mas cristalinos y menos solubles en agua o

etanol (Zhang et al., 2011; Heikkinen et al., 2013).

El uso de plastificantes es generalmente necesario para mejorar las flexibilidad del film. En el caso de
los films de hemicelulosas, los plastificantes mads utilizados son polioles como el sorbitol, xilitol y
glicerol (Hansen and Plackett, 2008). Gabrielii et al. (Gabrielii et al., 2000) trabajaron con xilanos
extraidos de madera de alamo. A partir de 5% de adicién de quitosano se comienza a observar la
formacidn de films, mientras que a partir de 10% se observan films autoportantes. Sin embargo, se
encontrd que las peliculas con altas cantidades de xilanos presentaban elevada fragilidad. Al tratarse
de una estructura lineal, produce un alto poder de empaquetamiento de las cadenas. La capacidad
de las hemicelulosas para cristalizar estd probablemente afectada por el proceso de extraccidon
alcalino utilizado. Los grupos acetilo que estdn presentes en los xilanos nativos impiden que la cadena
de xilanos cristalice. Estos grupos acetilo son eliminados en el proceso de extracciéon, lo que deja
xilanos con una mayor capacidad para cristalizar. Por otro lado, cuando se embeben en agua, las
peliculas conteniendo entre 5 y 20 % de quitosano forman hidrogeles, mientras que las que
contienen mas de 20% de quitosano se disuelven en agua. Las propiedades de formacién de peliculas
e hidrogeles se atribuyeron a fracciones cristalinas de xilanos unidas a cadenas de quitosano, asi
como a las interacciones electrostaticas entre los grupos acidos en las hemicelulosas y los grupos
amino de los quitosanos (Gabrielii et al., 2000). Grondahl et al. (Grondahl, Eriksson and Gatenholm,
2004) trabajaron con xilanos extraidos por tratamiento alcalino a partir de madera de alamo.
Prepararon films mezclando los glucuronoxilanos con xilitol o sorbitol como agentes plastificantes y
agua desionizada. El contenido de los polioles se varié entre 20 y 50% en peso. Los films preparados
solo con glucuronoxilanos son muy fragiles y fragmentan al ser secadas. Las posibles explicaciones
de la pobre capacidad de formacion de pelicula pueden ser la longitud insuficiente de la cadena del
polimero, alta temperatura de transicion vitrea, o baja solubilidad. Al afiadir sorbitol o xilitol se
formaron films transparentes continuos, flexibles y que presentan menor temperatura de transicién
vitrea, teniendo ademads una buena cohesion mecanica. Las peliculas con 35% de sorbitol exhibieron
excelentes propiedades de barrera de oxigeno a 50% de HR. La permeabilidad al oxigeno fue menor
gue la de almiddn plastificado y en el mismo rango que el del material polimérico sintético usado
comercialmente (EVOH) (Gréndahl, Eriksson and Gatenholm, 2004). Mikkonen et al. (Mikkonen et
al., 2009) analizaron también al glicerol y sorbitol como plastificantes en films preparados con
arabinoxilanos extraidos de cdscara de avena. Las propiedades de traccién de los films variaron con
el tipo y la cantidad del plastificante. Para films con 10% (p / p) de plastificante el resultado fue el

inverso, los que contenian glicerol tenian mayor resistencia a la traccidon que los que contenian
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sorbitol, pero con un 40 % de contenido de plastificante. Asimismo, los films con sorbitol conservaron
mejor sus propiedades de traccidon durante 5 meses de almacenamiento y tuvieron menos

permeabilidad al vapor de agua, mientras que la permeabilidad al oxigeno fue similar.

Analizando las potencialidades comerciales de estos productos, cabe destacar que en 2008 y
posteriormente en 2013, la empresa sueca Xylophane® (Figura 3-6) registré patentes en peliculas de
hemicelulosas, indicando que las mismas utilizan hemicelulosas poliméricas (en particular xilanos)
con un peso molecular de menos de 50 000 g/mol, y al menos un componente seleccionado de un
grupo constituido por plastificantes, celulosa y un oligdmero sintético. También se describe que dicha
pelicula puede ser utilizada para recubrimientos flexibles para envasado y como una barrera para el

oxigeno, aromas y/o grasa (Gatenholm et al., 2008; Grondahl et al., 2013).

Figura 3-6. Muestras de xilanos extraidos y de los biofilms formados. Tomada de http://www.xylophane.com/

Otra alternativa muy estudiada es la produccién de films de xilanos con otro copolimero de cadena
larga y origen bioldgico, de forma de mejorar las resistencias mecdnicas y la hidrofobicidad. Entre
ellos el quitosano, CMC (carboximetilcelulosa) o mas recientemente las nanofibras de celulosa han
sido reportados con resultados satisfactorios en cuanto a la mejora de las propiedades fisicoquimicas

y resistencias mecanicas de los films (Saxena et al., 2009; Hansen et al., 2012; Schnell et al., 2017).

Por otro lado, la modificaciéon quimica de los xilanos ya sea por modificacion interna o a nivel de
superficie es una manera de evitar los problemas de hidrofilicidad y resistencia de los films
(Mikkonen et al., 2015; Sousa et al., 2016). Al igual que la celulosa, las hemicelulosas tienen
abundancia de grupos hidroxilo libres distribuidos a lo largo de la cadena principal y secundarias, y
es, por lo tanto, un candidato ideal para la funcionalizacién quimica (Alekhina et al., 2014; Vega et
al., 2016). Mediante la formacién de derivados de hemicelulosas a través de la funcionalizacién de
algunos grupos hidroxilos disponibles, propiedades tales como la cristalinidad, la solubilidad, y la
hidrofilia pueden ser modificadas. Se han explorado estas opciones utilizando técnicas tales como

esterificacidn, eterificacidon, o “grafting”. Se han formado ésteres de hemicelulosas a través de
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reacciones con cloruros o anhidridos. Por ejemplo, la acetilaciéon de la hemicelulosas se puede
realizar bajo condiciones similares que para la celulosa con un aumento previsto de la hidrofobicidad
y de procesabilidad térmica (Fang et al., 2000; Grondahl et al., 2003). Se han explorado también
reacciones de eterificacidn, incluyendo carboximetilacion, alquilacién y bencilacion (Mikkonen et al.,
2015; Sousa et al., 2016). Asimismo, los grupos hidroxilos libres de las hemicelulosas se han utilizado
como sitios iniciales para llevar a cabo polimerizaciones de una serie de mondmeros por grafting
(Hansen and Plackett, 2008; Laine et al., 2013; Petzold-Welcke et al., 2014; Vega et al., 2016).
Particularmente, en el trabajo de Li & Pan (Li and Pan, 2018) se presenta una revisién completa de

las diferentes estrategias realizadas para modificar los xilanos para su utilizacion como films.

3.5.2. Hidrogeles

Los denominados hidrogeles refieren a redes tridimensionales, hidréfilas y poliméricas capaces de
absorber grandes cantidades de agua o fluidos bioldgicos. Reciben cada vez mayor atencién debido
a muchas propiedades favorables, tales como la hidrofilia, la consistencia que imita a los tejidos
blandos, alta permeabilidad a los metabolitos y al oxigeno, y a su capacidad de recuperacion (Peppas

et al., 2000).

Otra caracteristica interesante es que las diferentes funcionalidades pueden ser incorporadas en el
reticulado, fisica o quimicamente, para producir hidrogeles “inteligentes” Estos hidrogeles exhiben
multiples respuestas a los cambios en las condiciones externas, tales como temperatura, pH,
salinidad, campo eléctrico, y el entorno quimico, y por lo tanto son materiales altamente atractivos
en los campos de medicina, biotecnologia y medioambiente. Particularmente en medicina, los
hidrogeles pueden ser ampliamente utilizados como materiales de tejidos, cartilagos y tendones, asi
como biosensores, lentes oculares, portadores inmovilizados para la encapsulacion de células vivas,
materiales de barrera y como sistemas de suministro controlado de farmacos. En este ultimo caso,
los hidrogeles sensibles a cambios de pH han recibido considerable atencién en el campo de la
administracién oral de farmacos, no sélo porque podrian proteger el medicamento contra la
desnaturalizacion acida y reducir la estimulacion nociva de las drogas en el estdmago, sino también
porque podrian prolongar el tiempo de residencia de las drogas y reducir la frecuencia de dosificacion

(Sunetal., 2013).
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Entre la amplia variedad de macromoléculas utilizadas para la formacién de hidrogeles, los
polisacdridos son particularmente ventajosos en comparacion con polimeros sintéticos, debido a que
son biocompatibles, biodegradables, no téxicos y econémicos frente a otras moléculas (Peng et al.,
2011). Reportes de Ebringerova et al. (Ebringerova et al., 2000; Ebringerova, Hromadkova and
Heinze, 2005), entre otros, indican que los xilanos se digieren poco en el entorno fisiologico del
estdmago, pero son consumidos por las bacterias anaerdbicas en el colon. Esta propiedad Unica de
los xilanos le brinda ventajas en la preparacion de hidrogeles sensibles al pH para la liberacion

controlada de farmacos orales.

Figura 3-7. Hidrogel formado con glucomananos y sorbitol. Tomado de (Tenkanen et al., 2016).

Particularmente, Gabrielli et al. (Gabrielii and Gatenholm, 1998; Gabrielii et al., 2000) ensayaron
hidrogeles producidos a partir de hemicelulosas de latifoliadas y quitosano. En (Gabrielii and
Gatenholm, 1998) se ensayaron hidrogeles con quitosano y xilanos de abedul obtenidos
comercialmente (Sigma), observando que peliculas con un contenido de quitosano por debajo de
30% se hincharon en agua, formandose hidrogeles. La presencia de hasta un 15% de quitosano no
afecta en gran medida el grado de hinchamiento. Sin embargo, la adicién de 15 a 30% de quitosano
resulta en un aumento considerable de la absorcién de agua. Por encima de 30% de quitosano, las
muestras comenzaron gradualmente a disolverse durante las mediciones de hinchamiento, mientras
que peliculas de quitosano puro se disuelven facilmente en agua. Se estudié el comportamiento de
los hidrogeles frente a estimulos externos, tales como el pH y la concentracién de sal, demostrando
que los hidrogeles formados responden de una manera reversible a los cambios en los estimulos
ambientales. El grado de hinchamiento es significativamente menor cuando se trabaja en medio
alcalino. Este trabajo propone que el hinchamiento es causado por la diferencia entre la presion
osmotica de los iones maviles en el gel y en la solucidén circundante, que se describe por la teoria de

Donnan.
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En un trabajo posterior del grupo (Gabrielii et al., 2000) se formaron hidrogeles de quitosano y xilanos
aislados de alamo mediante una extraccién con alcalina y posterior ultrafiltracion. Estructuralmente
estaban conformadas por una cadena principal de (1-4) B-D-xilano sustituida por acido 4-O-metil-D-
glucorénico en la C2, aproximadamente cada 8 unidades de glucosa. No se encontraron grupos
acetilo y sélo se determinaron pequefas cantidades de lignina. Cuando se sumergen en agua
caliente, las peliculas con 5-20% de quitosano formaron hidrogeles y el grado de hinchamiento de
los hidrogeles aumenté a medida que las peliculas contienen mas quitosano. Films con mas de 20%
de quitosano se disuelven en agua. Las propiedades de formacion de peliculas y de hidrogel se
atribuyeron a la estructura cristalina de los xilanos ligados a las cadenas de quitosano, asi como a las
interacciones electrostaticas entre los grupos acidos de la hemicelulosa y los grupos amino en el

quitosano.

Se han extraido xilanos de eucaliptos (Eucalyptus urograndis) con el objetivo de estudiar la
preparacion de hidrogeles a ser utilizados como vehiculos que permitan la distribucién de farmacos
en el cuerpo humano. El trabajo de Fonseca Silva et al. (Fonseca Silva et al., 2011) hace hincapié en
el efecto de los grupos acetilo mediante la comparacién de xilanos con caracteristicas estructurales
diferentes, por ejemplo, la presencia o ausencia de los mismos. Se extrajeron xilanos acetilados y no
acetilados utilizando DMSO y KOH. Para las preparaciones de hidrogeles, se conjugaron las cadenas
principales de xilanos con 2-hidroxietil-metacrilato (HEMA) y los hidrogeles obtenidos se
caracterizaron en términos de su morfologia, capacidad de hinchamiento, y propiedades reolégicas.
Los resultados mostraron que los hidrogeles producidos con xilanos no acetilados tenian un
contenido de agua mas altos que los producidos con xilanos acetilados. Por otro lado, los hidrogeles
presentan diferentes morfologias macroscopicas; los geles elaborados a partir de xilanos no
acetilados son mas suaves, mientras que los producidos de xilanos acetilados son mas dificiles de
gelificar y lucen similares a un sélido. Todas las formulaciones ensayadas produjeron geles con
estructuras porosas en las que el tamafio de los poros parece ser afectado tanto por el tipo de xilanos
como por su nivel de sustitucién. Las propiedades reoldgicas estan fuertemente relacionadas con el
numero de enlaces intermoleculares formados en los hidrogeles. La densidad de reticulacién de la
red parece afectar también la absorcidn de agua (hinchazén) y el comportamiento de los hidrogeles;
una red menos densa confiere mas volumen libre y consecuentemente mas capacidad de absorber
agua. El comportamiento de hinchamiento de un hidrogel es un parametro importante para la

liberacion del farmaco porque determina la concentracion éptima de carga de farmaco.
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3.5.3. Xilanos o derivados como modificadores de superficies.

El uso de polisacdridos derivados de la biomasa como agentes modificadores de superficie es un
enfoque atractivo para la ingenieria de materiales fibrosos, particularmente mejorando las
propiedades mecanicas de las fibras y actuando en la industria papelera como agentes de retencion
y auxiliares en el estucado (Vega et al., 2016). Es generalmente aceptado que una parte de los xilanos
disueltos en las primeras etapas de pulpeo se adsorbera / precipitard en las fibras de la pulpa a
medida que avanza la coccion (Sjostrom, 1993; Danielsson and Lindstrém, 2005).

Para comprender el mecanismo de la reposicion de xilanos durante el pulpeo alcalino, la mayoria de
los estudios han sido llevados a cabo en condiciones alcalinas y a altas temperaturas. De los mismos
se han obtenido las siguientes conclusiones. La adsorcién de xilanos se mejora mediante una
reduccion del pH, dentro del dominio alcalino (Danielsson and Lindstréom, 2005; Kéhnke, 2010). Esto
se debe, hasta cierto punto, a la disminucion en la repulsidn de carga negativa entre la superficie de
celulosa y los residuos de acidos urdnicos de los xilanos (K6hnke, 2010). La adsorcién ocurre a mayor
extensién a mayor fuerza idnica, que probablemente es el resultado de minimizar la repulsiéon de
carga negativa al enmascarar las cargas negativas por otros iones (Kéhnke, 2010). Respecto al peso
molecular de las cadenas, la bibliografia indica que se necesita una longitud minima de la cadena
principal de al menos 15 residuos de xilosa para la adsorcién de xilanos (Alén, 2000; Kabel et al.,
2015). Teniendo en cuenta la termodinamica, los polimeros mas largos tienen una fuerza impulsora
mas fuerte para la adsorcidn, porque pierden menos entropia (por unidad de masa) tras la adsorcion
(Alén, 2000). Sin embargo, dado que las fibras de pulpa son porosas, el peso molecular de una
molécula adsorbente, es decir, el tamafio molecular tiene impacto en el drea superficial accesible y,

por tanto, en la cantidad adsorbida (Alén, 2000; K6hnke, 2010).

Por lo antedicho, es aceptado el agregado de xilanos a las fibras (particularmente de fibra larga)
durante el procesamiento de la pulpa de celulosa para facilitar el refinado y mejorar las propiedades

mecanicas de la red de fibras (Rydholm, 1965; Schonberg et al., 2001).

Considerando que los xilanos son polisacaridos y la quimica de estos es muy conocida, es factible
introducir diferentes grupos funcionales a las cadenas, tal de facilitar la interaccién con las fibras y
afiadir nuevas funcionalidades (Vega et al., 2016). Dentro de estos, la cationizacidn es uno de los
procedimientos mas estudiados (Bai, Hu and Xu, 2012). La industria papelera utiliza polisacaridos
catidnicos para mejorar las propiedades papeleras. Estos polisacaridos modificados estan cargados
positivamente para favorecer las interacciones con las fibras de celulosa, que como se menciong,

estan cargadas negativamente. Normalmente, la cationizacion consiste en la derivatizacién de los
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polisacaridos con un reactivo catiénico, por la eterificacion de los grupos hidroxilos. Para esta
aplicacion, el almiddn cationizado es el reactivo mas utilizado en la industria papelera. Sin embargo,
es interesante sustituir el mismo por un polisacdrido no competitivo con la industria de alimentos.
Las hemicelulosas ademas se encuentran en la propia industria forestal (Bai, Hu and Xu, 2012), lo que

facilita su implementacion.

La modificaciéon quimica de los xilanos es un camino prometedor hacia nuevos biopolimeros con
grupos éteres y ésteres y con propiedades especificas que dependen de los grupos funcionales, el
grado de sustitucidn y el patrén de sustitucidn. Los derivados de los xilanos no solo se pueden utilizar
para mejorar las propiedades de los films o en la industria papelera, sino que tienen aplicaciones
potenciales en muchos campos diferentes, como productos farmacéuticos para el cuidado de la
salud, productos de higiene y purificacidon de agua, industria alimentaria y adhesivos, entre otros,
desarrollandose constantemente nuevos productos y aplicaciones (Petzold-Welcke et al., 2014; Vega

etal., 2016).
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4. METODOS DE PRETRATAMIENTO DE LA BIOMASA
LIGNOCELUOSICA

4.1. Caracteristicas del pretratamiento

La utilizacién de materiales lignoceluldsicos requiere un tratamiento previo que permita separar
la estrecha asociacion entre los componentes principales de la pared celular vegetal (celulosa,
hemicelulosas y lignina). El mismo juega un papel fundamental en una biorrefineria a partir de
materiales lignoceluldsicos, con el objetivo de procesar éptimamente los tres principales
componentes para la posterior obtencién de productos quimicos y/o biocombustibles
(Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Galbe and Zacchi, 2012). La Figura 4-1 representa
esquematicamente la funcion del pretratamiento.
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Figura 4-1. Representacion esquematica de la funcidn del pretratamiento en la biomasa lignocelulésica (adaptado
de (Mosier et al., 2005).

Este tema ha sido abordado tradicionalmente con el enfoque fundamentalmente puesto en el
producto principal (o Unico) a producir. Uno de estos abordajes proviene del sector de
produccién de etanol de segunda generacién, quienes consideran etapas adicionales de
pretratamiento y detoxificacién, a la ya estandarizada produccién de bioetanol de primera
generacion (Galbe and Zacchi, 2012). Otro enfoque es a partir de los productores de pulpa de
celulosa, que buscan la integracién de la cadena con nuevos productos y de alli la concepcién de
nuevas etapas previas (pretratamiento) o posteriores (post-tratamiento) a la produccién del
producto principal (pulpa de celulosa), (van Heiningen, 2006). En ambos enfoques, el
pretratamiento estd contemplado principalmente desde la conservacion de las propiedades del
producto a obtener a partir de la celulosa (pulpa o bioetanol) y busca la valorizacién de las otras
corrientes. Posiblemente esto sea asi por ser la glucosa (o sus derivados, por ej. celulosa) el
compuesto mayoritario en la biomasa lignocelulésica y por la existencia de productos
comercialmente consolidados a partir de ésta.
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Se han realizado importantes esfuerzos de investigacidn para encontrar métodos de
pretratamiento rapidos y eficientes. Para ello, el método de pretratamiento seleccionado debe
tener varias caracteristicas:

e Alcanzar una alta recuperacion de todos los componentes principales del material
lignocelulésico.

e Alcanzar una alta recuperacidn en celulosa facilmente digerible enzimaticamente (en el
caso de la utilizacidn por vias biotecnoldgicas, ej.: bioetanol) o con las caracteristicas
adecuadas para su conversién en el producto final deseado (nanocelulosa, etc.).

e No producir productos de degradacidon de azucares o lignina, o hacerlo en bajas
cantidades.

e Obtener una alta concentraciéon de solidos, asi como una alta concentracion de sélidos
disueltos en la fraccidn liquida, tal que los costos de concentracidon sean minimos.

e Requerir una baja demanda de energia o realizarse de manera que la energia pueda ser
reutilizada en otros pasos del proceso como calor secundario.

e Presentar bajos costos de capital y operativos.

En general, los métodos de pretratamiento pertenecen a una de las siguientes categorias: fisicos
(p. ej. molienda, trituracidn, irradiacién, sonicacion); quimico (p. ej. alcali, acido, agentes
oxidantes, solventes organicos, liquidos idnicos, etc.); fisicoquimicos (ej.; pretratamiento con
vapor, oxidacion himeda, hidrotermdlisis) o biolégicos (Galbe and Zacchi, 2012), pudiendo
aplicarse dos o mas de estos en forma secuencial (Kim, Dien and Singh, 2016). En la Figura 4-2
se muestra un listado de los pretratamientos comuUnmente reportados en la literatura.

Referente a la separacion de las hemicelulosas, dependiendo del proceso y las condiciones
utilizadas durante el pretratamiento, los azlicares que las componen pueden permanecer como
polisacéaridos, oligosacaridos o mondmeros y/o degradarse a acidos débiles, derivados de
furanos, etc. (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008). En las siguientes secciones se realiza una
revisién detallada de los métodos de pretratamiento mas utilizados actualmente con especial
énfasis en los mecanismos que tienen lugar para la separacién de las hemicelulosas de la matriz
lignocelulésica.
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Pretratamiento
Fisico Quimico/hidrotérmico

Mecénico pH écido
Trituracion

Ac. Sulfiirico

Molienda Ac. Clorhidrico

Molinos de Didxido de azufre
Ac. fosférico
pH neutro
Agua/vapor comprimido
Explosion de vapor
pH alcalino
Amonio

Soda
Oxidacion alcalina
Carbonato de sodio

Otros
Organosolv
Liguidos ionicos

Solventes

supercriticos

Figura 4-2. Ejemplos de tipos de pretratamiento de la biomasa (disefio propio de acuerdo a informacion de (Kim,
Lee and Kim, 2016)).

4.2. Pretratamiento fisico

A menudo se necesita reducir el tamafio de las particulas para facilitar la manipulacion del
material y aumentar la relacion superficie / volumen. Esto se puede hacer astillando, triturando,
moliendo o por extrusién de la biomasa a utilizar. El pretratamiento mecanico generalmente se
lleva a cabo antes de un siguiente paso de procesamiento, y el tamaio de particula deseado
depende de estos pasos posteriores. Para el pretratamiento mecdnico, son muy importantes los
costos de capital, los costos operativos, las posibilidades de ampliacién y la depreciacién del
equipo (Harmsen et al., 2010). Los molinos de cuchillas y de martillos son adecuados para
muestras secas, pero no rompen las paredes celulares y por ello no son usados con fines de
pretratamiento, aunque son importantes para reducir el tamario de las particulas y aumentar la
fluidodinamica de la biomasa. Los molinos de bolas, molinos de disco y extrusoras son los
principales métodos utilizados para el pretratamiento mecanico (Kim, Dien and Singh, 2016). Se
pueden utilizar con muestras secas o himedasy al utilizar fuerzas de cizallamiento y compresion
permiten la reduccién de tamafio y de cristalinidad de la biomasa pretratada. Sin embargo,
involucra procesamientos largos en tiempo y con un consumo energético alto lo que lo pueden
hacer inviable a gran escala. En ese sentido, el tratamiento mecanico por extrusidn, en una o
dos etapas es el mas eficiente. Las extrusoras proporcionardn un alto cizallamiento, rapida
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transferencia de calor y mezcla eficaz en un tiempo de residencia mas corto. Con ello, la
estructura fisica y quimica del material serd modificada, resultando en una gran area especifica,
que permite aumentar la accesibilidad (Zheng and Rehmann, 2014).

La refinacidn es un tratamiento mecanico mas intensivo, donde se abre la estructura de la
biomasa por fibrilacién externa y delaminacidn interna de las fibras (Kim, Dien and Singh, 2016).
Mediante el cizallamiento, se rompen las paredes exteriores de fibra (P y S1) removiéndose la
pared primaria (P). La fibrilacién interna, causada por las fuerzas de compresién que actian de
forma ciclica dentro del refinador, rompe los enlaces de hidrégeno intrafibra produciéndose la
delaminacion de las paredes P y S1 de la fibra. La rotura de los enlaces internos que se
encuentran entre las fibrillas celuldsicas, entre fibrillas y hemicelulosas, entre celulosa y lignina,
y entre hemicelulosas y lignina provoca que la estructura de los poros dentro de la pared celular
se expanda e hinche, dejando la estructura mas flexible y accesible (Smook, 2003; Gharehkhani
etal., 2015; Park et al., 2016).

Por su parte los pretratamientos con radiacién, hoy en dia, tienen aplicacion a escala de
laboratorio. Particularmente, la técnica de ultrasonidos es bien conocida industrialmente para
el tratamiento de lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales y por ello el interés en su
desarrollo como método de pretratamiento. La extraccidn asistida por ultrasonido es un proceso
que utiliza energia acustica y solventes para extraer los compuestos de diversas matrices
vegetales. La propagacion de ondas de ultrasonido y los fendmenos de cavitacion resultantes
hacen que las burbujas de solventes en el interior de la biomasa colapsen y de esa forma se
auxilia la ruptura de las paredes celulares, favoreciéndose la extraccidon (Ebringerova and
Hromadkova, 2010; Harmsen et al., 2010).

Las microondas son ondas no ionizantes de baja frecuencia. El procesamiento por microondas
(MW) permite un calentamiento de la biomasa répido y uniforme y por ello se puede emplear
como auxiliar en pretratamientos hidrotérmicos. El calentamiento por irradiacion de MW es
explicado por efectos térmicos y atérmicos. El térmico causa el ablandamiento de la ligninay de
los componentes de la pared celular por un aumento de temperatura y presion. El atérmico se
refiere a fuerzas que se generan debido a la relajacidon y polarizacién de las sustancias
dieléctricas en presencia de un campo electromagnético. La realineacion de las moléculas
polares da como resultado un desplazamiento que causa la ruptura de los enlaces de hidrégeno,
abriendo la pared celular y rompiendo la estructura cristalina de la celulosa (Kumar et al., 2020).

4.3. Pretratamiento quimico.

Una clasificacion general habitual para sistemas acuosos considera el pH del método de
pretratamiento seleccionado, en este caso se habla de pretratamientos acidos, alcalinos,
neutros o de autohidrdlisis (hidrotérmico, explosién de vapor). Esta clasificacion, por supuesto,
no es vélida para métodos donde se utilizan solventes organicos (organosolv), liquidos iénicos u
otros.
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4.3.1. Pretratamiento acido

El pretratamiento acido es utilizado desde el siglo XIX y se puede dividir de acuerdo a las
condiciones de uso en dos grandes grupos, i) a temperatura ambiente y con acidos concentrados
y ii) utilizando acidos diluidos a altas temperaturas (entre 100 y 200 °C) (Carvalheiro, Duarte and
Girio, 2008; Trajano and Wyman, 2013).

Dos de las principales ventajas de las reacciones a pH bajo son la facil disponibilidad de
catalizadores como el H,SO4 y SO, (los mayormente utilizados) y los altos rendimientos de
producto, fundamentalmente en términos de hexosas, para su posterior hidrdlisis y
fermentacidn. Sin embargo, los costos de capital de los reactores y equipos asociados utilizados
para las reacciones a pH acido son elevados debido a la necesidad de materiales resistentes a la
corrosién. Ademas, el sélido y las corrientes liquidas resultantes del pretratamiento a pH acido
frecuentemente requieren lavado o neutralizacidn, lo que implican costos extras (Trajano and
Wyman, 2013).

Los acidos concentrados remueven principalmente la celulosa y hemicelulosas, lo que resulta en
una corriente liquida conteniendo estos carbohidratos y sus derivados y una fase sdlida
enriquecida en lignina (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008). Debido a la naturaleza cristalina de
la celulosa, se requiere un pH muy bajo, altas temperaturas o tiempos prolongados para
hidrolizar cantidades significativas de celulosa en glucosa. En el proceso de hidrdlisis acida con
acido concentrado, este reacciona con los enlaces de hidrégeno, rompiendo la estructura
cristalina de la celulosa y produciéndose oligosacaridos. Los dcidos concentrados permiten
operar a baja / media temperatura, donde ocurre una baja formacién de productos de
degradacién (acidos levulinico y férmico e hidroximetilfurfural). Sin embargo, la velocidad de
formacidon de estos productos es severamente afectada por cambios pequefios en la
temperatura del tratamiento, incluso, cuando se trabaja con 4cidos diluidos a mayor
temperatura (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Trajano and Wyman, 2013; Yoon, Han and
Shin, 2014).

Como se indicé en el Capitulo 2, debido a su estructura ramificada, las hemicelulosas son
amorfas y mucho mas susceptible a la hidrdlisis acida que la celulosa. De hecho, dependiendo
de las condiciones utilizadas, las hemicelulosas pueden removerse casi por completo con un
dafio limitado a la celulosa. Los grupos acetilos de las cadenas de hemicelulosas son removidos
al principio de la reaccion, permitiendo abrir su estructura. Los carbohidratos que componen las
hemicelulosas se pueden liberar en solucién como oligdmeros o monédmeros y su composicién
depende de la temperatura, el tiempo y la concentracién de acido utilizados. Una vez en
solucidn, las pentosas (xilosas, arabinosas) pueden reaccionar para formar productos de
deshidratacién como el furfural, que asimismo pueden reaccionar entre si o con azlcares para
formar acido férmico y/o productos mas complejos (resinas, gomas, etc.), (Antal et al., 1991;
Trajano and Wyman, 2013). La Figura 4-3 esquematiza las reacciones que tienen lugar hasta la
formacidn de furfural.
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Figura 4-3. Hidrolisis de xilanos a xilosa y degradacion de esta a furfural (Bariani et al., 2020).

4.3.2. Pretratamiento con agua a presion (hidrotérmico).

El tratamiento hidrotérmico consiste en tratar la biomasa lignoceluldsica con agua caliente,
vapor o ambos, en un reactor presurizado (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Vallejos, Felissia
and Area, 2017). Presenta caracteristicas favorables en términos de impacto ambiental,
generacion de efluentes poco corrosivos, corrosion limitada del equipamiento frente a otros
métodos y reduccion de los costos de capital y operativos (Garrote, Dominguez and Parajo,
1999). Asimismo, el tratamiento hidrotérmico logra separar selectivamente las hemicelulosas,
qguienes quedan presentes en la fase liquida, dejando un sélido tratado, rico en lignina y celulosa,
con una susceptibilidad mayor al tratamiento posterior (Mosier et al., 2005).

Debido a la estructura amorfa de las hemicelulosas y la lignina, su temperatura de transicién
vitrea se encuentra entre 130-190 °C. A su vez, el agua tiene una accién plastificante,
disminuyendo la temperatura de ablandamiento de estos compuestos a alrededor de 100 °C
(Overend, Chornet and Gascoigne, 1987). Con ello, la estructura de las fibras estd mas
desordenada y por ende es mas accesible (Vallejos, Felissia and Area, 2017).

En presencia de agua caliente o vapor, la biomasa lignoceluldsica es proclive a reacciones de
hidrdlisis en presencia de los iones hidronio (H30*) generados por la autoionizacion del agua,
quienes actuan como catalizadores. Los enlaces éter heterociclicos de las hemicelulosas son los
mas susceptibles a este tipo de reaccién, provocando tanto la generacién de oligosacaridos
como la separacion de grupos acetilo de la cadena hemicelulésica, produciéndose acido acético,
gue actla como catalizador en la degradacién de polisacdridos y por ello también este
tratamiento se conoce como autohidrolisis. Dependiendo de las condiciones aplicadas, es decir,
tiempo y temperatura de trabajo, la escision del enlace glicosidico de los oligosacaridos produce
pentosas monomeéricas (xilosa y arabinosa) y hexosas (glucosa, manosa y galactosa), que
posteriormente pueden convertirse en furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) respectivamente,
a través de reacciones de deshidratacién catalizadas por acido. Si las condiciones son lo
suficientemente fuertes, el furfural puede descomponerse mediante las reacciones
mencionadas en el tratamiento acido y el HMF por rehidratacion puede producir compuestos
valiosos como 4cido levulinico y acido férmico (Garrote, Dominguez and Parajo, 1999; Xiao, Song
and Sun, 2017) (Figura 4-4).
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Figura 4-4. Reacciones que ocurren en el pretratamiento hidrotérmico de la biomasa lignocelulésica, que
permiten la formacion de azucares y productos de degradacion (Tomado de Xiao, Song and Sun, 2017).

Existen numerosos trabajos donde se utiliza el pretratamiento hidrotérmico para la remocién
de hemicelulosas, muchos de ellos enfocados también a la produccién de bioetanol a partir del
solido resultante. Se ha utilizado principalmente en trabajos con maderas de latifoliadas
(Garrote and Parajo, 2002; Tunc and Van Heiningen, 2008; Borrega, Nieminen and Sixta, 2011;
Chirat, Lachenal and Sanglard, 2012; Rangel et al., 2016) y con residuos agricolas (Kabel et al.,
2002; Garrote et al., 2007; Xiao, Song and Sun, 2017). Sin embargo, ha demostrado ser menos
efectivo para el pretratamiento de maderas de coniferas, los que requieren de condiciones mas
intensas, debido a su mayor contenido de ligninas (Yoon, Macewan and van Heiningen, 2008;
Vallejos, Felissia and Area, 2017)

Las condiciones normalmente aplicadas en el tratamiento hidrotérmico se encuentran en el
rango entre 150-230 °C. El tiempo de reaccidn puede variar desde segundos hasta horas,
dependiendo de la temperatura (Garrote, Dominguez and Parajo, 1999; Carvalheiro et al., 2016;
Vallejos, Felissia and Area, 2017). Otro parametro importante es la relacién liquido-sélido (en
esta tesis denominada como L/W (licor/madera)). Esta relacion varia entre 2 y 100 (p/p), siendo
los valores mas comunes alrededor de 10. El tamafio de la biomasa a tratar es determinante en
la relacion L/W, ya que afecta la capacidad de retencion de liquido de la biomasa (Carvalheiro et
al., 2016; Vallejos, Felissia and Area, 2017).

Mediante el tratamiento hidrotérmico se puede lograr una alta solubilizaciéon de extractivos y
hemicelulosas, casi completa de estas ultimas, dependiendo de las condiciones aplicadas. A
medida que transcurre el tiempo de reaccion, los oligosacdridos formados durante la extraccién
se hidrolizan formando sus mondémeros correspondientes y los productos de descomposicién
previamente mencionados (Carvalheiro et al., 2016; Vallejos, Felissia and Area, 2017).

Durante el procesamiento hidrotérmico se rompen los enlaces de lignina-carbohidrato, por lo
gue puede solubilizarse parcialmente la lignina. En general, el tratamiento hidrotérmico no tiene
un efecto importante sobre la lignina, aunque depende de la materia prima y las condiciones
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operativas. La lignina puede sufrir tanto degradacion como reacciones de repolimerizacion,
siendo las unidades de siringilo los fragmentos de lignina mas susceptibles a la degradacién
hidrotérmica. En general, la fraccidon que se solubiliza aumenta con el aumento de la severidad
hasta alcanzar un maximo, y luego se produce un aumento aparente de la recuperacién de
lignina en el sodlido, principalmente debido a reacciones de repolimerizacion (Garrote,
Dominguez and Parajo, 1999; Carvalheiro et al., 2016).

Para controlar la severidad del tratamiento, tradicionalmente se utilizan dos conceptos, el factor
P, el cual es anélogo al factor H de la industria de celulosa y el factor de severidad (Ro).

El concepto de factor P fue desarrollado por Brasch & Free en 1964. Calcularon la velocidad
relativa de prehidrdlisis para cualquier temperatura deseada, asumiendo que la misma se
triplica cada 10 °C de aumento de temperatura (Sixta, 2006). C.K. Lin en 1979 aplicé el concepto
de factor H en la prehidrdlisis utilizando una energia de activacion tipica de la escisién de enlaces
glicosidicos de carbohidratos en la madera. De esta forma el factor P permite expresar el tiempo
y la temperatura de trabajo en una sola variable (Ecuacién 4-1) (Sixta, 2006):

t

P= t krel dt Ecuacion 4-1
o
In( k “nk, — Con, 1
n(kn100c) = Inko = R * 373 Ecuacién 4-2
ky 15106
krep = k @ €xp (40’48 _T> Ecuacién 4-3
100°C

Donde k,,; es la constante de velocidad de hidrdlisis catalizada por acidos de los enlaces
glicosidicos. Se utiliza el modelo de Arrhenius para expresar la dependencia de la temperatura
de la constante velocidad y se toma la constante a 100 °C como referencia. Existen varios
trabajos donde se calcula la Energia de activacion de esta reaccién y el valor sugerido para
maderas de latifoliadas es de 125,6 kJ. Reordenando y sustituyendo las ecuaciones se obtiene la
expresion presentada en la Ecuacién 4-3. La velocidad relativa se grafica en funcion del tiempo
y el area bajo la curva representa el "factor de prehidrélisis" o "factor P" (Ecuacion 4-4).

Lk t 15106 Ecuacion 4-4
P = ZH@M dt = f exp (40,48 _ )
to K100°c to

Por su parte, Chornet y Overend desarrollaron en la década del setenta un indice mds sencillo,
capaz de ser usado rapidamente por los investigadores y técnicos, con las herramientas
existentes en la época. De esta forma, el Factor de Severidad, cominmente denominado como
Ro se define como se indica en la Ecuacidn 4-5.
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T — 100) Ecuacién 4-5

Ro = teXp( 14,75

Donde t=tiempo en minutos y T=temperatura en °C.

El término exponencial proviene de la afirmacion heuristica de que la velocidad de reaccién se
duplica cada 10 °C de aumento de temperatura (Overend, Chornet and Gascoigne, 1987).

4.3.3. Pretratamiento por explosion de vapor

El pretratamiento por explosion de vapor (SE) es uno de los métodos mas exitosos vy
ampliamente utilizados para fraccionar la biomasa lignoceluldsica y mejorar la digestibilidad
enzimatica del sélido resultante. Es una variante del tratamiento hidrotérmico, que combina
efectos térmicos, quimicos y mecanicos que actldan sobre la biomasa, rompiendo las fibras del
material lignocelulésico, solubilizando las hemicelulosas, alterando la cristalinidad de la celulosa
e induciendo transformaciones a la lignina (Pereira Ramos, 2003; Duque et al., 2016). Es
reconocido como una tecnologia practica y versatil que permite su escalado. Al utilizar agua
(vapor) como reactivo para el pretratamiento, presenta, ademas, las demas ventajas
ambientales sefialadas para el pretratamiento hidrotérmico.

Es un tipo de pretratamiento hidrotérmico en donde la biomasa se calienta rdpidamente en un
reactor presurizado, utilizando vapor saturado a temperaturas tipicamente entre 160y 240 °Cy
manteniendo las condiciones de temperatura y presidon durante un corto periodo de tiempo que
puede variar desde segundos a varios minutos. Posteriormente, la presion se libera rapidamente
descargandose la biomasa violentamente en un tanque colector. La estructura de la pared
celular de la biomasa lignocelulésica se altera en consecuencia originando un aumento de la
porosidad del material, despolimerizacion parcial y solubilizacién de las hemicelulosas,
redistribucion de lignina y apertura parcial de las cadenas de celulosa produciendo un material
marrdn oscuro del cual se hidrolizaron parcial o totalmente las hemicelulosas (Pereira Ramos,
2003; Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008).

Durante el proceso a presiones elevadas, el vapor condensa e impregna la biomasa, iniciando
las reacciones de autohidrélisis debido a los acidos orgdnicos generados a partir de los grupos
acetilo de las hemicelulosas. Esto resulta en la escision de enlaces glicosidicos y posterior
solubilizaciéon de las hemicelulosas. Cuando la presién se libera abruptamente, la humedad
condensada dentro las fibras lignoceluldsicas se evapora de nuevo, provocando la rotura
mecanica de la matriz lignoceluldsica con lo que se logra ademas la reduccién del tamafio de
particula de la biomasa pretratada (Duque et al., 2016).
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La fraccion liquida (prehidrolizado o licor), contiene los azucares solubilizados, principalmente
provenientes de las hemicelulosas del material, fragmentos de lignina facilmente soluble y los
productos de degradacién generados durante el pretratamiento. La fraccién sélida insoluble
esta enriquecida en celulosa y lignina (Pereira Ramos, 2003; Duque et al., 2016).

Los resultados del pretratamiento por explosién de vapor dependen del tiempo de residencia,
la temperatura, el tipo y tamafio de la biomasa (aserrin, pinchips, chips) y el contenido de
humedad de la misma (Harmsen et al., 2010; Duque et al., 2016).

Originalmente, el pretratamiento por explosiéon de vapor era una tecnologia batch, pero
actualmente se utiliza en forma batch o continua, siendo esta ultima la mas usada en escala
piloto y demostrativa (Pereira Ramos, 2003; Duque et al., 2016).

Respecto a los tipos de biomasa, una ventaja de este tratamiento es su versatilidad en el uso de
biomasas, reportandose buenos resultados al trabajar con madera de latifoliadas (Palmqvist et
al., 1996; Martin-Sampedro et al., 2012; Chiarello et al., 2016), bagazo de cafia de azlcar
((Rabelo et al., 2012; Carvalho et al., 2018), paja de trigo (Sun et al., 2005), entre otros. Sin
embargo, la explosion de vapor sobre maderas de coniferas tiene un rendimiento menor, dado
por el caracter recalcitrante de esta biomasa (Duque et al., 2016; Stoffel et al., 2017).

De forma de mejorar el rendimiento de la explosidn de vapor, se introdujo hace unos afos el
uso de catalizadores acidos. Con ello se logra mejorar la solubilizacién de las hemicelulosas y la
hidrolisis enzimatica de celulosa. Son mayormente utilizados en maderas de coniferas, donde se
da en menor extensién la autohidrdlisis dado el menor contenido de grupos acetilos de las
hemicelulosas (Pereira Ramos, 2003; Stoffel et al., 2017). En otro tipo de biomasas se pueden
utilizar también como forma de reducir las temperaturas a aplicar en el pretratamiento de
explosién (Pereira Ramos, 2003; Sassner et al., 2008; Duque et al., 2016). En la explosion de
vapor catalizada por acido, la biomasa lignoceluldsica se impregna con el catalizador elegido
(normalmente H,S04 0 SO,, en una proporcidén entre 0.3 %y 3 % p / p) y se lo deja reaccionar,
generalmente a temperatura ambiente y durante algunas horas, antes de su introduccién en el
reactor de explosién (Galbe and Wallberg, 2019).

4.3.4. Pretratamientos alcalinos

La aplicacidn de alcali se utiliza como pretratamiento dado que tiene varias caracteristicas
deseables. Los métodos alcalinos utilizan principalmente productos quimicos no corrosivos y en
muchos casos es factible su recuperacidn, con la consecuente ventaja econémica y ambiental
que ello implica frente a otros pretratamientos quimicos.

El pretratamiento alcalino utiliza hidréxidos de sodio, potasio, calcio o amonio como reactivos y
normalmente se realiza a temperaturas mas bajas que en el caso del pretratamiento con acidos
o hidrotérmico. El hidréxido de sodio y calcio (cal) son los catalizadores mas comunes (conc.
0,05-0,15 g de 4alcali / g de biomasa) aunque los tratamientos de percolacién con amonio
recirculado (ARP) o explosion / expansion de fibra por amonio (AFEX) también son habituales.
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El pretratamiento con hidréxido de sodio o calcio se realiza normalmente a temperaturas entre
20-130 °C, con tiempos de reaccién que van desde minutos a horas o dias, dependiendo de la
temperatura de trabajo (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Kim, Lee and Kim, 2016; Kumar et
al., 2020). En materiales con alto contenido de lignina, como la madera, este pretratamiento es
menos eficiente, por lo que es mas habitual su utilizacién en residuos agricolas y agroindustriales
(Kumar et al., 2020)

En la hidrdlisis alcalina ocurre la solvatacidn de las fibras, produciéndose el hinchamiento de las
mismas. Los enlaces ésteres intermoleculares que provocan la reticulacién de las cadenas se
saponifican, abriendo la estructura de las hemicelulosas y lignina y produciendo la escisién de
enlaces glicosidicos de la cadena de hemicelulosas. Los grupos acetilos y urdnicos reaccionan
también con el alcali, separdndose de la fibra. Dependiendo de las condiciones aplicadas, puede
ocurrir la despolimerizacion de moléculas de lignina por escisién de enlaces moleculares
internos del tipo a y B-aril éter, lo que contribuye a la degradacion de la lignina. Todos estos
cambios mejoran el acceso a las cadenas de celulosa, las que se tornan menos cristalinas con el
tratamiento al reaccionar los enlaces de puente de hidrogeno que las unen. En condiciones de
mayor intensidad pueden ocurrir reacciones de “peeling” de las cadenas de hemicelulosas y de
celulosa, causando la disminucién del grado de polimerizacién (Carvalheiro, Duarte and Girio,
2008; Zhao, Zhang and Liu, 2012; Lehto and Alén, 2013).

Se han reportado trabajos de pretratamiento alcalino aplicados a varios tipos de biomasa
(Hespell, 1998; Ebringerova et al., 2000), fundamentalmente para mejorar la posterior hidrolisis
enzimatica para la produccién de bioetanol a partir del residuo sélido resultante (Parajé, Alonso
and Vazquez, 1994; Park and Kim, 2012) , para extraer las hemicelulosas previo al pulpeo Kraft
(Al-dajani and Tschirner, no date; Helmerius et al.,, 2010; Lehto and Alén, 2013) o mas
recientemente en la extraccion de hemicelulosas y produccidon de nanocelulosa a partir del
solido post-extraccion (Svard, Brannvall and Edlund, 2015; Svéard et al., 2019).

La cal, en comparacion con NaOH y KOH, tiene un costo mas bajo y es industrialmente mas facil
de manipular y conservar. Puede recuperarse del hidrolizado mediante precipitaciéon por
barboteo de CO,, de modo que el carbonato formado pueda ser reconvertido a cal. Su
desventaja es que al precipitar arrastra carbohidratos ocluidos y ademds deja un contenido
salino en la solucidn, que puede generar problemas en el proceso posterior (Carvalheiro, Duarte
and Girio, 2008; Kim, Lee and Kim, 2016).

Una variante al tratamiento alcalino es el tratamiento “cercano a la neutralidad” (“near neutral”)
donde se trabaja con licor verde (carbonato de sodio/sulfuro de sodio), particularmente en
operaciones asociadas a plantas de pulpa de celulosa. En este caso se trabaja en el rango entre
2-8 % de alcali activo (como NaOH) y con sulfidez de alrededor de 30 % entre 125 -160 °C por
tiempos entre 45 y 150 minutos (van Heiningen et al., 2011; Luo, Genco and Zou, 2012). El
concepto de este tratamiento se basa en que, por resultados previos, cuando se realiza un
tratamiento hidrotérmico previo al pulpeo, bajan sensiblemente las porpiedades mecdnicas de
la pulpa obtenida y cuando se trabaja con un tratamiento alcalino (pH 13-14), el rendimiento del
pulpeo posterior se resiente por la pre-extraccion realizada. Sin embargo, cuando las
extracciones se realizan en condiciones alcalinas mas suaves (licor verde entre 2- 4 %), el NaOH
neutraliza el acido acético liberado en el proceso de extraccidon, y no hay un ataque tan
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significativo a las cadenas de celulosa, por lo que el rendimiento del pulpeo posterior se
mantiene en condiciones similares a cuando no se realiza pre-extraccion. En la pre-extraccién se
obtiene una corriente rica en hemicelulosas y acido acético, que puede ser valorizada (Walton,
2009; van Heiningen et al., 2011).

Dentro de los pretratamientos alcalinos, otra variante es la adicién al dlcali de un agente
oxidante (aire/oxigeno o H,0;). El mecanismo de reaccién es similar al de la hidrdlisis alcalina,
pero se auxilia con un efecto oxidativo sobre la lignina, aumentando su escisién de la biomasa
lignocelulédsica. Los tratamientos con perdxido alcalino parecen tener una cinética mas rapida a
baja temperatura, presentando asi ventajas tecnolégicas y econdmicas sobre los tratamientos
alcalinos convencionales (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Kumar et al., 2020). El uso de H,0,
se basa en su disociacién en medio alcalino, generando el anién hidroperdxido (HOO"), quien a

su vez reacciona con H,0, del medio para dar lugar a la formacién de superodxido (02 ) y un

radical hidroxilo (OH). En ausencia de estos reactivos, ambos radicales se combinan para formar
oxigeno y agua (Ecuacion 4-6). Sin embargo, en presencia de otros compuestos, por ejemplo el
material lignoceluldsico, estos radicales reaccionan, formandose una baja cantidad de O, (Dutra
etal., 2018).

H,0;, + Hy0 <™ HOO + Hs0*
H,0,+ HOO <= OH-+ O~ + H,0

OH-+ 03 + H* —» 0, + H,0 Ecuacién 4-6

Entre los pretratamientos alcalinos, los tratamientos a base de amoniaco han sido extensamente
investigados ya que este es facilmente recuperable, no corrosivo y relativamente barato (Kim,
Lee and Kim, 2016). Los principales efectos de los pretratamientos con amoniaco incluyen la
eliminaciéon o modificacidén de lignina, el aumento de superficie y / o tamafio de poro y la
modificacién de las estructuras de celulosa y hemicelulosas. En forma acuosa, provoca el
hinchamiento de la biomasa, lo que conlleva un cambio morfolédgico significativo y también
afecta el grado de cristalinidad de la celulosa. Su asociacién con otros pretratamientos como la
explosién de vapor o el tratamiento hidrotérmico ha demostrado ser una estrategia eficaz para
recuperar selectivamente las distintas fracciones lignocelulésicas (Carvalheiro, Duarte and Girio,
2008; Kim, Lee and Kim, 2016).

El tratamiento por percolacion de amoniaco reciclado (ARP por sus siglas en inglés) ha sido
utilizado para tratar materiales herbdceos y maderas de latifoliadas. Se realiza en un reactor de
lecho empacado, de tipo de flujo directo (percolacién) que opera en modo de recirculacion del
amoniaco utilizado (Kim, Lee and Kim, 2016; Zhao, Shao and Chundawat, 2020). Una
caracteristica de este tipo de reactor es que puede minimizar la repolimerizacion y
reprecipitacién de lignina solubilizada sobre la superficie de la biomasa porque la lignina soluble
se descarga del reactor tan pronto como se forma (Kim, Lee and Kim, 2016). Los parametros
normalmente utilizados son: concentracion de amoniaco ente 2,5y 20 % (tipicamente, 10-15%);
tiempo de reaccién, hasta 90 min y temperatura entre 140y 210 ° C con tasa de percolacién de
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5 ml / min. En rastrojo de maiz se han reportado rendimientos de 70-85 % de eliminacién de
lignina y 50% de eliminacién de hemicelulosas (ambos comparando la biomasa y el sélido
pretratado), encontrandose las hemicelulosas en solucién fundamentalmente como
oligosacaridos (Carvalheiro, Duarte and Girio, 2008; Zhao, Shao and Chundawat, 2020) .

El proceso AFEX (explosion de fibra en amonio) se puede presentar como una combinacidn de
explosién de vapor y pretratamientos alcalinos. La biomasa se trata por unos minutos, en modo
discontinuo con amoniaco liquido anhidro (1-2 kg de amoniaco / kg de biomasa) a temperaturas
moderadas (40-140 ° C) y alta presién (250-300 psi). El mecanismo de reaccidn se produce por
una combinacién de efectos quimicos y fisicos que permite la escision del complejo lignina-
carbohidratos, hidrolizar las hemicelulosas y abrir las estructura cristalina de la celulosa, lo que
conduce a una mayor superficie accesible para los tratamientos posteriores (Carvalheiro, Duarte
and Girio, 2008; Kim, Lee and Kim, 2016; Zhao, Shao and Chundawat, 2020). Se ha aplicado con
éxito (desde el punto de vista de recuperacién de glucosa para fermentacidon) en materiales
herbaceos y residuos agricolas, pero los rendimientos bajan sensiblemente en maderas de
latifoliadas y no es un buen tratamiento para maderas de coniferas. Ademas, el uso de alta
presion y el manejo de amoniaco encarecen el equipamiento y pueden generar problemas de
seguridad. La recuperaciéon del amoniaco es otro aspecto que no ha sido completamente
desarrollado ya que es un proceso energéticamente muy demandante (Carvalheiro, Duarte and
Girio, 2008; Kim, Lee and Kim, 2016).

4.3.5. Otros pretratamientos quimicos

4.3.5.1. Proceso organosolv

Este proceso utiliza solventes orgdnicos miscibles en agua como etanol, metanol, etilenglicol,
acetona, etc. Desde 1931 se ha sugerido como una ruta alternativa de produccién de pulpa de
celulosa, basado en la deslignificacion de la madera con una mezcla de etanol:agua a alta
temperatura (Sixta, 2006).

Cémo método de pretratamiento, comUnmente este proceso tiene lugar en presencia de un
catalizador acido, basico o salino. Se utilizan normalmente acidos minerales (por ejemplo, HCI,
H,SO4, H3PO4) como catalizadores para acelerar la deslignificacion y disolucién de las
hemicelulosas, pudiéndose usar también algunos acidos organicos como acido férmico, oxalico,
acetilsalicilico y salicilico. También se ha encontrado que alcalis como NaOH, KOH, cal, NH,OH,
Na,SO3 o las aminas mejoran la deslignificacion. Las temperaturas utilizadas para los
pretratamientos catalizados suelen ser inferiores a 180 °C. mientras que se utilizan mayores
temperaturas (185-210 ° C) cuando no se agrega un catalizador exégeno. Cuando se utilizan
acidos organicos de cadena corta como catalizadores se puede trabajar a menores
temperaturas, alrededor de 100 °C, ya que la lignina tiene una buena solubilidad en ellos (Kumar
and Sharma, 2017; Zhao et al., 2017).

La presencia de solventes organicos reduce la viscosidad del medio de pretratamiento,
mejorando la penetracion en la biomasa, lo que facilita una eliminacion mas eficiente de la
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lignina. Durante el pretratamiento se rompen los enlaces internos entre la lignina y las
hemicelulosas, separando la biomasa lignoceluldésica en sus principales fracciones
macromoleculares: celulosa, hemicelulosas y lignina. Durante el tratamiento la mayor parte de
la lignina y hemicelulosas se degrada a fragmentos de bajo peso molecular, disolviéndose en el
solvente utilizado, de esta forma se obtiene un sélido rico en celulosa y un licor con lignina y
hemicelulosas disueltas. La presencia de solvente puede retardar la redeposicién de lignina en
los otros componentes de la biomasa una vez completada la separacidn. La segunda separacién
se logra diluyendo el licor obtenido, donde precipita la lignina y queda fundamentalmente xilosa
en solucidn (Bozell et al., 2011; Zhang, Pei and Wang, 2016; Kumar and Sharma, 2017).

El inconveniente principal de este proceso es el alto costo de los solventes, aunque se puede
minimizar recuperando y reciclando los solventes mediante operaciones de evaporacion y
condensacién (Kumar and Sharma, 2017).

4.3.5.2. Pretratamiento con liquidos idnicos

Los liquidos idnicos (LI) son un grupo especial de sales organicas que pueden existir en forma
liquida a temperaturas relativamente bajas (menos de 100 °C) y algunas incluso pueden existir
como liquidos a temperatura ambiente. Suelen ser sales u 6xidos fundidos. Tienen viscosidades
mas altas (similares a los aceites) que los solventes organicos convencionales, baja presion de
vapor y alta estabilidad térmica. Son solventes especiales que pueden disolver compuestos
quimicos que de otro modo se consideran insolubles en solventes convencionales (da Costa
Lopes et al., 2013; Luo, Cai and Gu, 2013). Los liquidos idnicos modernos contienen cationes
organicos, generalmente iones amonio cuaternario de forma alifatica o aromatica, de acuerdo
a la Figura 4-5 (Brandt et al., 2013).
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Figura 4-5. Ejemplos de liquidos idnicos utilizados para el pretratamiento de biomasa. En la parte superior,
liquidos idnicos de cationes organicos y la parte inferior, aniones usados en liquidos idnicos (tomado de (Brandt
etal., 2013)).

La celulosa ha sido uno de los biopolimeros mas estudiados con estos solventes ya que tiene una
solubilidad alta en una variedad de LI. Muchos LI disuelven también la lignina y las hemicelulosas,
por lo que pueden utilizarse para un fraccionamiento completo de la biomasa (da Costa Lopes
et al., 2013; Luo, Cai and Gu, 2013).

La capacidad de los LI para disolver carbohidratos y lignina es considerada como una disrupcion
efectiva de las interacciones no covalentes entre estos polimeros (da Costa Lopes et al., 2013).
Swatloski et al. (Swatloski et al., 2002) propusieron que la alta concentracién y actividad de CI
en un liquido iénico, como [C4mim] Cl, puede romper eficazmente la extensa red de enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares en la celulosa, lo que permite que la celulosa se disuelva en
el LI. Se ha observado que los LI anidnicos tienen buena capacidad para la disolucién de celulosa.
Se han identificado varios que contienen aniones (ej.: cloruro, carboxilatos (acetato, formiato,
propionato, lactato), dialquil fosfatos, dialquil y trialquilfosfonatos) que pueden formar enlaces
de hidrégeno fuertes con los grupos hidroxilo. Particularmente, el poder de disolucidn de estos
liguidos idnicos relevantes se ha atribuido a fuertes interacciones de enlaces de hidrégeno entre
los aniones y los grupos hidroxilo ecuatoriales en la celulosa (Brandt et al., 2013; Luo, Cai and
Gu, 2013).

Se han ensayado en madera de coniferas y latifoliadas y las condiciones de tiempo y temperatura
de los ensayos depende del LI a utilizar. En la literatura se han encontrado trabajos desde 100 a
185 °C, con tiempos desde 7 minutos a 48 horas (Brandt et al., 2013; da Costa Lopes et al., 2013;
Luo, Cai and Gu, 2013). La viscosidad de los LI es otro parametro importante, dado que afecta la
mezcla y la transferencia de masa entre el material lighocelulésicos y los LI. El tamafio de la
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biomasa es otro parametro clave en el tratamiento. Asimismo, se debe controlar que la
presencia de agua sea nula o muy baja (menor a 1%) (da Costa Lopes et al., 2013).

La etapa de disolucion es el paso inicial que garantiza el procesamiento exitoso de biomasa. Sin
embargo, la adecuada recuperacion de cada fraccién es necesaria para maximizar la utilizacién
de la misma. Esto se realiza normalmente con el agregado de un solvente precipitante (o
“antisolvente”), como agua, acetona, diclorometano y/o acetonitrilo (da Costa Lopes et al.,
2013; Luo, Cai and Gu, 2013). Después de la regeneracidn, la cristalinidad de la celulosa esta
muy reducida en comparacién con el de la celulosa del material lignoceluldsico original. En
liquidos idnicos con aniones basicos, las hemicelulosas disueltas siguen siendo en gran parte
oligoméricas o poliméricas, al igual que en los procesos tipicos de deconstruccion alcalina. Se
han realizado algunos trabajos con hidrdlisis acida utilizando liquidos iénicos acidificados. En
este caso, los componentes de las hemicelulosas y celulosa se hidrolizan a mondmeros solubles
y oligdmeros cortos, sin embargo, los rendimientos han sido bajos (Brandt et al., 2013).

Debido al alto costo y la potencial toxicidad de los liquidos idnicos, estos deben reciclarse
después del pretratamiento de biomasa. Para ello se han ensayo procesos de evaporacion,
destilacién, extraccién liquido - liquido, entre otros (Luo, Cai and Gu, 2013).

4.4. Pretratamiento biologico

Se considera el pretratamiento biolédgico como un proceso seguro para el medio ambiente y de
bajo consumo energético. Existen en la naturaleza abundantes microorganismos que pueden
digerir y degradar especificamente la celulosa, hemicelulosas o lignina. Los pretratamientos
bioldgicos son realizados por microorganismos como los hongos marrones, blancos y de
podredumbre blanda que principalmente degradan lignina y hemicelulosa y poca cantidad de
celulosa. La degradacién de la lignina por los hongos blancos se produce debido a que estos
generan enzimas que degradan la lignina como peroxidasas y lacasas (Kumar and Sharma, 2017;
Galbe and Wallberg, 2019).

El tratamiento bioldgico no es parte de este trabajo y por ello no se profundizara en él.
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5. PROCESOS DE CONCENTRACION Y PURIFICACION DE LAS
HEMICELULOSAS.

5.1. Descripcion general de los métodos utilizados en la
bibliografia

Como se ha visto en el capitulo anterior, los métodos de pretratamientos mayoritariamente
utilizados no logran separar el componente de interés totalmente de los otros componentes de
la biomasa, siendo entonces necesaria una purificacién posterior. Al igual que en los
pretratamientos, histéricamente los métodos de purificacién han estado enfocados en la
separacion de inhibidores de hidrolisis enzimatica y/o fermentacién de la celulosa. De esta
forma, en muchas oportunidades en la bibliografia se asocian los procesos de purificacion con
procesos de detoxificacion (Palmqvist and Hahn-Hagerdal, 2000; Kumar et al., 2020). Otra linea
de trabajo que ha sido muy estudiada es la separacion de componentes de interés a partir del
licor de plantas de celulosa kraft o al sulfito (van Heiningen, 2006; Jonsson, 2016; Wallberg et

al., 2018).

Las tecnologias mencionadas a continuacién se han utilizado en la separacién de diferentes
compuestos de la biomasa. En este capitulo se pone especial énfasis en su aplicacion en la
separacion y concentracion de las corrientes que contienen las hemicelulosas y se revisan en

detalle las tecnologias posteriormente utilizadas en el trabajo experimental.

Las tecnologias mas frecuentemente utilizadas para la purificacion o detoxificacion de los

carbohidratos proveniente de la biomasa son:

a) Adsorcidn en carbon activado

b) Precipitacion con hidréxido de calcio (encalado)

c) Precipitacidn con solventes

d) Evaporacién

e) Extraccidon con solventes (extraccidn liquido-liquido)
f) Resinas de intercambio o de adsorcidn

g) Membranas de micro, ultra y nanofiltracion

En muchos casos se utiliza una combinacién de estos procedimientos para la obtencién del

producto de interés.
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5.2. Precipitacion con solventes.

El fraccionamiento o separacion por precipitacidon con solventes implica el agregado de un solvente
(denominado no solvente o antisolvente), diferente al que disuelve al compuesto de interés,
lograndose la precipitacion gradual de los polisacaridos de la soluciéon. Este método utiliza
equipamiento econdmico disponible comercialmente (frente a otras tecnologias), lo que lo hace
facilmente escalable y por ello es un método con un muy buen potencial para el fraccionamiento de

polisacéaridos (Peng et al., 2012; Hu and Goff, 2018).

Normalmente, los polisacaridos se encuentran disueltos en soluciones acuosas, donde las moléculas
de polisacarido estan unidas con moléculas de agua por enlaces de hidrégeno, que permiten
mantenerlos en solucién. Al agregar agentes deshidratantes como el etanol o isopropanol, se rompen
estos enlaces, produciéndose la precipitacién de los polisacdridos. La constante dieléctrica de un
solvente esta estrechamente relacionada con su capacidad para aumentar las fuerzas de atraccién
entre moléculas de soluto, por lo que al agregar un solvente con una constante dieléctrica menor se
pueden producir cambios conformacionales en el polimero, aumentar su agregado y precipitarlo
(Gonzales et al., 1990; Jian et al., 2014). Los alcoholes (etanol, isopropanol) tienen una constante
dieléctrica menor (menor polaridad) a la del agua (80 F/m para el agua y 20 a 35 F/m para los distintos
alcoholes, a 25 °C), por lo que se han utilizado mucho como antisolventes o agentes de precipitacion
(Peng et al., 2009; Jian et al., 2014; Hu and Goff, 2018). Al ir agregando al medio polar una cantidad

suficiente de solvente menos polar, ird ocurriendo la precipitacién de los polisacaridos.

Para el caso de las hemicelulosas, el etanol es el antisolvente mas utilizado, pero también se utiliza
metanol, isopropanol, acetonay otros solventes organicos (Peng et al., 2012; Hu and Goff, 2018). Estos
solventes son ademas miscibles con el agua. El orden de polaridad de estos solventes es metanol>
etanol> isopropanol>acetona, por lo que a priori la eficiencia de precipitacion es del orden de metanol
< etanol <isopropanol <acetona. Entre estos precipitantes, el etanol es el mas utilizado por su

seguridad, disponibilidad y costo (Hu et al., 2015; Hu and Goff, 2018).

Polisacaridos de distintos pesos moleculares o con estructuras quimicas distintas tienen diferentes
solubilidades. Huggins (Huggins, 1942) demostré termodindmicamente que la solubilidad de un
polimero es dependiente de su peso molecular, disminuyendo su solubilidad a medida que aumenta
la extensién de la cadena. Ademas del peso molecular, la mayoria de los polisacdridos presentan
solubilidades diferenciales, dadas por variaciones en las proporciones de los distintos azlcares y
grupos laterales, tipo de enlace, grado y disposicion de la ramificacién y / o grado de sustitucién (Jian

et al., 2014; Hu and Goff, 2018).
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Agregar una pequefia cantidad de no solvente inicialmente provoca la precipitacion de los
polisacdridos menos solubles y la eficiencia de la precipitacion aumenta al aumentar el agregado del
no solvente. Del mismo modo, se puede realizar el fraccionamiento de las distintas fracciones de
polisacaridos basdndose en su solubilidad diferenciada, regulando la cantidad de no solvente afiadido

y realizando la adicion en etapas de acuerdo con el esquema mostrado en la Figura 5-1.

r\k‘(lhﬂl
Secado
Akcohol
§ Fraccion
3
=)
‘ Fraccidn
Polisacaridos en .,
Fraccion

solucion acuosa

Figura 5-1. Representacion esquematica de polisacaridos fraccionados por precipitacion en etapas (en gradiente) con
solventes (adaptado de (Hu and Goff, 2018)).

De esta forma, para la precipitaciéon de polisacdridos mds solubles se requiere una mayor proporcién
del no-solvente. Particularmente para el caso de las hemicelulosas, diferentes reportes indican que las
hemicelulosas menos ramificadas precipitan en porcentajes mas bajos de etanol y se logran precipitar

hemicelulosas mas ramificadas a mayor concentracion de etanol (Peng et al., 2009; Bian et al., 2010).

Por otro lado, trabajar a baja temperatura disminuye la polaridad de los solventes y la solubilidad de
polisacaridos, mejorando asi la eficiencia de la precipitacién. De esta forma, es habitual que luego del
agregado de solvente se deje el sistema a 4 °C durante 24 horas o mas, de forma que ocurra los cambios
conformacionales mencionados y la precipitacién de los polisacaridos (Bian et al., 2010; Hu et al.,
2015). El tiempo de precipitacidn y sedimentacion es otro factor por controlar, ya que a pesar de que
en alcoholes la precipitacidon de los polisacadridos puede ser rdpida, es necesario dejar un tiempo

sustancial para que ocurra el agregado del precipitado y su sedimentacion.

Otro parametro que controlar es la concentracién de polisacarido, ya que determina su solubilidad. La

concentracién no puede ser demasiado alta, fundamentalmente si se quiere realizar un
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fraccionamiento gradual de los distintos polisacaridos. En condiciones de alta concentracién ocurre en
mayor extension la coprecipitacidon de distintas fracciones. Sin embargo, si la concentracidon es muy
baja, disminuira la recuperacién de polisacarido y aumentara sensiblemente el consumo de no-

solvente (Hu et al., 2015).

El pH de la solucidn acuosa es otro factor que puede tener incidencia en la eficiencia y caracteristicas
de la precipitacién. Los grupos hidroxilo en la cadena de polisacaridos se encuentran ionizados a pH
alto, lo que puede afectar la solubilidad del polisacarido. Asimismo, la solubilidad de los polisacaridos
cargados es mas sensible al pH, ya que el mismo afecta el nivel de ionizacién de grupos carboxilo y
amino que pueden ser parte del polisacarido (Guo et al., 2016; Hu and Goff, 2018). Hu et al. (Hu et al.,
2015) trabajando con soluciones de dextranos puras, encontraron que la mayor eficiencia de
precipitacion se obtiene a pH neutros o cercanos a la neutralidad. En el caso de la precipitacion de las
hemicelulosas, ya en 1926 O’Dwyer sugeria realizar la precipitacion de hemicelulosas a partir de licores
alcalinos de madera de haya, agregando un “exceso suficiente” de acido acético (O’Dwyer, 1926), no
indicandose en este caso el pH de trabajo. En la revisidon de literatura, se encontraron varios trabajos
donde el agregado del no-solvente se realiza a pH 5,5 o 6, no justificandose esta eleccion (Peng et al.,

2009; Bian et al., 2010; Egliés et al., 2012).

Del mismo modo, hay que considerar la solubilidad de otros componentes, presentes en la solucién y
de los cuales se quiere separar el polisacarido. Por ejemplo, la presencia de lignina o compuestos
fendlicos en los licores provenientes de biomasa lignoceluldsica. En este caso el pH incide en la
solubilidad del polisacarido (hemicelulosas en este caso), pero puede tener una incidencia mas fuerte
en la solubilidad de la lignina, por ejemplo. Por ello, encontrar el pH éptimo de trabajo no solo incide
en la eficiencia de precipitacion del polisacarido de interés, sino también en la separacidn de los otros

componentes de la solucidn de partida.

5.3. Extraccion con solventes (extraccion liquido-liquido)

La extraccion liquido-liquido (ELL) o extraccidon con solventes, es un sistema ternario tipico en la
industria quimica. Se ha utilizado en una amplia gama de aplicaciones para recuperar materiales
deseables o eliminar impurezas no deseados de mezclas liquidas. La ELL es un proceso de transferencia
de masa donde ocurre la transferencia de uno o mas solutos entre dos liquidos inmiscibles, tipicamente
una solucién acuosa y un solvente orgdnico. De esta forma, estan involucrados tres componentes en
el proceso de ELL: soluto, solvente y extractante. La eficiencia de este método depende de la diferencia

de solubilidad del compuesto a extraer entre los dos disolventes. Para un sistema dado, el soluto se
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distribuird en los distintos solventes en una determinada proporcién determinada por su constante de
reparto (Zhang and Hu, 2013; Bokhary, Leitch and Liao, 2020). Formalmente, al establecerse el
equilibrio, el soluto estara repartido entre ambas fases de acuerdo con la Ecuacién 5-2 , suponiendo
que inicialmente el soluto esta disuelto en fase acuosa y se utiliza un solvente organico como

extrayente.

Para la eleccion del solvente de extraccidon es necesario considerar el coeficiente de reparto, el
coeficiente de distribucion, el factor de separacidn y el factor de extraccién. Ademds, son importantes
otras propiedades del solvente a incorporar como: la inmiscibilidad frente al solvente en que estd
originalmente disuelto el compuesto de interés. También es importante tener en cuenta la
recuperabilidad, densidad, tensién superficial, reactividad quimica, asi como otras propiedades

quimicas (viscosidad, toxicidad, presidn de vapor y congelamiento, etc.) (Treybal, 1988).

e (Coeficiente de reparto: En el estado de equilibrio ideal, la concentraciéon de soluto es lo
suficientemente baja como para que cada molécula de soluto esté rodeada por solvente y se
encuentra en el mismo estado molecular en los dos solventes. Por lo tanto, la fraccion en peso
de soluto en el extractante (y) dividida por la fraccién en peso de soluto en el diluyente (x) en
equilibrio es constante y esta dada por el coeficiente de reparto como se indica en la Ecuacién
5-1, denominado relacidn de particion (K) (Seader, Henley and Roper, 2011; Zhang and Hu,

2013):

Ecuacion 5-1

R

e Enla practica, la relacion de particidon no es una constante por lo que se utiliza el Coeficiente
de distribucion (A) para describir la relacidn entre la concentracidn de soluto en el extractante

(por ej. organico) y en el solvente (por ej. agua).

S (aq) SS (org) Ecuacién 5-2
2 [S] org Ecuacién 5-3
[STac

5-5



El coeficiente de distribucidn se ve afectado ademas por la temperatura, el pH, asi como
cualquier otro soluto presente en la solucidn acuosa o en el extractante. A medida que aumenta

el valor de A, el soluto se extrae mas facilmente.

e El factor de Separacion (S;) o Selectividad es un factor adimensional que mide el
enriquecimiento relativo del soluto en una fase respecto a los otros componentes, luego de

una etapa de separacién.

Se Ecuacién 5-4
/a.

-3
d/Rd

Sf

S, : Concentracidn del soluto deseado en el extrayente
S4 : Concentracion del soluto deseado en el solvente original
R,: Concentracién del soluto no deseado en el extrayente

R, : Concentracidn del soluto no deseado en el solvente original

Por otro lado, la extraccién con solventes puede realizarse en una o varias etapas o en continuo a
contracorriente. Del analisis de los diagramas trifasicos se desprende claramente que es mas efectivo
dividir el volumen de solvente en varias etapas de extraccidn, que realizar la extraccién en una etapa

(Treybal, 1988).

Relativo a la aplicacién de las extracciones liquido-liquido en biorrefinerias, existen varios
antecedentes. Se han utilizado en la recuperacién de hemicelulosas y azicares monoméricos de
corrientes acuosas, separacion de xilitol o furfural, extraccidon de acidos carboxilicos de hidrolizados de
biomasa, recuperacion de biocombustibles (bioetanol y biobutanol) de caldos de fermentacion,
separacion de lignina de licor negro., etc. (Zhang and Hu, 2013; Bokhary, Leitch and Liao, 2020). En la

Tabla 5-1 se listan, a modo de ejemplo, algunas aplicaciones reportadas en bibliografia.
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Tabla 5-1. Algunos ejemplos del uso de la extraccion liquido-liquido en trabajos de biorrefinerias lignoceluldsicas o produccion de bioetanol.

Materia Prima

Condiciones de extraccion

Resultados principales

Referencias

Eucaliptus globulus
(hidrolizado
posterior al

tratamiento acido)

Cloroformo, acetato de etilo, tricloroetileno, dietil éter

o hexano, 3 etapas, 6 horas totales.

Remocion de compuestos fendlicos entre 28 — 50 % para
los distintos solventes (rendimientos combinados con
encalado). Mejora la produccidn posterior de xilitol por

fermentacion.

(Parajé, Dominguez
and Dominguez,

1997)

Licor de pulpeo al

sulfito (SSL)

Acetato de etilo, cloroformo, benceno, hexano,
tricloroetileno y dietil éter. Para el mejor extractante
(acetato de etilo) varios pH (1,5 a 6,5), varias etapas
diferentes (1 a 3) y relaciones fase acuosa:extrayente

(1:1 a 1:5). Tiempo de decantacién: 30 a 390 minutos.

Mejor solvente extractante: acetato de etilo a pH original
del licor: 3,6 en 1 etapa de extraccién, con una relacién
1:3 (fase acuosa: extractante) y 30 minutos de tiempo de
decantacion. Se recuperan 6,31 g GAE/L SSL (no se
cuantifica valor en el SSL). Se recuperan 18,46 % de HMF,
12,5 % de furfural y 41,7 % de acido acético, con una

pérdida menor de azucares (0,72 %).

(Llano et al., 2015)

Licor de
tratamiento
hidrotérmico de

Eucaliptus globulus

Acetato de etilo o dietil éter en 1 etapa con relaciones
fase acuosa:extrayente entre 1:1 a 1:9. Temperatura:

10a40°C, pHentre3y6,5.

En las mejores condiciones (acetato de etilo) con una
relacion 1:5 se remueven 83-84 % de compuestos
fendlicos que tienen propiedades antioxidantes (no es
sensible a la temperatura). La misma eficiencia se logra

en 2 etapas con una relacion 1:1.

(Cruzetal., 1999)

Residuos de poda
de olivo (licor de

hidrdlisis acida)

Cloroformo, hexano o acetato de etilo en 1 etapa,

relaciones fase acuosa:extrayente entre 2:1a 1:3

Remociéon de inhibidores de fermentacion furfural (94
%), HMF (40 %), compuestos fendlicos (49%) y acido

acético (no reporta eficiencia). Los valores en () indican

(Mateo et al., 2013)
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la remocion en la mejor condicion, en acetato de etilo,

que resultd ser el mejor solvente.

Mezcla de agua-
etanol luego de

fermentacion

13 solventes organicos, relacién fase

acuosa:extrayente de 2:1

3 solventes (acetato de isoamilo, alcohol isooctilico y
acetato de n-butilo) dieron los mejores resultados en
términos de menor pérdida de etanol y mejor coeficiente

de separacion.

(Koullas,  Umealu

and Koukios, 1999)

Extraccidn en licor
verdey de
tratamiento
hidrotérmico de
mezcla de
frondosas de

Ameérica del norte

Oxido de Trioctilfosina (TOPO). Temperatura: 30 a 110
°C, 6 ciclos de agitacidon durante 6 segundos cada 6
minutos. pH entre 1,0 y 5,5. Relaciones de fase

acuosa/fase organica entre 1:2y 5:1.

Mas del 70% del dcido acético se extrajo en una etapa a
pH<3. Poco efecto de la temperatura. La extracciéon
mejord al aumentar la fraccion de volumen de fase

organica.

(Umetal., 2011)




5.4. Resinas de intercambio y de adsorcion

Los fendmenos de adsorciéon y el intercambio idnico pueden considerarse procesos similares, ya que
en ambos un compuesto en solucidn es retenido por un sélido. El intercambio idnico puede clasificarse
como un proceso de adsorcion electrostatica donde el mecanismo de intercambio se da por las
diferencias de fuerzas atractivas de Coulomb entre los iones presentes y grupos funcionales cargados

(Berrios et al., 2013).

Las resinas de intercambio idnico son materiales sélidos capaces de absorber iones cargados de una
solucidn y liberar una cantidad equivalente de otros iones en la misma. La estructura de la resina es
una red polimérica insoluble con grupos funcionales que tienen carga positiva o negativa. La carga de
los grupos funcionales de la resina es compensada por contra iones que, dependiendo de su afinidad,

pueden posteriormente ser reemplazados por iones de igual carga (Alexandratos, 2009).

El intercambio idnico es un proceso estequiométrico, es decir, por cada ion removido de la solucién a
purificar, otro ion de igual carga es separado de la resina de intercambio y liberado a la solucién. Sin

embargo, el proceso de adsorcidn no es estequiométrico.

La Figura 5-2 describe un ciclo de uso de las resinas. Se observan las etapas de a) inicio del ciclo, donde
los grupos funcionales estan unidos a un contraion, b) uso de la resina (intercambio de iones u especies
con mayor afinidad que el contraidn que esta ocupando el sitio activo de la resina); c) agotamiento,
una vez que todos (o un alto porcentaje) de los contraiones han sido intercambiados, d) regeneracion,
con una solucién concentrada que permite por mayor concentracion de los contraiones volver a ocupar
los sitios activos, desplazando los iones intercambiados y e) lavado a contracorriente para remover el
excedente de regenerante y particulas ocluidas, con lo que la resina queda pronta para ser utilizada

nuevamente.

La clasificacion de las resinas de intercambio idnico depende de las propiedades fisicas de la matriz y
de los grupos funcionales asociados. Dependiendo de su capacidad para intercambiar especies
cargadas positiva o negativamente, las resinas son clasificadas como intercambiadores de cationes o
aniones, respectivamente. Las resinas de iones fuertemente acidos y basicos estan completamente
ionizadas y, por tanto, son eficaces en casi todos los valores de pH (0 - 14). Los intercambiadores
débilmente acidos son tipicamente eficaces en el rango de pH 5 — 14 mientras que las resinas

débilmente basicas son efectivas en el rango de pH 0 —9 (Berrios et al., 2013).
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Figura 5-2. Ciclos de uso de las resinas de intercambio (Tomado de General Water Company-Argentina)

La capacidad de intercambio iénico alcanzable depende de la concentracion de grupos funcionales y
su disponibilidad como sitio de intercambio; siendo este uUltimo dependiente de la matriz de soporte.
La capacidad de reticulacién de la matriz determinard el grado de hinchamiento de la resina y la
difusién de las especies dentro de la resina, afectando asimismo la capacidad de intercambio, la
difusividad intraparticula, la facilidad de regeneracion y la estabilidad fisicoquimica. El grado de
reticulacién también afecta la velocidad de intercambio idnico. La difusividad intraparticula disminuye
casi exponencialmente con el tamafio de la matriz (Berrios et al., 2013). Otras propiedades importantes
gue se han de considerar también son: la selectividad de la resina, la densidad, el tamafio de particula

y la estabilidad y vida util de la misma.

Para el disefio de un sistema de intercambio idnico normalmente se utiliza la Ecuacion 5-5.

concentracién|eq/L]. Q|L/h]. tiempo[h] Ecuacién 5-5
capacidad[eq/Lg]

Vresina(LR) =

Donde Viesina €5 el volumen de resina a emplear, la concentracion en equivalentes por litro refiere a la
concentracion de los compuestos a intercambiar en la solucién, Q refiere al caudal de solucidn y tiempo
al tiempo definido entre ciclo de regeneraciones de la resina. La capacidad indica la capacidad de
intercambio de la resina, el que viene dado de origen por el fabricante y que se puede medir facilmente

en el laboratorio en los casos de las resinas de intercambio idnico.
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Tedricamente, la masa de resina idnica necesaria se puede describir de acuerdo con las expresiones
empiricas de Langmuir o Freundlich. La expresion de Langmuir se expresa de acuerdo con la Ecuacion

5-6.

g max PC,

(o = e Ecuacion 5-6

1+ bC,

Donde g. es la cantidad de compuestos adsorbidos en el equilibrio (mg/g), Ce es la concentracion de
compuestos en equilibrio en solucién (mg/L), gmax s la capacidad maxima de adsorcidn de la columna
y b es la constante de Langmuir relacionada con el calor de adsorcién del proceso (Paul Chen, Yang, et

al., 2006).

Por su parte, la expresidon de Freundlich se indica en la Ecuacién 5-7.

g. = K} Ecuacién 5-7

Donde K es la constante de adsorcién de Freundlich y n estd relacionada con la intensidad de la

adsorcion.

Las constantes de adsorcién de ambas ecuaciones se pueden obtener experimentalmente por
regresiones lineales o no lineales, resultando la segunda ecuacidon en un ajuste mejor de los datos
experimentales. Sin embargo, estas ecuaciones empiricas no describen bien el mecanismo de sorcidn
cuando hay especies idnicas. Para ello se ha desarrollado la teoria IX (o teoria de elucidn por gradiente),
pero solamente para soluciones simples donde solo esta presente la especie a intercambiar (Freiling,
1955; Paul Chen, Yang, et al., 2006). Esta teoria permite hallar una expresién para la fraccion
equivalente del compuesto de interés que queda retenido en la resina, la misma estd dada por la
Ecuacién 5-8.

' -

o K.-l }HX.-l
I+ f!‘fl 5 4 - 1:'X1

Ecuacion 5-8

Donde X, es la fraccion equivalente del compuesto de interés retenido en la resina, K, _,5 la contante

termodinamica de la reaccidn de intercambio y X, la fraccién equivalente del compuesto de interés
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en la solucién. Ay B son los compuestos en la solucién y A y B refiere a los compuestos adsorbidos en

la resina. Para el célculo de K4 _, 5 se considera la reaccién expresada en la Ecuacién 5-9.

mA™ + nB™ = mA"™ + nB™

{J;‘l.l‘."l JI..I‘F? [BJ‘.‘H }.l‘.'

Kisp = Ecuacién 5-9
AT B

-il:. | [Bmi ! n

Kisg ‘ . 1 ) I
‘l J I, B ,'

. K

’K.-l » B K Ecuacion 5-10

"

Donde los corchetes representan la concentracién de los compuestos y la barra en la parte superior
indica las especies retenidas en la resina. Cuando no se pueden hallar los valores de concentracion de
las especies requeridos para la ecuacién se puede utilizar la Ecuacion 5-10, donde Kay Kg se encuentran
tabulados en la literatura, para las especies idnicas habitualmente intercambiadas (Paul Chen, Yang, et

al., 2006).

Mientras que la capacidad de intercambio de las resinas de intercambio idnico se atribuye
principalmente a la presencia de enlaces de hidrégeno, se cree que los factores responsables de la
efectividad en la adsorcidn de las resinas no polares (o de adsorcién) son la hidrofobicidad, la gran
superficie especifica y la estructura macrorreticular muy interconectada. Particularmente, la capacidad
de adsorcion de los compuestos fendlicos en las resinas de estireno-divinilbenceno es atribuida a la
interaccion hidrofébica n-rt entre los anillos fendlicos y la matriz (Yu and Christopher, 2017). En estos
casos, las ecuaciones de Langmuir y/o Freundlich se han utilizado para modelar el comportamiento
tedrico del fendmeno de adsorcion y hay algunos ejemplos exitosos de aplicaciéon en el ajuste de estos
modelos al uso de resinas de adsorcion del tipo XAD para la purificacion de xilosacaridos

(Gottumukkala et al., 2014; Yu and Christopher, 2017; Cao et al., 2020).

En el area de las biorrefinerias, existen varios ejemplos de uso de las resinas de intercambio idnico o
de adsorcidn. Inicialmente fueron utilizadas para la detoxificacion de los licores a fermentar para la
produccién de bioetanol o xilitol (Larsson et al., 1999; Weil et al., 2002; de Carvalho et al., 2004). Mas

recientemente hay varios ejemplos de utilizacién para la remocidon de acidos alifaticos o compuestos
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fendlicos de los licores ricos en carbohidratos, como xilosa, glucosa o0 manosa(Lehto and Alén, 2012;
Yu and Christopher, 2017). La Tabla 5-2 muestra ejemplos del uso de estas reportados en la

bibliografia.
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Tabla 5-2. Algunos ejemplos del uso resinas de intercambio idnico y de adsorcidn en trabajos de biorrefinerias lignocelulésicas.

Materia Prima

Condiciones de uso de las resinas

Resultados principales

Referencias

Abeto (hidrolizado

posterior al tratamiento

Resina de intercambio anidnico fuerte (Bio-Rad AG

1-X8) a pH 10 y pH 5 durante 1 hora en modo

Remocién de compuestos fendlicos casi completamente

apH 5y aun 25 % de la inicial a pH 10. Mejora

(Larsson et al.,

1999)

(hidrolizado acido)

diferentes), en columna, flujo de 3 ml/min y 3

volumenes de lecho.

resultados: remocién de mas de 95 % de HMF, furfural,
acido acético y color y una recuperacién de xilosa del

94%.

acido) batch. importante en la productividad de etanol. Pérdida de
26% de azucares fermentables (glucosa y manosa).
Rastrojo de maiz Resinas de intercambio anidnico fuerte (6 | Para el caso de la Purolite A 103 que dio mejores | (Nilvebrant et al.,

2001)

Bagazo de cafia
(hidrolizado posterior

tratamiento acido)

Detoxificacion para posterior produccion de xilitol
por fermentacion. 3 resinas anidnicas fuertes en

serie + 1 resina catidnica fuerte.

El sistema de 4 columnas en serie logré la remocidn de

82,1 % furfural, 66,5% HMF, 61,9 % lignina soluble.

(de Carvalho et al.,

2004)

Granos de cebada luego de
procesados (licor de

tratamiento hidrotérmico)

Resina anidnica débil (Dowex-MWA1) o resina
cationica fuerte (IRN-77). 1 hora de tratamiento
en batch, relacion 5:1 volumen:masa. Resina
anidnica a pH 5,5 y 0,77. Resina catidnica a pH 5,5
y 10. Remocidn de resina por filtracién y ajuste de

eluido a pH 5,5.

Detoxificacion para la produccidn de xilitol. Resina
anionica a pH 0,77 (mejor resultado en anidnica):
recuperaciéon de 93% monosacaridos, remocién de 48%
ac. acético, 58% 4ac. formico, 64% furfural, 44 % HMF.
Resina catidénica a pH 5,5 (mejor condicién):
recuperacién de 100 % monosacaridos, escasa remocion
de los componentes no deseados, solo 67 % de remocién

de furfural.

(Carvalheiro et al.,

2005)
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Bagazo de cafia de azucar
(licor de tratamiento

hidrotérmico)

Detoxificacion para la producciéon de xilitol.
Liquido post hidrolisis acida, encalado y adsorcién
con carbdn activado. Resina anidnica débil

(Amberlite IRA-67) 10-15 g resina/100 mL.

Remocion de 96 % ac. Acético.

(vallejos et al.,

2016)

Mezcla de chips del norte
de Estados unidos (licor de
extraccion con licor verde
2%y licor de tratamiento

hidrotérmico)

Resina de adsorcién (Amberlite XAD-4). 4 g de

resina en columna + 5 mL solucién por 10 minutos.

Remocién completa de furfural y compuestos fendlicos
de ambos extractos. Luego de dos lavados con agua,
recuperacién de + de 95 % de glucosa y xilosa. Baja

remocién de 4cidos alifaticos (menos de 20 %).

Alamo (licor de
tratamiento de explosion

de vapor)

Resinas de adsorcion XAD-4 y resinas anidnicas
fuertes (IRA-400) e IRA-958, en batch, 12,5 g
resina/20 ml hidrolizado, 150 rpm, 8 horas a 23 °C.

97% de remocién de lignina soluble con XAD-4, 97,6 %
con IRA 400 con OH como contraiény 79,6 % con Cl como

contraién. 54,6% con IRA-958. No se reporta

recuperacién de carbohidratos

(Schwartz and
Lawoko, 2010)
(Yu and

Christopher, 2017)

Paja de arroz (tratamiento

acido)

Resinas de adsorcién Amberlite XAD-4, XAD-7 y
XAD-16 vy resina anidnica fuerte Seralite 400.
Relacion 1% resina/hidrolizado en batch, 200 rpm

durante 8 horas a 30 °C.

Con XAD-16 se logran las mejores remociones, aunque
no se indica la recuperacion de carbohidratos. Remocién

con XAD-16:60 % acido formico y 75% acido acético.

(Gottumukkala et
al., 2014)
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5.5. Membranas de micro, ultra y nanofiltracion

Los procesos con membranas son normalmente procesos de separacion y la tecnologia de separacion
con membranas ha sido adoptada por diferentes tipos de industrias en los ultimo 50 afios, habiendo
aumentado su uso y versatilidad en los Ultimos afios (Ho and Sirkar, 1992; Paul Chen, Mou, et al., 2006;
Thuvander, 2018). El equipamiento es a menudo mas pequeiio y modular que los sistemas de
separacidn convencionales y los costos de capital han disminuido considerablemente en los ultimos
afios, por lo que se considera una tecnologia eficiente desde el punto de vista de los costos de

operacion y energéticos (Ho and Sirkar, 1992; Thuvander, 2018).

Una membrana se define como una barrera intermedia que separa dos fases y / o actlia como una
pared activa o pasiva que restringe el transporte de varios compuestos quimicos de manera selectiva.
Se trata de una capa delgada que puede separar materiales en funcién de sus propiedades fisicas y
guimicas cuando una fuerza impulsora, ya sea un gradiente de potencial quimico (concentracién o
gradiente de presién) o eléctrico se aplica a través de la membrana. Una membrana puede ser
homogénea o heterogénea, simétrica o asimétrica, sdlida o liquida; puede tener carga positiva o
negativa o ser neutra (Paul Chen, Mou, et al., 2006; Palacio, Pradanos and Hernandez, 2014). La Figura
5-3 muestra un esquema basico del funcionamiento de las membranas, mientras que los distintos tipos

de membranas mencionados se esquematizan en la Figura 5-4.

Membrana

Alimentacion Permeado

O Fuerza conductora
AC, AP, AT, AE

Figura 5-3. Representacion esquematica de la separacion por membranas. Tomado de (Palacio, Pradanos and Hernandez,
2014).
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Algunos requisitos basicos para las membranas son: lograr alto flujo del producto, tener buena
resistencia mecanica para soportar la estructura fisica y tener buena selectividad para separar las
sustancias deseadas. Generalmente, la alta selectividad estad relacionada con propiedades de la
membrana, como poros pequeiios y alta resistencia hidraulica o baja permeabilidad. Puede verse
comprometida por una distribucién de tamafios de poro muy grande. La permeabilidad aumenta con
el aumento de la densidad de los poros y la resistencia total de la membrana es directamente
proporcional a su espesor. Por tanto, una buena membrana debe tener un rango estrecho de tamafios
de poro, una alta porosidad y una capa delgada de material (Paul Chen, Mou, et al., 2006; Palacio,

Pradanos and Hernandez, 2014).

Las membranas pueden ser densas o porosas. La separacién por membranas densas se basa en la
interaccion fisicoquimica entre los componentes permeables y el material de la membrana. Las

membranas porosas, por otro lado, se basan la separacion en la exclusién de tamario.

| Estructuras Simétricas |

/

AL
7 J//»;

a. Heterogénea con
poros ciliindricos

b. Heterogenea con c. Homogénea densa
poros irregulares

| Estructuras Asimétricas |

7
¢

d. Porosa e. Porosa con e. Compuesta con
capa superficial una capa densa sobre
un soporte poroso

Figura 5-4. Representacion esquematica de la estructura de las membranas artificiales.
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Las membranas se pueden clasificar en organicas (o poliméricas) o inorganicas (ceramicas o metalicas),
de acuerdo con su composicién y su morfologia es dependiente de la naturaleza del material a utilizar

y del proceso de fabricacion.

De acuerdo con la forma de filtracidn, los procesos se pueden considerar de filtracion frontal (o “Dead
end”) o de filtracion tangencial, como se muestra en la Figura 5-5. Los sistemas de separacidn de
membranas constan de una corriente de alimentacién y dos corrientes de salida: el permeado y el
retenido o concentrado. El permeado es la porcidn de fluido que pasé a través de la membrana y el
retenido constituye la corriente de fluido que fue rechazada por la membrana (Paul Chen, Mou, et al.,

2006; Alfa Laval, 2020).

Alimentacion

Alimentacién » Retenido

Membrana

% Permeado -

Torta de
filtracion

Membrana

Permeado

Figura 5-5. Filtracion tangencial (izquierda) y filtracion frontal. Adaptado de (Alfa Laval, 2020).

La filtracion tangencial (o en flujo cruzado) tiene importantes ventajas integradas sobre la filtracién
frontal ya que el flujo de alimentacién es procesado continuamente a través de la membrana, y una
vez establecido el estado estacionario, la torta de filtracién se mantiene estable y no aumenta la
resistencia al filtrado. Esto hace posible operar de forma continua y automatizada, logrando mejor

control de calidad del producto y extendiendo la vida util de las membranas (Alfa Laval, 2020).

Las membranas de filtracion habitualmente se caracterizan segun el peso molecular de las sustancias
retenidas, es decir, el peso molecular de corte (“o corte de la membrana”), denominado MWCO. El
corte de la membrana es igual al peso molecular donde se retiene el 90% de un compuesto con peso
molecular exactamente conocido. Para la separacién de soluciones liquidas, generalmente se
consideran cuatro categorias de membranas de acuerdo al tamafio del material a separar del liquido

de alimentacidn, estos son: ésmosis inversa, nanofiltracién, ultrafiltracién y microfiltracion, en orden
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creciente tamafio de poro (Paul Chen, Mou, et al., 2006; Alfa Laval, 2020). En la Figura 5-6 se
esquematizan los distintos procesos de separacion por membranas, asi como las presiones

normalmente aplicadas de acuerdo al tipo de procesamiento con membranas utilizado.

Presion (bar)

100
Osmosis reversa
Nanofiltracion
10
Ultrafiltracién
Microfiltracion

1
MWCO 102 103 104 10° 108
Tamafio particula (pum) 0,01 0,1 1 10

Figura 5-6. Clasificaciones de los procesos convencionales de separacion con membranas. Tomado de (Thuvander, 2018).

De las membranas utilizadas en la separacién en liquidos, la 6smosis inversa (RO) utiliza las de poros
mas pequenos (aproximadamente con tamafos de corte menores a 100 -200 Da). En principio, el agua
es el Unico liquido que puede atravesar la membrana, todos los demas compuestos (sales, azlcares,
etc.) idealmente no podrdn atravesarla. La nanofiltracién (NF) no es una separacién tan fina como la
dsmosis inversa, trabajando con cortes de membrana entre 200 y 1.000 Da aproximadamente. Los
usos de las membranas de nanofiltracion son mas versatiles que la anterior. La nanofiltracion permite
gue iones pequefios atraviesen la membrana, excluyendo iones mds grandes y la mayoria de los
componentes organicos. La ultrafiltracion (UF) implica el uso de membranas en el que los poros son
mas grandes y la presidn utilizada es relativamente baja. Sales, azucares, dcidos orgdnicos y péptidos
pequefios pueden atravesar la membrana, mientras que las proteinas, grasas y polisacaridos de mayor
tamafio no pueden. Un tamafio de corte entre 1.000 y 100.000 Da se considera en el rango de la
ultrafiltracidn. En la microfiltraciéon (MF), no atraviesan la membrana los sélidos en suspension, las
bacterias y los gldbulos de grasa mientras que sustancias de menor tamafio deberian atravesarla

(Thuvander, 2018; Alfa Laval, 2020).
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La eficiencia de un proceso de filtracion con membrana depende de una serie de parametros
relacionados con las propiedades de la membrana y de la alimentaciéon, asi como de parametros
operativos, por ejemplo, si se esta trabajando con flujo cruzado (tangencial) o flujo frontal. Como en

esta tesis se trabajara con este Ultimo, se indican las ecuaciones a tener en cuenta en esta situacion.

Para el calculo del flujo volumétrico (o permeado, J) se utiliza la ley de Darcy (Ecuacién 5-11), mientras

que la Figura 5-7 esquematiza los distintos pardmetros a considerar.

o Q 5] Torta
} w
fil Itrado
Membrana

SIRIE

Figura 5-7. Esquema de la filtracion frontal indicando los parametros involucrados. Tomado de (Ho and Sirkar, 1992)

1dv Ap Ecuacién 5-11

J= 3%~ g R + RO

Donde V es el volumen de permeado, A es el area de membrana, t es el tiempo de filtracidn, Ap es la
caida de presidn al atravesar la membrana y la torta de filtrado, 1, es la viscosidad del fluido, R, es la
resistencia de la membrana, la que puede incrementarse en el tiempo dado por el ensuciamiento
(“fouling”) de la membrana y la compactacién de los poros y R, es la resistencia que realiza la torta de
filtracidn, que también puede aumentar con el tiempo dado por el incremento del espesor y la

compactacion de la misma (Ho and Sirkar, 1992).
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Dos conceptos normalmente utilizados en la practica y donde los fabricantes de membranas reportan
valores de referencia, son los conceptos de Permeabilidad (P) y Permeabilidad relativa (Pye), definidos

por las siguientes ecuaciones:

my Ecuacién 5-12
A.t.

Ecuacion 5-13

T

Fret = pyp

Donde m,, es la masa de permeado, A es el drea de membrana, t el tiempo aplicado, p la presion
aplicada. PWP es la permeabilidad obtenida cuando se utiliza agua pura en las mismas condiciones

del ensayo (Koivula et al., 2013).

A su vez, el factor de reduccidon de volumen (VRF) se define a partir de las masas del liquido de
alimentacion (my) y la masa de permeado (m,,), ya que se asume que las diferencias de densidades

entre estas son despreciables.

m ién 5-
VRF = f Ecuacién 5-14
my —my

Por otra parte, la acumulacion de suciedad en la superficie de la membrana y dentro de los poros
aumentara la resistencia a la filtracidn, reduciendo el flujo y afectando también la selectividad de la
membrana. Hay varios mecanismos responsables del ensuciamiento de la membrana: adsorcién de
material en los poros, taponamiento de los poros, formacion de una torta de sélidos y/o precipitacion
de sustancias inorganicas (incrustaciones) en la superficie de la membrana. Particularmente, en el caso
del material lignoceluldsico es habitual el ensuciamiento de la membrana con extractivos hidréfobicos,
polisacaridos y lignina (Thuvander, 2018). Para determinar cdmo afecta el fouling luego de los ensayos
con membranas se puede calcular la reduccion del flujo de agua pura (PWFR) de acuerdo a la siguiente

ecuacion (Koivula et al., 2013):

PWEF, — PWE, Ecuacién 5-15
PWFR = W* 100
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Donde PWF,, es el flujo de agua pura al realizar la determinacion luego del/los ensayos con la solucién
a tratar y PWE, es el flujo de agua pura realizado previo al ensayo con la soluciéon a tratar. Para el
calculo de estos flujos de agua, se tiene en cuenta la masa de permeado en el tiempo de ensayo y el

area de la membrana utilizada.

Ha sido reportado desde hace varios afios el uso de la tecnologia de membranas en efluentes o
corrientes de proceso de las plantas de pulpa de celulosa (Kraft, termoquimica, etc.). Del mismo modo,
existen varios ejemplos de utilizacion de esta tecnologias en el area de las biorrefinerias. En los

proximos parrafos se indican algunos de estos ejemplos.

Jonsson et al. (Jonsson, Nordin and Wallberg, 2008) utilizaron 4 licores negros Kraft provenientes de
distintos efectos de evaporacion de plantas suecas de madera de latifoliadas y coniferas, es decir con
distintos contenido de sélidos y composicion en términos de tipos de lignina y hemicelulosas.
Ensayaron la ultrafiltracidn de los licores con membranas cerdmicas entre 4000 y 100000 Da, a 60 °Cy
200 kPa. Encontraron una retencién selectiva de las hemicelulosas frente a la lignina, siendo la

separacidon mas efectiva en madera de latifoliadas.

Ziesig et al. (Ziesig, Tomani and Theliander, 2014) utilizaron licor negro de Eucalyptus globulus vy licor
negro de coniferas (40 % sélidos secos en ambos casos) con el objetivo de concentrar la lignina y
separarla de hemicelulosas y iones metalicos previo a precipitar la primera. Realizando una micro y
ultrafiltracidn en serie, utilizando membranas cerdmicas de 0,2 um, 300 kDa y 15 kDa de corte nominal
a temperaturas de 70-85 °C. Para ambos licores reportaron que lograron retener selectivamente las
hemicelulosas, pasando fundamentalmente la lignina al permeado. Respecto al contenido de iones, al
precipitar la lignina proveniente de licor negro de eucalipto, la misma presentd un menor contenido
de calcio frente a la lignina precipitada sin ultrafiltrar, y la lignina proveniente de pino presenté un

menor contenido de Ca, Si y Al, entre otros iones que formaban parte del licor original.

Por su parte, Thuvander et al. (Thuvander, Lipnizki and Jonsson, 2019) reportaron la recuperacion “in
situ” de galactoglumananos a partir del agua de proceso en una planta de pulpeo termomecanico de
madera de abeto. Utilizaron un sistema de microfiltracion y ultrafiltracién en serie. Para la
microfiltracidn se utilizé un equipo de membranas ceramicas tubulares con 26 elementos filtrantes,
gue otorgaron una gran area de filtracion, trabajando en el entorno de 75 °C. El permeado de esta
membrana fue filtrado por una membrana en conformacion de espiral fabricada en celulosa
regenerada y con un corte nominal de 10 kDa. En un ensayo de microfiltracién de 10 dias de duracion,

se logré retener en el orden de 60-70 % de las hemicelulosas presentes. La retencién de las

5-22



hemicelulosas en los ensayos de ultrafiltracién fue entre el 80-93 % de las hemicelulosas presentes en

el permeado de la microfiltracion.

En el trabajo de Eglies et al. (Egles et al., 2012) se trabajo con licor hidrotérmico obtenido a partir de
residuos de maiz. El mismo se ultrafiltrd en serie con un sistema de membranas multicanales de filtrado
tangencial, el cual permitid obtener una importante drea superficial. Se utilizaron membranas
ceramicas de 1,5 y 10 kDa aplicando una presién maxima de 4 bar. En el retenido de la membrana de
10 kDa se encontrd la mayor fraccion de hemicelulosas, permaneciendo los mondémeros en el

permeado de la membrana de menor corte.

Koivula et al. (Koivula et al., 2013) utilizaron licores de autohidrdlisis de abedul y de una mezcla de
eucalipto/pino y trabajaron con un sistema de filtracion frontal y membranas de Polisulfona y
polietersulfona de 5.000 y 4.000 Da, respectivamente. Reportaron que la filtraciéon en abedul no fue
posible y para el caso de pino/eucalipto el flujo obtenido (trabajando a una P de 5 bar) fue
extremadamente bajo. Para mejorar esto, realizaron un tratamiento previo con resinas de adsorcion

(Purolite XAD7 y XAD 16), logrando mejorar significativamente los flujos de filtrado en ambos casos.

En el trabajo de Gullén et al. (Gullén et al., 2008) a partir de licor hidrotérmico de Eucalyptus Globulus,
se utilizaron membranas ceramicas tubulares de nano (1 kDa) y ultrafiltracion (5, 15 y 50 kDa) para
refinary concentrar los oligosacaridos obtenidos. Se encontraron problemas importantes de reducciéon
de flujo por fouling irreversible a medida que transcurrian los ensayos. Las membranas de 1y 5 kDa
permitieron la separacion selectiva de oligosacdridos de los mondmeros y la concentracién de los

primeros en el retenido.
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6. PRETRATAMIENTOS: PRE-EXTRACCION CON LICOR VERDE
SOBRE CHIPS PREVIO AL PULPEO KRAFT

Este trabajo fue parte del Proyecto de Investigacion ANII-FSE_1 2011_1_6456- “Recuperacion
de hemicelulosas previo al pulpeo Kraft como materia prima para la produccién de bioetano

del cual fui responsable. En este documento se analizara el efecto del pretratamiento con licor

verde sobre la extraccién de hemicelulosas en chips industriales de Eucalyptus grandis y se

mencionard brevemente coémo afecta las propiedades de la pulpa de celulosa obtenida. La

produccién de bioetanol a partir del licor extraido no es parte de esta tesis.

De este proyecto surgieron hasta el momento tres publicaciones en revistas referadas:

e CABRERA M.N.; ARROSBIDE F.; FRANZONI P.; CASSELLA N. “Integrated forest
biorefineries: green liquor extraction in eucalyptus wood prior to kraft pulping. Biomass
Conversion and Biorefinery, 2016. ISSN: 21906815; DOI: 10.1007/s13399-016-0203-0.
Este articulo estd directamente relacionado con este capitulo. En él, fui el redactor

principal, quien ided los experimentos y dirigio el trabajo experimental. Participé en la

realizacion de experimentos y realicé el tratamiento de datos.

e GUIGOU M.; CEBREIROS F.; CABRERA M.N.; FERRARI M.D.; LAREO C. “Bioethanol
production from Eucalyptus grandis hemicellulose recovered before kraft pulping using

an integrated biorefinery concept.” Biomass Conversion and Biorefinery, 2016; ISSN:

21906815; DOI: 10.1007/s13399-016-0218-6

Este articulo es complementario al trabajo de este capitulo. En el mismo, fui redactor

secundario y quien ided los experimentos de pre-extraccion. Participe en la realizacion

de experimentos e hice el tratamiento de datos de esa parte del documento. Participé

en las discusiones sobre las acciones para llevar a cabo la produccion de bioetanol con

el licor extraido.

e CEBREIROS F., GUIGOU M.D., CABRERA M.N. “Integrated forest biorefineries: Recovery
of acetic acid as a by-product from eucalyptus wood hemicellulosic hydrolysates by
solvent extraction”, Industrial Crops and Products, 2017, v.: 109 p.:101 - 108, ISSN:

09266690, DOI: 10.1016/j.indcrop.2017.08.012

Este articulo es complementario al trabajo de este capitulo. Fui redactor secundario. Este

trabajo es fruto de una Pasantia de Grado en Ingenieria Quimica, de la cual fui tutora.

Participé en la diagramacion de los ensayos y procesamiento de resultados, asi como en

la discusion de resultados.



6.1. Objetivos especificos

e Evaluar las mejores condiciones de extraccidn de xilosacaridos de chips de eucalipto
previo al pulpeo Kraft, procurando no perder la calidad de la pulpa a producir con los
chips extraidos.

e Estudiar los productos formados en la extraccidon con licor verde, usando como variables
la temperatura y tiempo de extraccién y la carga de licor verde utilizada.

6.2. Metodologia

La Figura 6-1 muestra los ensayos que se realizaron en el marco del Proyecto. La linea
punteada indica los ensayos que serdn discutidos en este capitulo.

Chips Chips Pulpa > .

Extraccion con pretratados _ marrén
- i s M PulpeoKraft B \ Pulpa
licor verde :g E X Blanqueo R

Licor extraido
(xilosacaridos, dcido

~~L _ _ acético, etc. N
Do e S EE
Hidrolisis acida Krhiess — Bloedridos * :
liguido .

b Fermentacién
Lignina ¥ .

Fase organica:
ac.acético, ¥
ac. férmico, etc Bioetanol

Figura 6-1. Esquema de los procesos realizados. La linea punteada indica los procesos que seran discutidos en
este capitulo.

6.2.1. Preparacion y caracterizacion de la biomasa utilizada.

Se utilizaron chips industriales de Eucalyptus grandis de la planta de pulpa de celulosa de UPM-
Fray Bentos. Se tomaron los chips luego del cribado de estos por tamafo. Los chips fueron
secados a 40 °C y mantenidos en ambiente seco hasta su uso. La Figura 6-2 muestra una imagen
de los chips utilizados y la Tabla 6-1, la composicidén quimica de estos. El contenido de extractivos
fue determinado por la norma TAPPI T264 cm-07, cenizas por TAPPI standard method T211 om-
02 y el contenido de carbohidratos y lignina segin NREL/TP-510-42618 (2012), midiéndose la

lignina soluble en acido a 205nm de acuerdo con TAPPI-UM250.
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Tabla 6-1. Composicion quimica de la biomasa utilizada
en base madera seca (%b.m.s.) (n=4).

Componente % to

Extractivos (acetona/agua) 2,4+0,1
Cenizas 04+0,1

Lignina soluble 3,1+£0,2
Lignina insoluble 249+0,9
Lignina total 28,0+£1,0
Xilanos 13,2+0,1
Glucanos 449+ 4,4

Arabinanos <1

Grupos acetilo (como HAc) 3,8+0,1

Figura 6-2. Chips industriales utilizados.

6.2.2. Ensayos de extraccidn con licor verde

Los ensayos de extraccidén se realizaron en reactores de acero inoxidable de 1,4 L que se
colocaron dentro de un reactor circulante Kumagai Riki Kogyo (Japén) de 15 litros (Figura 6-3).
La relacidn licor: madera (L/W) fue 3.5. Las extracciones se realizaron utilizando agua (0 % GL) y
diferentes concentraciones de licor verde (% GL), trabajando entre 1y 6 % GL. El licor verde fue
preparado en el laboratorio, utilizando reactivos quimicos de pureza conocida (Na;COs, NasSy
NaOH). Para determinar el contenido de alcali total, activo y efectivo de los licores a emplear se
utilizé la norma SCAN-N 30:85. La temperatura maxima varié en el rango de 100 - 160 ° C y el
tiempo a temperatura maxima varié de 30 a 150 min. Esto significd una variacién del factor H
entre 0 y 1000 aproximadamente. El factor H se define por la expresion indicada en la Ecuaciéon
6-1

t .7
factor H = f 3[43'19_(16'113/'1")] dt Ecuacién 6-1
0

Donde t es el tiempo en horas y T es la temperatura en Kelvin (K).
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Figura 6-3. Reactor circular de 15 L donde se colocaron 4 capsulas metalicas para los ensayos experimentales.

La Tabla 6-2 muestra las diferentes condiciones ensayadas. Al finalizar la extraccidn, el licor fue
completamente drenado y los chips lavados con abundante agua desionizada. Los ensayos se
realizaron por cuadriplicado, lavando dos réplicas y dejando dos réplicas sin lavar, las que fueron
utilizadas para producir pulpa marrén.

Tabla 6-2. Condiciones de pre-extraccion con licor verde realizadas.

Temperatura (°C) Tiempo a Temp (min) % Licor Verde Factor H
100 120 4 2
100 120 6 2
120 60 2 10
120 60 6 10
140 30 2 39
140 30 4 39
140 60 2 69
140 60 7 69
140 90 2 117
140 90 4 117
140 90 6 117
155 60 0 288
155 60 2 288
155 60 6 288
160 30 1 349
160 30 6 349
160 90 2 548
160 90 6 548
155 150 2 613
160 120 0 861
160 120 1 861
160 120 2 861
160 120 4 861
160 150 1 1010
160 150 2 1010

Se determiné el rendimiento de la extraccion por la diferencia en peso seco de los chips previo
al ensayo y posterior a este, utilizando para ello las dos réplicas que fueron lavadas y drenadas
exhaustivamente. Se determiné el pH del licor al finalizar la extraccion. Para la cuantificacion de
carbohidratos y productos de degradacion se utilizd el procedimiento NREL/TP-510-42623,
utilizdndose Unicamente la columna Aminex 87H para todas las determinaciones ya que por
trabajos previos se conocia que la madera de eucalipto no contiene manosa y galactosa en

6-4



cantidades detectables y que pudieren interferir con la determinacién de xilosa, ya que esta
columna no es capaz de resolver los picos de estos tres carbohidratos. Para conocer el contenido
de compuestos fendlicos se midid la absorbancia de la solucién a 280 nm, de acuerdo con el
procedimiento de Alen & Hartus (Alen and Hartus, 1988).

6.2.3. Pulpeo Kraft de los chips extraidos

Los chips extraidos y sin lavar, fueron pulpeados en los reactores de 1.4 L previamente descritos,
a una temperatura maxima de 155 °C, durante 2 h (factor H = 530) y con una relacién L/W de
3.5. Se utilizé 16 % de alcali activo (expresado cdmo % Na;0) y cuyo alcali total, activo y efectivo
fue determinado por la norma SCAN-N 30:85. Se trabajé con una sulfidez del 30 %. Utilizando
chips sin extraer se preparo una “pulpa control” en las mismas condiciones de pulpeo. Se midié
alcali residual de acuerdo con la norma SCAN N 33:94. Sobre las pulpas obtenidas se midié
numero kappa de acuerdo a la norma TAPPI T 236 om-06 y viscosidad (ISO 5351:2004 (E)).

Se seleccionaron las tres mejores condiciones de extraccion para, mediante la variacién del alcali
activo, pulpear hasta un numero kappa definido (18,5 + 1) y medir las propiedades papeleras de
la pulpa marrén producida. A los efectos de determinar las mejores condiciones de extraccién
se consideraron aquellas condiciones que produjeron un contenido de xilosacaridos en la
solucién mayor a 2% b.m.s (base madera seca) y menor degradacion de las propiedades de la
pulpa, determinadas por la viscosidad, pero teniendo en cuenta el nimero kappa. Sobre las
pulpas producidas a nimero kappa 18,5 £ 1 se determiné el rendimiento de pulpeo, consumo
de alcali y viscosidad. Para la evaluacion de las propiedades papeleras de las pulpas producidas,
se trabajo a tres niveles de intensidad de refinacion (0, 1500 y 3000 rpm) (norma ISO 5264-
02:2012), se realizaron hojas mediante la norma ISO 5269-1 y se midid la resistencia a la traccién
y al rasgado de acuerdo a TAPPI T 220-01. Se determind la drenabilidad de la pulpa mediante la
determinacién del “Canadian Standard Freeness”, de acuerdo con la norma ISO 5267-02.

La evaluacién estadistica de los resultados obtenidos se realizé utilizando el software
Statgraphics Centurion XVI. Se realizaron analisis de la varianza y se obtuvieron modelos de
regresion. Todos los analisis se realizaron a un nivel de significacion del 95%.

6.3. Resultados y discusion

El licor extraido fue de un color marrén y presentd bastante turbiedad, como se puede apreciar
en la Figura 6-4. Los chips extraidos presentaron un oscurecimiento respecto a su color inicial,
consecuencia de los productos quimicos aplicados y la temperatura de trabajo.
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Figura 6-4. Licor y chips luego de la extraccion con licor verde.

La Figura 6-5 muestra el pH del licor extraido en funcién de carga de licor verde (% LV). Para la
extraccion utilizando sélo agua (0% LV), el pH final disminuyé a valores menores a 3,2 dado por
la hidrélisis de los grupos acetilos de las cadenas laterales de las hemicelulosas y factiblemente
de los acidos urdnicos, también presentes en las hemicelulosas, aunque estos no fueron
cuantificados. Al aumentar la carga de licor verde, como era de esperar por el aumento de la
concentracién de hidroxido de sodio en la solucién, el valor de pH del extracto aumentd. Para la
misma carga de licor verde el aumento del factor H redujo el pH final, lo que indica una mayor
extensién de las reacciones de escisién de las hemicelulosas y liberacion de los grupos acetilos
y urdnicos. Este comportamiento se produce para un factor H inferior a 500, manteniéndose el
pH estable a factores H superiores.

12,0 0 %GL
m1%GL
10,0
F » A2 %GL
[ ]
8,0 Iy X ® 4 %GL
- A X
p A
£ 60 A N PY X 6 %GL
I
4,0 u u
¢ L 2
2,0
0,0
0 200 400 600 800 1000 1200
Factor H

Figura 6-5. pH finales de los licores extraidos en las diferentes condiciones de trabajo.



Realizando la correlacidn estadistica, se obtiene una muy buena correlacién del pH con las
variables analizadas. Los efectos que tienen incidencia sobre el pH son: %LV, factor H y las
interacciones %LV*%LV y factor H*factor H.

La Ecuacion 6-2 indica el modelo ajustado, que presenté un R?=97,1 %

pH=5,10+1,36 * %LV - 6,7 x 103 * Factor H- 0,119 * % LVA2 + Ecuacion 6-2
+ Factor H"2

La Figura 6-6 muestra el rendimiento de extraccion obtenido para las diferentes condiciones
ensayadas.

En los ensayos con carga 0 % LV, es decir el tratamiento hidrotérmico se obtuvo el mayor
rendimiento de extraccién. Esto se debe a que, como se vera en los préximos gréficos en el
tratamiento donde sdlo se utiliza agua, se logré la mayor extraccion de las hemicelulosas de la
matriz lignoceluldsica (ver Figura 6-7). Al trabajar con licor verde no se observé una correlacion
del rendimiento con la carga de licor aplicada en la extraccién, ya que, a mayor carga, el pH es
mayor por lo que la hidrélisis de las hemicelulosas se da en menor extension, pero a su vez
ocurre una extraccion parcial de la lignina. Para una misma carga de licor, con el aumento del
factor H, aumenté el rendimiento de extraccion, dado por una mayor extensién de las reacciones
de hidrdlisis de las hemicelulosas y de los compuestos fendlicos (extractivos, lignina).
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Figura 6-6. Rendimiento de extraccion de las diferentes condiciones de tiempo, temperatura y carga de licor
verde ensayadas.

La Figura 6-7 muestra el porcentaje de xilosacaridos extraidos en base a la masa de chips seca
colocados en los reactores para el ensayo.
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Figura 6-7. Contenido de xilosacaridos en los licores extraidos.

Como era de esperarse, el mayor porcentaje de extraccion se obtuvo a factor H alto y utilizando
s6lo agua como extrayente. Para un mismo nivel de factor H, al bajar la carga de licor verde
utilizada (y con ello disminuir el pH final de la extraccidn), la extraccion de xilosacdridos
aumenté. A factores H menores a 500, no se logré una remocién significativa a ninguna de las
cargas de licor utilizadas (excepto 0 %). A factores H mayores, la extraccion comienza a ser
interesante, llegando a casi 5 % de xilosacéridos (b.m.s.), lo que equivale a un 32% de los
xilosacaridos iniciales.

Del analisis estadistico de los resultados, los efectos % LV, factor H y las interacciones % LV*
factor Hy % LV *%LV tienen incidencia.

La ecuacién del modelo ajustado es:

% Xilosacaridos = 1,64 - 1,35* %LV + 6 x 10 * Factor H + Ecuacién 6-3
+0,19 * % LVA2 - 1,2x 103*% LV*Factor H

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el 79,7 % de la variabilidad en %
xilosacaridos.

Los resultados obtenidos son comparables a otros reportados en la literatura. Por ejemplo, van
Heiningen et al. (van Heiningen et al., 2010; van Heiningen, Genco, Yoon, Mehmet S Tunc, et al.,
2011) trabajaron con una mezcla de chips de maderas de latifoliadas del sur de Estados Unidos
(principalmente tupelo, roble rojo y dlamo) utilizando una carga de 3% LV entre 140y 160 °Cy
reportaron resultados de entre 0,26 y 1,40 % de xilanos en el licor. Por su parte, Luo et al. (Luo,
Genco and Zou, 2012) utilizaron una mezcla de chips de maderas de latifoliadas del norte de
Estados Unidos (no especifican cuales) y ensayaron varias cargas diferentes de licor verde (entre
1y 6 %) a 160 °Cy tiempos para cubrir un rango de factor H entre 410 y 1254. Obtuvieron hasta
6 % xilosacaridos (expresados como xilosa) en b.m.s. en el licor, trabajando a 1 %LV y factor H
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1254, pero no se reporto la calidad de la pulpa obtenida con los chips extraidos. Por otra parte,
Walton et al. (Walton et al., 2010) trabajando con una mezcla de chips de maderas de latifoliadas
del sur de Estados Unidos, analizd la recuperacion de xilosacaridos y las caracteristicas de las
pulpas producidas extrayendo con licor verde entre 0y 6 %LV y a tres factores H: 400, 600 y 800.
Al igual que en nuestro trabajo, observé que el contenido de xilosacdridos aumenté al bajar la
carga de licor, pero no observé una correlacion fuerte con el factor H, para una misma carga de
licor. El contenido de xilosacaridos maximo reportado para el caso de utilizar licor verde fue de
2 % b.m.s., un poco menor a los obtenidos en nuestro trabajo.

En el trabajo de Johakimu & Andrew (Johakimu and Andrew, 2013) realizan la extraccién con
licor verde sobre chips de Eucalyptus grandis con cargas entre 0y 3 % a 170 °C y en tiempos
entre 15 y 90 minutos. Indicaron una extracciéon de hemicelulosas entre 3,5y 6,5 % b.m.s., los
valores mds altos de la bibliografia analizada. Sefialaron que, considerando la calidad de la pulpa
posteriormente producida, la mejor condicion de trabajo ensayada fue de 3 % LV y 45 minutos
a 170 °C, donde obtuvieron un 4 % b.m.s de hemicelulosas en el extracto.

Helmerius et al. (Helmerius et al., 2010) quienes realizaron una preextraccion con licor blanco
sobre chips de abedul, indicaron una extraccion de 9,7 % b.m.s de las hemicelulosas trabajando
con 0 % de carga (s6lo agua) y entre 150-160 °C. Utilizando licor blanco el maximo de extraccion
de xilosacaridos que reportaron fue de 1,9 % b.m.s cuando realizaron el ensayo a 3% de carga,
160 °Cy 60 minutos.

El contenido de grupos acetilos (expresado como acido acético) se muestra en la Figura 6-8. La
extraccion de los grupos acetilos se dio en gran extensidn. Ya con factor H de 288, se logré
remover mas del 70 % de los grupos acetilos presentes, y en factores H mas elevados y baja
carga de licor verde (incluido el 0%) se removieron de la matriz lignocelulésica en su totalidad.
Como se mencioné en el capitulo de “Estructura de la biomasa lignocelulésica” las hemicelulosas
de las maderas de latifoliadas tienen mayoritariamente sustituidos los grupos OH de las
unidades de xilosa por un grupo O-acetilo. De esta forma, el acido acético es un subproductos
importante en los procesos de extraccién de hemicelulosas de maderas de latifoliadas y se han
reportado varios trabajos donde se analizan diferentes condiciones para su recuperacion,
normalmente mediante una extraccion liquido-liquido (Um et al., 2011; Park, Moon and Um,
2013; Kim et al., 2015).
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Figura 6-8. Contenido de grupos acetilos (expresados cdmo % acido acético) en los licores extraidos.

Para un mismo %LV, con el aumento del factor H aumenté el porcentaje de extraccidon hasta
llegar a un factor H de 300, donde se logré remover mas del 70 % de los grupos acetilos. A
factores H superiores la tendencia no es clara.

Walton et al. (Walton et al., 2010) en el trabajo previamente mencionado con chips de maderas
del sur de Estados Unidos, reportaron el mismo comportamiento para la concentracién de acido
acético en los licores extraidos. Luo et al. (Luo, Genco and Zou, 2012) trabajando a un factor H
fijo de 800 con chips de maderas de latifoliadas del norte de Estados Unidos (ya mencionado),
indicaron un incremento de la concentracién de 4cido acético a medida que aumenté la carga
de licor verde. En el trabajo de van Heiningen et al. citado (van Heiningen, Genco, Yoon, Mehmet
S. Tung, et al., 2011) se indicé una extraccidén entre 50y 75 % de los grupos acetilos presentes,
trabajando con 3 % LV y un factor H entre 106 y 792.

Analizaremos ahora la extraccién de compuestos fendlicos medidos como la absorbancia del
licor a 280 nm (Figura 6-9). Si bien las correlaciones estadisticas no dan un buen ajuste y por ello
no se muestran, se puede observar (como es esperable) que al aumentar la carga de licor verde
para un mismo factor H, aumento el contenido de compuestos fendlicos en el licor. Esto se debe
a que ademads de la liberacidn de los compuestos fendlicos provenientes de los extractivos y que
son facilmente removibles, al aumentar la carga de hidréxido y sulfuro de sodio comienzan a
desarrollarse las reacciones de deslignificacion, fundamentalmente a temperaturas altas
(Sjostrom, 1993). Del mismo modo, para una misma carga de licor, al aumentar el factor H
aumentd la remociéon de compuestos fendlicos, posiblemente por la incidencia de la
temperatura mas que del factor tiempo. Walton (Walton et al., 2010) reportaron valores
similares en el trabajo mencionado anteriormente. Asimismo, van Heiningen et al. (van
Heiningen, Genco, Yoon, Mehmet S. Tunc, et al., 2011), en el trabajo con chips de maderas de
latifoliadas del sur de Estados Unidos, indicaron una extraccion entre 5,2 y 9,2 % de la lignina
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presente en los chips, aumentando estos a medida que aumenta la carga de licor para un factor
H fijo.

gy, B u AT 5O
o

Figura 6-9. Absorbancia a 280 nm de los licores extraidos. Se indican los valores obtenidos para una dilucion
1/100.

La Tabla 6-3 muestra los valores de numero kappa y viscosidad de las pulpas obtenidas con los
chips luego de extraidos. La que se indica como pulpa control, es una muestra obtenida a partir
de pulpear los chips sin previa extraccién con licor verde.

Tabla 6-3. Condiciones de pulpeo: 16 % alcali activo (como % Na,0), sulfidez 30 %, temperatura 155 °C durante 2
h (Factor H pulpeo= 530), y relacién licor madera: L/W de 3.5:1.

Condiciones de pre-extraccion racteristicas Caracteristicas pulpa
obtenida

Temperatura tiempo Factor H Xilosacaridos en el | NUumero Viscosidad

(°C) (minutos) licor (% b.m.s.) kappa (mL/g)
100 120 4 2 0,05 14,4 1121
100 120 6 2 0,05 13,3 1044
120 60 2 10 0,03 16,6 1180
120 60 6 10 0,05 15,4 1160
140 30 2 39 0,1 16,0 1121
140 30 4 39 0,1 14,9 1084
140 60 2 69 0,1 15,2 1062
140 60 7 69 0,2 12,0 900
140 90 2 117 0,2 15,8 1163
140 90 4 117 0,3 15,4 1035
140 90 6 117 0,1 11,9 899
155 60 0 288 2,8 - -
155 60 2 288 0,4 - --
155 60 6 288 0,5 - -
160 30 1 349 0,4 12,7 1066
160 30 6 349 0,4 14,2 999
160 90 2 548 1,0 14,8 1169
160 90 6 548 0,6 14,2 1019
155 150 2 613 2,9 13,3 1080
160 120 0 861 10,4 7,8 538
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160 120 1 861 3,5 9,7 964
160 120 2 861 1,7 12,4 1100
160 120 4 861 0,9 12,2 931
160 150 1 1010 4,7 11,5 1080
160 150 2 1010 3,2 14,0 1094
Control -- - -- -- 20,6 1250

La Tabla 6-3 muestra que hay un efecto negativo en la calidad de la pulpa debido a la extraccidn
de hemicelulosas. Las condiciones de pulpeo en estos casos fueron de 16% de alcali activo,
temperatura maxima de 155 °C y factor H = 530. Las pulpas obtenidas después de la etapa de
preextraccion presentaron menores nimeros kappa (deslignificacién mas alta) y viscosidad que
la pulpa de control. En un pulpeo Kraft normal, se consume un poco de licor blanco en las
reacciones de degradacidon de las hemicelulosas y para la escisién del enlace covalente lignina-
carbohidratos, que en este caso comienza en la preextraccidon (van Heiningen, Genco, Yoon,
Mehmet S. Tung, et al., 2011).

Como se esperaba, bajo condiciones de autohidrdlisis (0% de carga de GL), la viscosidad de la
pulpa disminuye abruptamente. Martin-Sampedro (Martin-Sampedro, 2011) obtuvo resultados
similares trabajando con chips de Eucalyptus globulus a los que se le realizé un tratamiento con
explosién de vapor previo. La disminucién en la viscosidad se debe posiblemente a que la
preextraccion de los chips facilita el pulpeo, ya que la estructura lignoceluldsica esta mas abierta
y por ello las reacciones de degradacién (reacciones de “peeling”) de las cadenas de celulosa se
dan en mayor extensién. En el trabajo de van Heiningen se utilizd6 antraquinona durante el
pulpeo (van Heiningen et al., 2010). Sin embargo, a pesar de los beneficios de proteccion
generada por la antraquinona sobre las cadenas de celulosa, no ha logrado imponerse
industrialmente dado su costo y efectos ambientales y por ello no fue utilizada en este trabajo.

Visto desde otro punto de vista se puede mencionar que los pulpeos kraft realizados a los chips
con extraccion previa con licor verde precisaron de menos alcali efectivo para alcanzar el mismo
nimero de kappa que la pulpa control. Estos resultados también fueron observados en los
trabajos previamente mencionados (van Heiningen et al., 2010; Walton et al., 2010; van
Heiningen, Genco, Yoon, Mehmet S Tunc, et al., 2011). A los efectos de comparar los resultados
obtenidos en las pulpas producidas con diferentes condiciones de preextraccion, es necesario
trabajar con pulpas que tengan un nimero kappa similar. Por ello se seleccionaron 3 condiciones
en las que a priori se obtuvieron los mejores resultados en términos de contenido de
xilosacaridos en el licor, pero considerando la calidad de la pulpa producida (viscosidad y nimero
kappa). Estas condiciones son las que estan marcadas en negrita en la Tabla 6-3. Sobre los chips
extraidos en estas 3 condiciones se realizaron diferentes pulpeos a 155 °C y 120 minutos,
variando la carga de alcali activo de forma de obtener una pulpa con un nimero kappa de 18,5
1 1. Se produjo también una pulpa control con un ndmero kappa de 18.5 + 1, pero utilizando
chips sin extraccion previa. De esta forma se obtuvieron cuatro pulpas con las caracteristicas
sefialadas en la Tabla 6.4
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Tabla 6-4. Caracteristicas de las pulpas obtenidas con nimero kappa 18.5 + 1.

Condiciones de Xilosacaridos Alcali activo Rendimiento de Viscosidad
extraccion en licor (%Na0) pulpeo (% de la pulpa
extraido (% b.m.s) (mL/g)
b.m.s)
155 °C, 150 min, 2% LV 29+0,6 11,9+0,2 47,0+0,6 18,1+0,3 1427 + 28
160 °C, 120 min, 1 %LV 3,5+0,4 12,0+0,2 43,2+0,7 19,5+0,3 1306 + 11
160 °C, 150 min, 2 % 3,2+0,5 11,2+0,2 48,3+0,5 18,2+0,4 1363 +12
Pulpa control - 16,5+0,2 52,3+0,7 18,1+0,3 1218 + 11

Como se muestra en la Tabla 6-4, en los ensayos con preextraccién se logré una reduccién de
mas del 4% en el alcali activo utilizado en el pulpeo. Por otro lado, el factor H total (preextraccion
y pulpeo) es mayor y debe considerarse en el balance general del proceso. Los datos también
muestran que la viscosidad de las pulpas con extracciones previas es superior a la viscosidad de
la pulpa de control, debido al menor contenido de hemicelulosas en la pulpa extraida, que
influye en el peso molecular promedio de la pulpa. Esto significa que el procedimiento previo a
la extraccién fue muy selectivo y no degradd las fibras de celulosa. Sin embargo, en las pulpas
obtenidas sobre chips pre-extraidos con un 2% de LV, se observé una disminucion del
rendimiento de pulpeo entre 4-5 % respecto al obtenido en la pulpa control, lo que implica una
disminucién en la produccion de pulpa, por lo que las ganancias a obtener a partir de los
productos producidos con los licores extraidos deberian contrarrestar esta disminucion del
producto principal. Para el caso de la pulpa producida luego de una extraccién con 1 %LV, la
disminucién del rendimiento de pulpeo es del 9% lo que es muy perjudicial para la economia del
proceso y si bien debe analizar en su conjunto con los productos a producir con el licor extraido,
es poco factible que pueda ser una opcion rentable. Esta disminucion en el rendimiento de
pulpeo fue previamente reportado por van Heiningen et al. (van Heiningen et al., 2010; van
Heiningen, Genco, Yoon, Mehmet S Tunc, et al., 2011). En el trabajo de Helmerius et
al.(Helmerius et al., 2010) utilizando una preextraccién con licor blanco, se indicaron también
disminuciones del rendimiento de pulpeo entre 1,2 y 5 % respecto a la pulpa control. Por otro
lado, Walton et al. (Walton et al., 2010), utilizando antraquinona como auxiliar en el pulpeo,
reportaron el mismo rendimiento (47 %) para la pulpa producida con chips sin extraer y con una
extraccién previa con 2 % de LV y factor H 400 sobre una mezcla de chips de maderas del sur de
Estados Unidos. Del mismo modo, Johakimu & Andrew (Johakimu and Andrew, 2013), indicaron
gue obtuvieron el mismo rendimiento de pulpeo (50 %) al trabajar con chips de Eucalyptus
grandis sin preextraccidn y con preextraccion con licor verde a 170 °C (los autores no indicaron
las condiciones de extraccion con las que obtuvieron igual rendimiento de pulpeo).

Analizando las propiedades papeleras de las pulpas producidas y comparandolas con la pulpa
tomada como control se observé una disminucién de la resistencia a la traccion. Disminuir el
contenido de hemicelulosas en las fibras hace, como fue previamente mencionado, que
disminuyan las posibilidades de enlace entre e intra-fibras, lo que determina una disminucién
de la resistencia a este esfuerzo. La resistencia al rasgado presenta un leve aumento ya que esta
depende del largo de la cadena y del peso molecular (Brannvall, 2009). Al eliminar parcialmente
las hemicelulosas, como se observo, la viscosidad de la pulpa aumentd, medida indirecta del
peso molecular, lo que justifica este leve incremento en el indice de rasgado obtenido. Van
Heiningen (Van Heiningen et al., 2010) reporto resultados similares.

Respecto a la produccién de bioetanol con la fraccién de hemicelulosas removida con el licor
verde se realizaron las pruebas de fermentacion en un agitador orbital, en condiciones de:
concentraciéon inicial de levadura (Scheffersomyces stipitis) de aproximadamente 1x10%
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células/ml, a 30 °C y 100 rpm durante 220 a 300 horas (demas condiciones en (Guigou et al.,
2016). La fermentacion produjo en el mejor de los casos una concentracion de etanol de 5,0 +
0,2 g/L lo que corresponde a una produccion de 4,4 L de etanol por tonelada de chips secos, lo
cual es una produccién extremadamente baja.
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6.4. Conclusiones

El pretratamiento con licor verde permitid la remocidon de xilosacdridos de los chips de
Eucalyptus grandis previo a ser pulpeados para la obtencién de pulpa de celulosa. En las
condiciones ensayadas se logré remover hasta 10,4 % b.m.s de los xilosacaridos extrayendo
solamente con agua y 4,7 % b.m.s cuando se trabajo con licor verde con 1 % de carga y un factor
H de 1010. Es interesante la extraccién de acido acético en todas las condiciones con un factor
H mayor a 500, donde se removid al menos un 70 % del contenido inicial de los grupos acetilos.
La separacién de acido acético de la solucion es un procedimiento establecido industrialmente
y facilmente aplicable, permiti6 ademas detoxificar el hidrolizado para su posterior
fermentacién.

Considerando las caracteristicas de las pulpas formadas con los chips preextraidos, se
seleccionaron 3 condiciones donde el contenido de xilosacaridos en el licor se encontré en el
rango de 2,9 a 3,5 % b.m.s., lo que representd entre un 22 y 26 % del contenido de xilanos de la
madera utilizada.

El consumo de licor blanco para la producciéon de pulpas con los chips preextraidos fue un 4 %
menor que el necesario para producir pulpa con el mismo nimero kappa en chips sin extraer.
Sin embargo, se debe considerar el consumo de licor verde para la preextraccion y el consumo
de vapor y energia debido al mayor factor H total utilizado. Por otro lado, el rendimiento de la
pulpa producida con los chips preextraidos fue al menos un 4 % menor que el rendimiento con
los chips sin extraer. Considerando un precio promedio de la celulosa de fibra corta de USD 700
por tonelada, implica una pérdida de aproximadamente 50 USD por tonelada de pulpa
producida con la madera preextraida. La produccién de bioetanol obtenida y el precio de venta
del bioetanol no son suficientes para revertir estos costos, aunque se incluya el acido acético
como subproducto. De esta forma, en las condiciones actuales, no se considera oportuno la
preextraccion de los chips de madera de eucalipto previo al pulpeo para la obtencidn de pulpa
de celulosa de mercado. Mas aun si se considera el detrimento que se observa en las
propiedades papeleras de resistencia a traccién y el aumento de resistencia al refinado.

Por lo expuesto previamente, se descarta la configuracidén de una biorrefineria integrada a una
planta de pulpa de celulosa, donde las operaciones de las biorrefinerias compitan con el
producto principal, dado que, al estado del arte actual, no se considera una solucion tecnolégica
ni econdmicamente viable.
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7. PRETRATAMIENTOS: TRATAMIENTO HIDROTERMICO.

En este capitulo, se analizaran las extracciones con agua caliente a presion (autohidrolisis) de
residuos forestales industriales de Eucalyptus Grandis, provenientes de una planta de
transformaciéon mecdnica de la madera.

7.1. Objetivos especificos

e Estudiar los productos formados en la extracciéon con agua (mediante diferentes relaciones
tiempo/temperatura) de hemicelulosas de eucalipto.

e Estudiar la formaciéon de mono y oligosacaridos de xilosas, dcidos alifaticos y productos de
degradacion de los azucares.

e Evaluar la distribucidn de pesos moleculares de los oligosacaridos formados en funcién de las
condiciones de extraccién utilizada.

e Evaluar la/s expresiones cinéticas de la solubilizacion y degradacion de los xilosacaridos en el
tratamiento hidrotérmico.

y &7 Metodologia
7.2.1. Preparacion y caracterizacion del aserrin.

Para estos ensayos se trabajé con residuos de aserrin de Eucalyptus grandis provenientes de
una planta de generacion de energia a través de biomasa. El aserrin ensayado es un residuo de
una industria de procesamiento mecdnico de madera. Se realizé un acopio al comienzo del
proyecto de forma de tener un stock suficiente para la realizacidon de todos los ensayos y su
correspondiente margen de seguridad. Se seco el aserrin en estufa a 38 °C. Se tamizé el material
y se utilizé la fraccidon comprendida entre 500 um y 3360 um (Mallas US35 y US6). La Figura 7-1
muestra una imagen del aserrin de partida, previo a ser tamizado.

Figura 7-1. Aserrin seco, sin tamizar.

El aserrin se caracterizd fisicoquimicamente determindndose para ello el porcentaje de
extractivos de acuerdo con la norma TAPPI T-204.omO07, utilizando etanol como solvente,
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cenizas (T 211 om-02), carbohidratos y lighina segiin NREL/TP-510-42618 (2012), midiéndose la
lignina soluble en acido a 205nm de acuerdo con TAPPI-UM250. La Tabla 7-1 muestra las
caracteristicas del aserrin de partida.

Tabla 7-1. Composicion quimica del aserrin utilizado (n=5).

Componente %o

Extractivos 3,4+£0,2
Cenizas 0,89 +0,01

Lignina soluble 2,5+0,1
Lignina insoluble 25,1+0,2
Lignina total 27,6 +0,3
Xilanos 14,9+0,2
Glucanos 43,1+0,2

Grupos acetilo (como HAc) 3,6+0,2

7.2.2. Ensayos hidrotérmicos

Los ensayos de extraccién se realizaron en un reactor que consiste en un bafio de aceite de
silicona y que cuenta con un eje rotatorio que permite la insercién de 8 capsulas idénticas de
300 ml de capacidad total, capaz de trabajar hasta una presién de 20MPa (Figura 7-2). Se
ensayaron 4 tiempos por corrida, para tener duplicados de cada condicidn ensayada. Cada
corrida se realiz6 a temperatura y presidn constantes, con una relaciéon sélido liquido fija,
previamente seleccionada.

Figura 7-2. Bafio de aceite de silicona con reactores de 300mL.



7.2.2.1. Analisis realizados

En el sélido remanente de la extraccion se determind el rendimiento de la extraccion, de
acuerdo con la Ecuacién 7-1., siendo m sélido inic. y m sélido post extraccién la masa del sélido
antes y después de la extraccion respectivamente

(m sélido inic. —m sé6lido post extraccion) 100 Ecuacién 7-1
*
masa solido inic.

% Rendimiento extraccion =

En el liquido extraido, también denominado licor de extraccidn o extracto, se determiné pH por
medicion con peachimetro, sélidos totales (secando una masa conocida a 105°C hasta peso
constante. Para la determinacién de carbohidratos presentes como mondmeros en el extracto
(glucosa, xilosa y arabinosa), carbohidratos presentes como oligo o polisacaridos, asi como
productos de degradacion (furfural, hidroximetilfurfural) y acidos acético y formico se utilizé el
procedimiento NREL/TP-510-42623 corregido, ya que sélo se utilizé la columna Aminex 87 H en
la determinacidn. La expresion “b.m.s” refiere a que los resultados se expresan en porcentaje
de la masa de madera de partida en base seca en estufa a 105°C.

Para cuantificar otras especies disueltas en el licor, que habra que considerar en la instancia de
purificacién de los xilosacaridos, por ejemplo, los compuestos polifendlicos presentes en el
extracto, provenientes de los extractivos de la madera y de derivados de la lignina, se midid la
Absorbancia espectrofotométrica del licor a 280 nm. Para realizar las graficas se estandarizé la
dilucion de la muestra a 1/100. Cuando hay furfural y HMF, hay que considerar que estos
también aportan a la absorbancia a 280nm.

Para el estudio de la distribucidon de pesos moleculares de los licores obtenidos se realizé la
técnica de HPLC-SEC con detector RID, utilizando en primera instancia una columna Bio-Rad
Aminex HPX-42A, agua como fase movil y trabajando a 60 °C de temperatura y un flujo de 0,6
mL/min. Se utilizé en serie el detector UV a 280nm a los efectos de determinar la presencia de
compuestos fendlicos en las muestras. Se realizé una curva de calibracién utilizando como
estandares: xilosa (Sigma Aldrich) y xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa y xilopentosa (Megazymes,
Irlanda) disueltos en agua, en una concentracién de 1 g/L. Esta columna permite cubrir hasta un
peso molecular maximo de aproximadamente 1500 Da.

Para asegurar que la determinacién de los pesos moleculares correspondia exclusivamente a los
carbohidratos presentes, se traté el licor de forma de eliminar los fragmentos de lignina
existentes. Para ello, primero se centrifugd el licor a 4500 rpm por 25 minutos, de forma de
eliminar los elementos suspendidos en el mismo, luego se filtré por filtros de HDPV de 0,45um
y posteriormente se filtré por cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE) C-18 (Waters Sep-Pak
C-18, base silica con alta hidrofobicidad, codigo WAT051910). Finalmente se filtrd hacia los viales
por filtros de HDPV de 0,22 um.

A los efectos de confirmar rapidamente la presencia de carbohidratos, y la ausencia de
compuestos fendlicos, se realizaron cromatografias en capa fina de las muestras previo a
inyectarlas en el HPLC. Para ello se utilizan placas de TLC de silica gel en soporte de aluminio con
indicador de fluorescencia. La fase movil utilizada es metanol, cloroformo, acetona e hidroxido
de amonio (42:16:25:16 partes, respectivamente) y se revelan con 0,2% orcinol en etanol
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absoluto: acido sulfurico (para ver la presencia de carbohidratos) o cloruro férrico 5%, para
determinar ausencia de compuestos fendlicos. Los estandares de carbohidratos utilizados son
xilosa, glucosa, celobiosa, rafinosa y maltodextrina en concentracion de 1g/L. Para la lignina se
utilizé una solucion alcalina de 0,5g/L preparada por la solubilizacién en NaOH 0,5M de lignina
Kraft precipitada.

7.2.3. Analisis estadistico

La evaluacion estadistica de los resultados obtenidos se realizd utilizando en software
Statgraphics Centurion XVI.

Se realizaron analisis de la varianza y se obtuvieron modelos de regresién.

Se utilizaron disefios factoriales y de superficie de respuesta y se optimizaron mediante la
funcién “deseabilidad”. Esta permite determinar las configuraciones de los factores
experimentales para alcanzar caracteristicas deseadas para mds de una respuesta
simultdneamente.

Todos los andlisis se realizaron a un nivel de significacion del 95%.

7.3. Resultados y discusion

7.3.1. Ensayos preliminares

Se realizd una serie ensayos preliminares a los efectos de determinar la minima relacién
Liquido/aserrin (L/W) a utilizar y analizar si era necesario realizar una impregnacion previa del
material.

Para elegir la relacién liquido sélido (L/W) se realizaron 4 ensayos (por duplicado) a T=160 °C
con distintos L/W durante 60 minutos. La mejor L/W se utilizé luego en los ensayos realizados
para la optimizacidn de la temperatura y tiempo de extraccidn. Las relaciones L/W utilizadas
fueron: 6, 7, 8, 9. La relacion L/W= 6 fue descartada luego del tratamiento hidrotérmico ya que
se observo que existen zonas del material que no fueron mojadas por el liquido. Para las otras
condiciones los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 7-2.

Luego de la extraccion, el sélido se separé del extracto mediante una tela filtrante, se enjuagd
con agua desionizada y se centrifugd a 1000 rpm, y por ultimo se secé en estufa a T=105°C hasta
peso constante. De esta forma se determind el rendimiento de la extraccidn, por diferencia de
peso (Ecuacion 7-1).
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Tabla 7-2. Ensayos con diferente relaciéon L/W (resultados expresados en base madera seca (%b.m.s.)

Relacién L/W Rend. extraccion Xilosacaridos
totales extraidos
7 17,4 +0,4 7,1+£0,2
8 17,1+£0,4 7,4%+0,2
9 18,1+0,5 6,9+0,3

El analisis estadistico de comparaciéon de muestras de los datos de la Tabla 7-2 (P= 0,968 > a
0,05) indico que no habia diferencias significativas en los resultados obtenidos, por lo que se
resolvié trabajar con la relacion menor de licor:madera de forma de obtener la mayor
concentracion en g/L de los xilosacaridos extraidos.

Para determinar si la impregnacion del aserrin con agua desionizada favorece la extraccién de
hemicelulosas, se realizé un ensayo a T=140 °C y t= 90 min con dos muestras impregnadas
durante 30 minutos a 100 °C y dos muestras no impregnadas. Al no observarse variacién
significativa en los resultados se continué trabajando sin impregnar.

7.3.2. Ensayos definitivos.

A los efectos de estudiar la extraccion de xilanos y derivados, asi como la formacion de otros
compuestos se realizaron los ensayos presentados en la Tabla 7-3, manteniendo la relacion
L/W=7.

Tabla 7-3. Condiciones de temperatura maxima y tiempo a temperatura maxima ensayados.

Temperatura (°C) Tiempo (min)

80 60, 90, 150
100 120,240, 360, 480
120 60, 90, 120, 150
140 60, 90, 120, 150
160 60, 90, 120, 150
165 60, 90, 120, 150
170 30, 60, 90, 120

El rendimiento de la extraccién en funcion del Factor P y la parametrizacidn de los datos puede
verse en la Figura 7-3.
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Figura 7-3. Datos obtenidos y parametrizacion del rendimiento de extraccion del tratamiento de tratamiento
hidrotérmico, en funcién del factor P.

El rendimiento de la extraccion crecié rapidamente con el aumento de factor-P hasta valores de
factor P de aproximadamente 500. Al aumentar el factor P por encima de 500, si bien el
rendimiento siguié aumentando, lo hizo muy lentamente.

Los rendimientos de extraccién reportados, son similares a los obtenidos por Rangel et al.
(Rangel et al., 2016) quienes trabajaron con aserrin de eucalipto en rangos similares a los de
este estudio. Tunc y van Geiningen (Tunc and van Heiningen, 2008) trabajando con chips de
maderas del sur de estados Unidos (tupelo, liquiddmbar y roble entre otros) reportaron
rendimientos similares o un poco menores al obtenido en este trabajo. En nuestro caso, al
tratarse de madera con una granulometria mucho menor que los chips, es posible que los
procesos de transferencia de calor y masa presenten menores resistencias y por ello se logre
una mayor solubilizacidn de los componentes de la madera. Sin embargo, Gutsch et al. (Glitsch,
Nousiainen and Sixta, 2012), trabajando con chips de Eucalyptus globulus reportaron
rendimientos de orden similar y a factores P un poco mayores a los obtenidos en este trabajo,
alcanzando 35 % de extraccién de sélidos a P = 1500 o mayores. El origen de estas diferencias
puede radicar en el procedimiento de separacién y lavado de las fracciones sélidas y liquidas
obtenidas.

La Figura 7-4 muestra como varia la concentracién de xilosacaridos en el licor al aumentar el
factor P.
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Figura 7-4. Variacion del contenido xilosacaridos en funcién del factor P aplicado.

La expresién xilosacaridos en el licor, refiere al contenido de compuestos conteniendo xilosa
(mondmero, oligo o polimeros). Se observa una leve disminucién del contenido de éstos a altos
factores P debido a la formacidn de furfural a partir de xilosa. A los factores P analizados, se
puede establecer una relacién lineal entre el rendimiento de la extraccién y el contenido de
xilosacdridos en el extracto, de acuerdo con la Ecuacién 7-2 y como se muestra en la Figura 7-5.

Gréfico del Modelo Ajustado
Xilosacaridos = -1,63141 + 0,56903*Rendimiento
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Figura 7-5. Ajuste lineal del modelo del contenido de xilosacaridos en el licor en funcién del rendimiento masico
de la extraccion.



Xilosacaridos = -1,63+ 0,57*Rendimiento Ecuacién 7-2

El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica el 95 % de la variabilidad en xilosacaridos
con un nivel de confianza del 95,0.

Analizando la remocién de xilanos en funciéon de la temperatura y el tiempo (Figura 7-6) vemos
que se logré un maximo de 11,7 % b.m.s de extraccidn, aproximadamente 80 % de los xilanos
iniciales presentes. Se observa asimismo que con condiciones de temperaturas de 140 °C o
superiores se logran extracciones aceptables, descartdndose entonces para futuros trabajos el
uso de temperaturas menores. Particularmente, los valores del contenido de carbohidratos para
una temperatura de 120 °C no son confiables. Dado que el rendimiento de la extraccién obtenido
para esta temperatura ha sido muy bajo, se prevé que el contenido de compuestos de xilosa en
el extracto también lo sea por lo que no se repitieron los pretratamientos a esta temperatura,
descartandose la misma para los siguientes analisis.

Xilosacaridos en el licor
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5 1602C
§ 60 o _
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00— 4 & & = [ E =

0 100 200 300 400 500
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Figura 7-6. Contenido de xilosacaridos en el extracto para diferentes combinaciones de tiempo-temperatura de
reaccion.

La diminucién en el valor de xilosacaridos que se observé a temperatura de 170 °C y tiempos
mayores a 45 minutos se deben a la formacion de furfural y descomposicidon de éste en otros
productos que no son determinados con el procedimiento de analisis utilizado.

Respecto al contenido de xilosacdridos extraidos en los 3 trabajos previamente mencionados
(Tunc and van Heiningen, 2008; Gutsch, Nousiainen and Sixta, 2012; Rangel et al., 2016), se
obtienen rendimientos de extraccion similares a los obtenidos a los de este estudio. Por su parte,
(Inalbon, Solier and Zanuttini, 2017) trabajando con chips de Eucalyptus Grandis provenientes
de Uruguay, indicaron extracciones similares de los xilosacaridos en condiciones similares de
extraccién (trabajaron entre 140 y 160 °C durante 20 a 60 minutos). Para el caso del trabajo de
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Tuncy Van Heiningen (Tunc and van Heiningen, 2008), la cantidad de xilosacaridos (en b.m.s) en
el licor es mayor, ya que trabajan con maderas con mayor contenido de xilanos. Sin embargo,
comparando el porcentaje de extraccion tomando como base las hemicelulosas presentes, a
condiciones similares, los rendimientos son similares. Garrote et al. (Garrote and Parajo, 2002;
Garrote et al,, 2007) lograron solubilizar un porcentaje mayor de los xilanos presentes
trabajando a temperaturas superiores a 190 °C, pero como se vera mas adelante, los mismos se
encuentran en solucién como xilosa o se han descompuesto a furfural, siendo muy pequena la
proporcién que se encuentra como oligémeros.

Las Figuras 7-7, 7-8, 7-9 y 7-10 muestran la distribucién de los derivados de xilanos, expresados
como xilosacdridos (determinados luego de la hidrolisis acida), xilosa, xilooligosacaridos (por
diferencia entre los dos primeros) y furfural en funcién del tiempo para 140, 160, 165y 170 °C.

Xilosacaridos y derivados en el licor a T =140 °C

% xilosa (b.m.s)
w
°

2,0
1,0
—
0,0 & A & A h—k =
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
tiempo (min)
—&— Xilosacaridos Xilooligosacaridos (XOS)  —A— Xilosa Furfural

Figura 7-7. Distribucidn de los xilosacaridos y derivados en funcion del tiempo, para una temperatura maxima de
140 °C en el tratamiento hidrotérmico. La formacién de furfural no llega a producirse en estas condiciones.
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Xilosacaridos y derivados en el licora T = 160 °C

% xilosa (b.m.s.)
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A— Xilosacaridos  —#— Xilooligosacaridos (XOS) —A— Xilosa Furfural

Figura 7-8. Distribucion de los xilosacaridos y derivados en funcién del tiempo, para una temperatura maxima de
160 °C en el tratamiento hidrotérmico.

Xilosacaridos y derivados en el licora T = 165 °C
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Figura 7-9. Distribucion de los xilosacaridos y derivados en funcién del tiempo, para una temperatura maxima de
170 °C en el tratamiento hidrotérmico.
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Xilosacaridos y derivados en el licora T =170 °C
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Figura 7-10. Distribucion de los xilanos y derivados en funcién del tiempo, para una temperatura maxima de 170
°C en el tratamiento hidrotérmico.

Puede observarse que a 140 °C la mayor extraccién de xilosacdridos alcanzé a 5,5% b.m.s y los
mismos se encontraron en forma polimérica en los tiempos ensayados. A 160 °C se lograron
extracciones mayores, de alrededor de 10 — 12 % b.m.s.; encontrandose fundamentalmente
como oligosacaridos o polimeros para tiempos menores a 105 minutos, mientras que a tiempos
superiores comenzé a aumentar sensiblemente la concentraciéon del monédmero. En los ensayos
a 170 °C, ya a los 30 minutos la concentracién de xilosacdridos fue superior al 10 % b.m.s
encontrandose una fraccion importante en forma monomeérica (40% respecto a la xilosa total).
Al aumentar el tiempo de tratamiento (a 170°C), la concentracién de xilosacaridos presentes
como xilosa aumentd, superando esta ultima a la fraccion de oligosacaridos presentes a tiempos
de 60 minutos o superiores. La disminucién en la concentracion de xilosacaridos que se observé
para tiempos superiores a 60 minutos se debe a que comienzan a ser importantes las reacciones
de descomposicion de la xilosa, lo que se evidencia con el aumento de la concentracién de
furfural.

Como se desarrolld en la revision de literatura, este comportamiento es esperable debido a la
separacion de las hemicelulosas de la matriz y posterior hidrélisis en el licor. En éste, a medida
que transcurre el tiempo, las reacciones de hidrdlisis ocurren con mayor intensidad, acortandose
las cadenas de hemicelulosas, produciéndose entonces polimeros de menor peso molecular y
formandose el mondmero (en este caso, fundamentalmente xilosa). A su vez si las condiciones
de hidrdlisis son intensas o el tiempo transcurrido es lo suficiente largo, se dan las reacciones de
deshidratacién del mondmero para la produccion de furfural. Este comportamiento esta
ampliamente reportado en literatura. La distribucion de las cantidades relativas de
oligosacaridos, mondmero y furfural que se obtuvieron en este trabajo, son similares a las
reportadas en los trabajos de Rangel et al. (Rangel et al., 2016), Chirat et al. (Chirat, Lachenal
and Sanglard, 2012), Garrote et al. (Garrote et al., 2007) y Tunc y van Heiningen (Tunc and van



Heiningen, 2008), trabajando los primeros con eucalipto y el ultimo con una mezcla de chips de
maderas del sur de Estados Unidos.

La extraccion de glucosacaridos no siguié un patron determinado, encontrandose los datos
distribuidos al azar y siendo siempre menores a 2.5 % glucosa (en base madera seca), por lo que
no se analizaron en mayor profundidad. Esta glucosa se atribuye a parte de los glucoronoxilanos
que forman parte de las hemicelulosas, mas que a sean originados por degradacién de las
cadenas de celulosa.

La Figura 7-11 muestra la absorbancia de los extractos obtenidos a 280 nm para una dilucién de
1/100.

Como es de esperarse se obtuvieron bajas absorbancias a temperaturas hasta 140 °C, las que se
debieron posiblemente a los polifenoles presentes en los extractivos de la madera de eucalipto.
A temperaturas mayores, la absorbancia aumentd, indicando que comienza la solubilizacidn de
la lignina presente.

Absorbancia del licor a 280 nm
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Figura 7-11. Absorbancia de los extractos obtenidos a 280 nm para una dilucién de 1/100.

Tunc y van Heiningen (Tunc and van Heiningen, 2008) reportaron un comportamiento similar
para los compuestos fendlicos en el licor. En este caso los autores también midieron la
absorbancia a 280 nm pero calcularon la concentracion de lignina utilizando un coeficiente de
extincion reportado en la bibliografia (Alen and Hartus, 1988). Dado que no se encontré un
coeficiente de extincidn confiable para eucalipto y que ademas esta indicado que a 280 nm hay
interferencia en la medicion por la formacion de furfural y HMF (que en este trabajo fue siempre
despreciable o en muy baja concentracidn), se prefiere dejar los graficos en unidades de
absorbancia y usar los valores a modo comparativo. Dada la dilucién efectuada, se compararon
las medidas de absorbancia al pH del agua destilada (pH = 5,5), de forma de no alterar la
absorbancia medida por estar trabajando a distintos pH.
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La Figura 7-12 muestra la variacion del pH final en el extracto con el factor P. Claramente se
aprecia que para factores P bajos hay un marcado descenso del pH al aumentar el Factor P,
mientras que se estabilizé en un pH alrededor de 3 a factores P de 200 o superiores. La formacion
de acidos acético, férmico y acidos urdnicos (estos ultimos no medidos en este trabajo) explican
este comportamiento. Este fendmeno, conocido como autohidrdlisis, es tipico de la biomasa
gue contiene hemicelulosas con acidos organicos sustituidos.

pH vs Factor P
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Figura 7-12. Variacion del pH del extracto en funcion del factor P aplicado en el tratamiento.

Este comportamiento ha sido reportado por varios autores (Garrote et al., 2007; Tunc, 2008;
Borrega, Nieminen and Sixta, 2011). Particularmente en el caso de las maderas de fibra corta,
gue contienen mayor proporcion de grupos acetilos unidos a las hemicelulosas que las maderas
de fibra larga u otros tipos de biomasa, si se monitorea el pH durante el tratamiento
hidrotérmico se encuentra un comportamiento similar al reportado en esta Figura. La liberacion
temprana de los grupos acetilos de las cadenas de hemicelulosas, explicarian la disminucién de
pH durante la primera etapa de la extraccion con agua caliente, para luego mantenerse
relativamente constante.

La Figura 7-13 muestra la presencia de grupos acetilos (expresados como acido acético) en el
licor extraido en funcién de la temperatura y tiempo de extraccion. En esta figura no se hace
una distincion entre los grupos acetilos que estan en solucidn como parte de acido acético, de
aquellos que estan unidos a los XOS.

Puede observarse que a temperaturas menores o igual a 140 °C, la extraccidon de grupos acetilos
siguid la misma tendencia que la extraccidn de los carbohidratos, no obteniéndose una remocién
apreciable. Sin embargo, para los ensayos de 160 y 165 °Cy a tiempos superiores a 60 minutos
se logré extraer un contenido de grupos acetilos del orden del 80 - 95 % de los inicialmente
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presentes en la madera. No se reportan los datos a 170°C ya que los mismos no son

concordantes.
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Figura 7-13. Contenido de grupos acetilos (medido como acido acético) en el extracto para diferentes
combinaciones de tiempo-temperatura de reaccién.

Rangel et al. (Rangel et al., 2016) reportaron un comportamiento similar en su trabajo con
Eucalyptus grandis, extrayendo hasta casi el 100 % de los grupos acetilos en las condiciones mas
severas. En el caso de estos autores, la cantidad inicial de grupos acetilos en madera fue 1,53 %
b.m.s, posiblemente porque utilizaron aserrin industrial de maderas entre 12 y 50 afios.

Garrote et al. (Garrote et al., 2007), trabajando con Eucalyptus globulus, reportaron una
extraccién maxima de grupos acetilos totales de 72 % a 160 °C y 30 minutos, disminuyendo su
contenido en solucién a tiempos mayores, este comportamiento, no fue observado en nuestro
trabajo. Por su parte, Leschinsky et al. (Leschinsky, Sixta and Patt, 2009), utilizando también
chips de Eucalyptus globulus indicaron una remocidn de grupos acetilos entre 64 % (a factor P
=300) y 77 % (a factor P=1500). Tunc (Tunc, 2008), trabajando con chips del sur de estados
Unidos, indicd una remocién de 71 % de los grupos acetilos iniciales luego de una extraccién a
150 °C durante 500 minutos.

Alos efectos de analizar la liberacién de grupos acetilos en funcién de la extraccion de los xilanos
se grafica el porcentaje de grupos acetilos vs el contenido de xilosacaridos en el licor (Figura
7-14).
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Gréfico del Modelo Ajustado
Acido acético = 0,0357866 + 0,240214*Xilosacaridos

Acido acético
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Figura 7-14. Ajuste del modelo de la relacion entre el contenido de xilosacaridos y acido acético en el licor
extraido.

La ecuacion obtenida al ajustar un modelo lineal del es:

% Acido acético (b.m.s.) = 0,036 + 0,24*% Xilosacaridos (b.m.s.) Ecuacion 7-3

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacién estadisticamente
significativa entre Acido acético y el contenido de xilosacaridos con un nivel de confianza del
95,0%. El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica 85 % de la variabilidad en Acido
acético.

De esta forma, se verifica una relacién de 2,4 grupos acetilos (expresados como HAc) por cada
10 moléculas de xilosa, manteniéndose entonces la relacion inicial en la madera (2.4).

Garrote et al. (Garrote et al., 2007), indicé una relacién de 4,5 a 4,9 grupos acetilos cada 10
moléculas de xilosa, trabajando a 160 °Cy entre 30 a 66 minutos. La relacidn inicial indicada por
estos autores fue de 4,7. Por su parte, Leschinsky et al. (Leschinsky, Sixta and Patt, 2009),
utilizando también Eucalyptus gloubulus, sefalaron que la relacion de grupos acetilos se
mantiene relativamente constante durante el transcurso de la reaccion (entre P = 300 y 1500),
variando esta entre 5,3y 5,7 y a un nivel un poco inferior al de la madera de partida (6,7).

7.3.3. Ajuste de los datos experimentales a modelos estadisticos.

A los efectos de encontrar las mejores condiciones de tratamiento y ante la imposibilidad a
posteriori de hacer un disefio de experiencias con todos los datos disponibles, se trabajé con
dos disefios experimentales, uno a “temperaturas moderadas” (Disefio 1) y otro a
“temperaturas bajas” (Disefio 2).
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Disefio 1:

El Disefio 1 es un diseio factorial 322, donde se toma tiempo y temperatura como variables y se
estudia la respuesta en términos del contenido de xilosa y xilosacaridos del liquido extraido, asi
como su absorbancia a 280 nm (Tabla 7-4). Para optimizar el sistema (funcién “deseabilidad”),
se busca maximizar el contenido de xilosacdridos y minimizar el contenido de xilosa y la

absorbancia a 280 nm.

Tabla 7-4. Variables utilizadas en los ensayos del Disefio 1.

Variables (valores reales) Variables (valores codificados)
Ensayo # Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
(°C) (minutos)
1 160 120 -1 1
2 165 120 0 1
3 170 120 1 1
4 160 90 -1 0
5 165 90 0 0
6 170 90 1 0
7 160 60 -1 -1
8 165 60 0 -1
9 170 60 1 -1

Las ecuaciones ajustadas del modelo son las siguientes, con los coeficientes expresados en las
unidades originales de las variables:

Parametro Ecuacion RA2
Rendimiento de la Rendimiento = 18,58 + 1,75*Temperatura + 1,67*tiempo + 0,91
extraccion 1,74-*Temperatura"2
Xilosacaridos Xilosacaridos = 14,04 + 1,79*Temperatura - 2,75*Temperatura”2 - 0,99
presentes en el licor | 1,06*Temperatura*tiempo - 0,44*tiempo”2
Xilo-oligosacaridos X0S =10,84 - 0,66*Temperatura - 1,15*tiempo - 4,49*Temperatura”2 - 0.99
presentes en el licor | 1,22*Temperatura*tiempo
Xilosa presente en Xilosa = 2,65+ 2,23*Temperatura + 0,92*tiempo + 0,99
el licor 1,50*Temperatura”2
Compuestos Abs 280nm = 1,16+ 0,77*Temperatura + 0,36*tiempo + 0,99
fendlicos 0,32*Temperatura”2 + 0,19*Temperatura*tiempo

La Figura 7-15 muestra la superficie de respuesta de diversos compuestos presentes en el licor:
xilosacaridos, xilooligosacaridos, xilosa y absorbancia a 280nm.
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Absorbancia a 280 nm

Abs 280nm
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Figura 7-15. Superficie de respuesta de los distintos compuestos de interés presentes en el licor.

Optimizando el disefio en términos de mayor concentracion de xilosacaridos en el licor y menor
absorbancia obtenemos el grafico mostrado en la

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

1T "] Deseabilidad
i ‘ 7 0,0-0,1
C 1 mm 0102
0,6 — - 0,2-0,3
i ’ 0304
i 1 w0405
o 02 . 0,506
= 1 - 0607
5 I 1 mm 0708
= 02 - 0,8-0,9
i 1 = 0910
0,6 |
1 -_I\ 1 1 1 I_-

.
=

-0,6 -0,2 0,2 0,6
Temperatura

-

Figura 7-16, donde la méaxima deseabilidad estd dada en torno a 165 °C de temperatura y a
tiempos entre 60 y 100 minutos a esa temperatura (factores P entre 385 y 580). Si se optimiza
el disefio considerando la mayor concentracion de xilosacaridos de forma no monomérica (XOS
y xilanos) y menor absorbancia, esta regidén se acota un poco, estando el maximo en la regiéon
de 163 ° y 60 minutos (-0,2; -1, en variables transformadas).

7-18



Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 7-16. Superficie de respuesta obtenida al evaluar multiples respuestas: maximizacion de xilosacaridos
presentes y minimizacion absorbancia a 280nm.
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Figura 7-17. Superficie de respuesta obtenida al evaluar multiples respuestas: maximizacion de xilooligosacaridos
presentes y minimizacion de absorbancia a 280nm.
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En el trabajo de Chirat et al. (Chirat, Lachenal and Sanglard, 2012) utilizando chips de Eucalyptus
globulus, encontraron que la concentracion de oligdmeros (XOS) pasé por un dptimo entre 60 y
90 min de tiempo de reaccién a 160 °C, disminuyendo al aumentar el tiempo de reaccién. Por
su parte, en el trabajo de Rangel et al. (Rangel et al., 2016) , el maximo de formacion de XOS se
encuentra a factor P = 394, valor que estd muy préximo al dptimo encontrado en nuestro
trabajo.

Disefo 2:

El Disefio 2 es un disefio factorial 272, donde las variables son nuevamente tiempo vy
temperatura (en niveles mas bajos) y se estudié la respuesta en términos del contenido de
xilosacaridos del liquido extraido, asi como la absorbancia de éste a 280 nm (la produccion de
xilosa y furfural en estas condiciones son despreciables). A los efectos de evitar errores
estadisticos por posibles interacciones de las variables y de esta forma calcular las ecuaciones
de regresién del modelo, se agregaron mds niveles al disefio para no usar solo 4 corridas
experimentales en un modelo con dos factores. Los valores -0,33 en la variable ajustada tiempo,
se deben a un error en el calculo del valor O al realizar el disefio. Para optimizar el sistema
(funcion “deseabilidad”), se busca maximizar el contenido de xilosacaridos y minimizar la
absorbancia a 280nm. Por las condiciones utilizadas, no existe formacion de xilosa.

Ensayo # Variables (valores reales) Variables (valores codificados)
Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
(°C) (minutos)
10 80 60 -1 -1
11 80 90 -1 -0,33
12 80 90 -1 -0,33
13 80 150 -1 1
14 140 60 1 -1
15 140 90 1 -0,33
16 140 150 1 1

Las ecuaciones ajustadas del modelo son las siguientes, con los coeficientes expresados en las
unidades originales:

Parametro Ecuacién RA2

Rendimiento Rendimiento (%b.m.s.) = 4,55 + 1,54*Temp + 1,09*tiempo + 0,98
de la extraccion | 0,89*Temp*tiempo
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Xilosacaridos Xilosacaridos (%b.m.s.) = 1,12+ 1,04*Temp + 1,18*tiempo + 0,95
presentes en el | 1,18*Temp*tiempo

licor

Absorbancia Absorbancia 280nm = 0,44 - 0,09*Temp 0,88

La Figura 7-18 muestra la superficie de respuesta de diversos compuestos presentes en el licor:
xilosacdridos y absorbancia a 280nm.

Xilosacaridos

Xilosacaridos (%b-m.s.)

Absorbancia 280 nm

Absorbancia 280nm

Temperatura

Figura 7-18. Superficie de respuesta de los distintos compuestos de interés presentes en el licor.

La Figura 7-19 muestra la funcidn de ‘deseabilidad’ evaluada en cada punto del disefio. Entre
los puntos de disefio, la ‘deseabilidad’ maxima se alcanza en el punto de méaxima temperatura 'y
tiempo, que corresponde a 140°C y 150 minutos, sin embargo, estos valores reportan un
contenido de xilosacaridos muy bajo, respecto a los valores obtenidos en el Disefio 1, por lo que
no se continda trabajando en esta region.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 7-19. Superficie de respuesta obtenida al evaluar multiples respuestas: maximizacion de xilosacaridos
presentes y minimizacion de absorbancia a 280nm.

7.3.4. Andlisis de la distribucidon de pesos moleculares en los
extractos obtenidos.

La Figura 7-20 muestra el cambio en el aspecto de liquido obtenido como resultante de las
etapas de purificacion del licor realizada previo a la determinacién de pesos moleculares.

Figura 7-20. Procedimiento realizado al licor del tratamiento hidrotérmico para la determinacién de distribucion
de pesos moleculares de los carbohidratos disueltos en el mismo.

La Figura 7-21 se muestra el resultado de la cromatografia en capa fina realizada para una de las
muestras a analizar. En la misma se puede observar una distribucién de compuestos de pesos
moleculares diferentes y que reaccionan al orcinol, es decir que contienen carbohidratos.
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Figura 7-21. TLC de muestra de autohidrélisis (160°C, 110minutos) y estdndares a los efectos de confirmar la

presencia de carbohidratos posterior a la “limpieza” de los licores para su inyeccion en HPLC-SEC.

En la Figura 7-22 se muestran los cromatogramas y distribucion de pesos moleculares de dos

muestras a 160 °C y distintos tiempos de extraccion.
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Figura 7-22. Cromatogramas y distribucion de pesos moleculares de dos muestras de autohidrdlisis realizadas a
160 °C. La primera corresponde a 60 minutos y la segunda a 120 minutos a temperatura maxima de 160 °C.
Determinacion con columna Biorad Aminex 42A.

Si a modo de ejemplo se tabulan los valores de los pardmetros caracteristicos de la distribucidn
de pesos moleculares obtenidos por las muestras de autohidrdlisis a 160 °C, se obtienen los
valores presentados en la Tabla 7-5. En la misma Mn indica el peso molecular promedio, Mw el
peso molecular promedio ponderado y Mz y Mz+1 son los pesos moleculares promedios mas
altos obtenidos.

Tabla 7-5. Distribuciéon molecular de los licores de autohidrélisis a 160 °C de temperatura maxima. Determinacion
con columna Biorad Aminex 42 A.

tiempo a T max. Mn (Da) Mw (Da) Mz (Da) Mz+1 (Da) Mw/Mn
15 129 326 930 1220 2,5
45 187 435 1509 2304 2,3
60 221 907 2139 2440 4,1
90 237 789 1975 2386 3,3
90 231 709 1854 2332 3,1
105 182 646 2010 2493 3,5
120 215 717 1963 2379 3,3
150 183 330 1123 2162 1,8
180 206 784 2033 2385 3,8

Estos valores no tienen una tendencia clara y como se observa en los cromatogramas, existen
incertidumbres por la forma de los picos en el tiempo muerto del cromatograma. Esta forma se
puede explicar por un desdoblamiento producido del pico de tiempo muerto o por la presencia
de compuestos de carbohidratos de mayor peso molecular al que puede separar esta columna.

Para despejar estos interrogantes, se decidié trabajar con 3 columnas PSS (MCX 1000A) en serie,
utilizando agua como fase mévil a un flujo de 0,6 mL/min y 35 °C de temperatura. La deteccidn
se realiza de igual forma que en el caso de la columna anterior. Segun el fabricante, conectando
estas tres columnas en serie se consigue determinar los pesos moleculares de hasta 10000 Da.
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En este caso, la curva de calibracién se realiza por 10 puntos, agregando, ademas de los
estandares mencionados de xilosa a xilopentosa, los estandares de la sal sédica de sulfato de
poliestireno de la marca PSS que corresponden a los pesos moleculares: 1830 Da, 3610 Da, 6520
Da, 7930 Da y 10600 Da. A pesar de usar estandares de dos tipos quimicamente distintos se
obtiene una buena linealidad en la curva de calibracién (R?= 0,98). En la Figura 7-23 se muestran
los cromatogramas vy la distribucidon de pesos moleculares de dos muestras obtenidas realizando
el tratamiento hidrotérmico a 160 °C.
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Figura 7-23. Cromatogramas y distribucion de pesos moleculares de dos muestras de autohidrdlisis realizadas a
160 °C. La primera corresponde a 60 minutos y la segunda a 120 minutos a temperatura maxima de 160 °C.
Determinacion realizada en columnas PSS.

Como puede observarse ahora, los cromatogramas tienen mejor calidad analitica (no se aprecia
el ruido de los cromatogramas anteriormente obtenidos) y no existen mayores incertidumbres
acerca del pico correspondiente al tiempo muerto. En los cromatogramas de todas las muestras
analizadas se observaron distribuciones multimodales. Este comportamiento es tipico de este
tipo de muestras y ha sido reportado previamente (Li, Converse and Wyman, 2003; Leschinsky,
Sixta and Patt, 2009).

Al graficar los valores de los parametros caracteristicos de la distribucion de pesos moleculares,
se observan tendencias claras, como se indican en la Figura 7-24.
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Figura 7-24. Distribucion de pesos moleculares medios ponderados de los licores de autohidrdlisis en funcion del
tiempo de extraccion, a distintas temperaturas. Determinacion realizada en columnas PSS.

No se muestran los valores a temperatura de 140 °C ya que dan cromatogramas con muy baja
relacion sefial/ruido y los parametros obtenidos no son coherentes, factiblemente por la baja
concentracién de azucares en el licor.

Se observa que, para cada temperatura, al aumentar el tiempo de hidrdlisis bajé el peso
molecular ponderado (Mw), lo cual es de esperar ya que las cadenas de xilanos se acortan. La
misma conclusién se puede observar si se comparan los valores obtenidos a las 3 temperaturas
reportadas a un tiempo determinado, el Mw bajé al aumentar la temperatura. Chen et al. (Chen,
Lawoko and van Heiningen, 2010) encontraron una tendencia similar trabajando con chips de
maderas del sur de Estados Unidos a 160 °C. Leschnisky et al. (Leschinsky, Sixta and Patt, 2009)
reportaron Mw de 1400, 900 y 400 Da, trabajando con factores P de 300, 600 y 1500,
respectivamente. Estos valores estdn muy alineados con los encontrados en nuestro trabajo.

En la Figura 7-25 se muestra como varié la distribucion de los pesos moleculares de los
xilosacaridos en el licor en 4 muestras (a 160 °C a 60 y 120 minutos, 165 °C, 60 minutos y una
muestra con un mayor contenido de xilosa, el licor extraido a 170 °C, 60 minutos).

7-26



100

8 9%
8
T 80
3
® 70
o
0
° 60
o
=
> 50
3
= 40
s
‘0
ES
2 20
£
a 10
0 —
P=295 P =388 P=530 P =937

M Xilosa ®DP2 DP3 mDP4 DP5-8 mDP8-10 mDP>10

Figura 7-25. Distribucion de pesos moleculares en licores del tratamiento hidrotérmico. (Factor P = 295: licor
extraido a 160 °C, 60 minutos; Factor P= 388: 165 °C, 60 minutos; Factor P= 530: 160 °C, 60 minutos y Factor P=
937: 170°C, 60 minutos). El grado de polimerizacidn se calculé tomando la anhidroxilosa como unidad de
polimerizacion.

De la distribucion de los pesos moleculares de la Figura 7-25 se puede mencionar que a P = 300,
el 40 % de los xilosacdridos se encontraba con un grado de polimerizaciéon superior a 10,
mientras que para el factor P de 530 o mayores, aproximadamente el 25 % de los xilosacdridos
presentes estaba con un DP > 10. Por otra parte, es visible claramente, que el contenido de xilosa
se incrementd con la intensidad del tratamiento como fue comentado previamente. La
distribucién de los oligosacaridos con DP entre 2 y 10, no sigue un patrén determinado, aunque
se puede mencionar que entre un 30y 55 % de los xilosacdridos se encontraron en esta fraccién
en las muestras indicadas en la Figura.

Hay poca bibliografia disponible que discuta los pesos moleculares obtenidos en tratamientos
hidrotérmicos con madera. Testova et al. (Testova et al., 2011) realizaron el tratamiento
hidrotérmico sobre chips de abedul y encontraron que a P= 200, mas del 70 % de los
xilosacdridos presentes tenian un grado de polimerizacién mayor a 4, mientras que a P= 1000,
mas del 50 % se encontré como xilosa, la fraccién con DP > 4 era menor al 5 % y el resto se
encontraba distribuido como xilobiosa y xilotriosa. Por su parte, Chen et al. ((Chen, Lawoko and
van Heiningen, 2010), trabajando con la mezcla de chips de madera del sur de Estados Unidos
ya mencionado, encontraron que los licores extraidos a 160 °C y 40 minutos contenian
fundamentalmente xilosacaridos con un DP > 22, mientras que los licor extraido a 160 °Cy entre
80 y 90 minutos estaban compuestos principalmente por xilosacaridos con un DP < 7.

7.3.5. Estudio de las cinéticas de hidrolisis de los compuestos de
xilanos.
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A fin de utilizar la biomasa como materia prima para la produccién de productos quimicos y
energia, es importante entender la cinética de fraccionamiento de la madera. Se han propuesto
varios distintos modelos cinéticos para la extraccion de las hemicelulosa (particularmente
xilanos) y celulosa (glucosa) de materiales lignoceluldsicos que son validos tanto para un
tratamiento de autohidrdlisis como para la hidrélisis acida, ya que la quimica de estos dos
tratamientos es la misma (Abatzoglou et al., 1992; Garrote, Dominguez and Parajo, 1999; Tunc,
2008; Vallejos et al., 2015; Zanuso et al., 2017). Las hemicelulosas son mas vulnerables a la
hidrélisis que la celulosa durante el tratamiento con acido diluido. Por lo tanto, el tiempo para
la hidrdlisis de las hemicelulosas es mucho mas corto, lo que permite el aislamiento selectivo de
las hemicelulosas de la madera mediante prehidrélisis de los materiales lignocelulésicos,
mientras tanto la celulosa y la lighina permanecen principalmente en la fase sélida.

Modelo 1:

Con el fin de correlacionar los datos experimentales, se han propuesto varios modelos cinéticos
para la separacion de xilanos de los LCM. Un modelo simple es el modelo de Conner (Conner,
1984). Este modelo propone dos reacciones de primer orden en serie para describir la hidrdlisis
de hemicelulosas.

. kx . kp iy
Hemicelulosas ——— Xilosa —— Productos de degradacion

Siendo la velocidad de formacién de xilosa en la primera ecuacion:

X, Ecuacién 7-4
Ry=———=kyxX,

Jat

con X, el contenido de xilanos del sélido.
Y la velocidad de descomposicion de xilosa en productos de degradacién (furfural, etc.) es:

_ 0Xilosa —k Ecuacion 7-5
Rp = _T = Kp * Axilosa

El ajuste de los valores experimentales y los valores dados por el modelo se muestra en las
Figura 7-26y 7-27.
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Figura 7-26. Xilanos remanentes en el sélido luego del tratamiento hidrotérmico. Puntos indican valores
experimentales, lineas indican el modelo ajustado.
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Figura 7-27. Xilosacaridos presentes en el licor extraido luego del tratamiento hidrotérmico. Puntos indican valores
experimentales, lineas indican el modelo ajustado.

Los ajustes obtenidos no son malos para lo simple del modelo, pero como se puede apreciar,
tienen desviaciones fundamentalmente a tiempos de extraccién altos, que es donde comienza
a darse la formacion de furfural y productos de descomposicidn. No se presenta el ajuste de la
Ecuacién 7-5 ya que el modelo no ajusta bien debido a la calidad de los datos.
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Resolviendo la Ecuacidn 7-4 para los diversos tiempos obtenidos a cada una de las temperaturas
de trabajo analizadas se obtiene una k promedio para cada temperatura. Graficando el
logaritmo de éstas en funcion del inverso de la temperatura, asumiendo una variacién de las
constantes cinéticas con la temperatura del tipo Arrhenius, se obtiene el grafico de la Figura
7-28 . El coeficiente de correlacion (R*= 0,99) indica que se verifica una cinética de primer orden
para este modelo y se confirma el comportamiento del tipo Arrhenius de la constante cinética.

Determinacidn de la constante cinética k,

14,0
y = 14955x - 29,865
12,0 R2=0,9924
10,0 —
8,0 .

6,0

-In(k)

o
4,0 »
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0,0
0,0020 0,0025 0,0030

1/T (1/K)

Figura 7-28. Grafico de variacion de las constantes cinéticas para la degradacion de xilanos de la madera en funcién
de la temperatura. La variacion lineal del logaritmo de las constantes cinéticas con el inverso de temperatura
confirma una reaccién de orden 1.

Para la determinacion de kp se cuantifican los productos de descomposicién como furfural
exclusivamente y se utilizan solo las temperaturas de 160, 165y 170 °C, que es donde se aprecia
su formacién. Se realiza el mismo procedimiento que para la determinacién de ky, utilizando
ahora la Ecuaciéon 7-5, obteniéndose el grafico de la Figura 7-29. El ajuste a la linealidad en este
caso es peor, pero hay que tener en cuenta de que se esta considerando que los productos de
descomposicion corresponden solo a furfural y que este a su vez no se degrada a otros
productos.
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Figura 7-29. Grafico de variacion de las constantes cinéticas para la degradacion de la xilosa a productos de
descomposicion (calculado como furfural en este caso) en funcidn de la temperatura. La variacion lineal del
logaritmo de las constantes cinéticas con el inverso de temperatura confirma una reaccion de orden 1.

Modelo 2

Se considerard el modelo sugerido por Mittal et al. ((Mittal et al., 2009) para la autohidrélisis de
chips de madera de arce. En el mismo se supone que la xilosa se forma por dos vias: por un lado,
directamente a partir de los xilanos que componen la madera y en la segunda se da primero la
formacidn de los oligosacaridos y posteriormente se hidrolizan para producir la xilosa. La xilosa
se degrada parcialmente en furfural. Este mecanismo esta representado en la Figura 7-30.

xilosa furfural

oligo

Figura 7-30. Reacciones propuestas en el modelo 2 para la solubilizacién de xilanos del aserrin de eucalipto.

Se consideran en este caso las cinéticas de reaccion de orden 1. Planteando entonces las
ecuaciones de velocidad correspondientes obtenemos las ecuaciones 7-6 a 7-9.

X, Ecuacién 7-6
o7 = U+ ko) * [Xn — (1 = @)X eucal
0Xo1i Ecuacién 7-7
aotlgo =k, [Xn -(1- a)Xn,euca] - k3Xoligo
0Xxilosa Ecuacién 7-8

ot = k2 [Xn - (1 - a)Xn,euca] + k3Xoligo - k4Xxilosa
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aXfurfural _ Ecuacion 7-9
ot - k4Xxilosa

siendo a la fraccion de xilanos de la madera susceptible de solubilizarse (Mittal et al., 2009;
Vallejos et al., 2015), X, euca: €l contenido de xilanos en la biomasa inicial, X,: el contenido de
xilanos remanentes en el sélido tratado, Xoiigo , Xxitosa Y Xurfurai: €1 contenido de xilooligosacaridos,
xilosa y furfural en el licor extraido respectivamente.

Resolviendo las ecuaciones diferenciales, utilizando para ello la calculadora de ecuaciones
diferenciales de Wolfram Alpha Widgets ® y la herramienta Solver de Microsoft Excel®, se llegan
a las constantes que se muestran en la Tabla 7-6.

Tabla 7-6. Constantes obtenidas al resolver las ecuaciones cinéticas en el rango entre 140 -170 °C.

140 °C 160 °C 165 °C 170°C
k1 2,14E-03 3,24E-02 4,29E-02 2,89E-01
k2 0,00E+00 0,00E+00 1,00E-10 0,00E+00
ks 2,06E-06 3,49E-03 7,52E-03 1,63E-02
ks 1,00E-10 8,62E-05 1,62E-04 5,56E-04
a 1,00 0,62 0,64 0,60

El ajuste de los valores experimentales y los valores dados por el modelo se muestra en las Figura
7-31a7-34.
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Figura 7-31. Xilanos remanentes en el sélido luego del tratamiento hidrotérmico. Puntos indican valores
experimentales, lineas indican el modelo ajustado.

% XOS (b.m.s.)
2 worcr 00 N®
o o o o o o o o

o
[=)

50

® 140°C

=140 °C modelo

Xilooligomeros (XOS) en el licor

100 150 200
tiempo (min)

160 °C ® 165°C ® 170°C

160 °C modelo

165 °C modelo 170 °C modelo

Figura 7-32. Xilooligémeros presentes en el licor extraido luego del tratamiento hidrotérmico. Puntos indican
valores experimentales, lineas indican el modelo ajustado.
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Figura 7-33. Xilosa presente en el licor extraido luego del tratamiento hidrotérmico. Puntos indican valores
experimentales, lineas indican el modelo ajustado.
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Figura 7-34. Furfural presente en el licor extraido luego del tratamiento hidrotérmico. Puntos indican valores
experimentales, lineas indican el modelo ajustado.

Del ajuste del modelo establecido, se puede concluir que la reaccion de solubilizaciéon de los
xilanos para dar directamente xilosa como producto de reaccidén, con constante cinética k2, no
ocurre de forma apreciable, ya que la constante k; es varios ordenes de magnitud inferior a la
constante k; de la reaccidn paralela; por lo que puede descartarse esta reaccién.

7-34



Al graficar las constantes cinéticas ki, ks y ks en funcion de la temperatura (se descarta k; por lo
mencionado previamente), se constata un comportamiento lineal, lo que confirma que las
constantes cinéticas cumplen el comportamiento de la ecuacion de Arrhenius (Figura 7-35). Los
pardmetros correspondientes pueden ser obtenidos a partir de la expresidn analitica de la

ecuacion lineal para cada temperatura.

Constantes cinéticas vs. temperatura de trabajo
5,00
y = 15508x - 31,707
4,00 R2=0,9646
__ 3,00
x
£
' 2,00
y=11750x - 25,717
1,00 R2=0,9361
[}
0,00
0,002200 0,002250 0,002300 0,002350 0,002400 0,002450
1/T (1/K))
® ki k3 k4 ——Lineal (k1) Lineal (k3) Lineal (k4)

Figura 7-35. Comportamiento tipo Arrhenius de las constantes cinéticas en funcion de la temperatura.
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7.4. Conclusiones sobre los tratamientos hidrotérmicos
realizados.

Se ensayaron diversas condiciones de hidrdlisis de aserrin de eucalipto con agua. A partir de los
resultados obtenidos se concluye que se obtiene una remocidn considerable de xilanos a partir
de 140 °C de temperatura, encontrandose a esta temperatura fundamentalmente en forma de
oligdmeros. A 160 °C se lograron concentraciones mayores de compuestos de xilosa en el
extracto obtenido, de alrededor de 8 — 12 % (b.m.s.), encontrandose los mismos en forma de
oligosacaridos o polimeros para tiempos menores a 90 minutos, mientras que a tiempos
superiores comienzan a aumentar sensiblemente la concentracién del mondmero. A
temperatura alta y tiempos de reaccidn elevados comienza la formaciéon de compuestos de
degradacion, furfural y en menor extension HMF, aunque siendo la misma siempre menor a 1%
(b.m.s.). Existié también una remocion significativa de grupos acetilos que alcanza el 95% del
contenido total de la madera.

De acuerdo con el disefio estadistico realizado (Disefio 1), la mejor condicién a los efectos de
maximizar el contenido de xilosacaridos en el licor, mientras se minimiza el contenido de xilosa
y a absorbancia a 280 nm (indicativo de presencia de compuestos fendlicos) es la condicion de
165 °C de temperatura y 60 minutos. En esta condicion el licor extraido contiene 9,5 % de
xilosacdridos (b.m.s), de los cuales 7,2 % se encuentran en la forma de oligosacaridos.

Referente a los pesos moleculares, en las condiciones de autohidrdlisis analizadas, las muestras
presentaron un maximo de Mw de aproximadamente 2400 Da (DP = 18) y a medida que
aumenta la intensidad de la reaccidn, ya sea por aumento de tiempo a una misma temperatura
o de temperatura a un mismo tiempo, las muestras se hidrolizan hasta llegar a pesos
moleculares ponderados en la muestra de alrededor de 500 Da (lo que indicaria un grado de
polimerizacion de 3-4). De la distribucidon de pesos moleculares se observé un alto porcentaje
de xilosacaridos con grado de polimerizacién de 10 o mas en las condiciones mds suaves
analizadas (factor P = 295 y menores), mientras que predomind la xilosa o los xilooligosacaridos
de DP > 5 en las condiciones de trabajo realizadas a mayor temperatura y tiempo de extraccién
(factor P =935 y mayores).

El estudio cinético confirmd las cinéticas de degradacidn de xilanos de orden 1. Se ensayaron
dos modelos de la bibliografia y se logré un buen ajuste de estos. Del modelo 1 que es el modelo
mas sencillo por considerar, se logré comprobar que las ecuaciones siguen una cinética de orden
1 y que las constantes de velocidad tienen una dependencia con la temperatura del tipo de
Arrhenius. El modelo 2 permite un mejor ajuste de los datos experimentales. De los mismos se
pudo determinar que la ruta de formacion de xilosa a partir de xilanos sin pasar por la formacién
de xilooligosacaridos se da en muy poca o nula extensién. Se confirmé también que el modelo
se puede representar con reacciones de orden 1y que las constantes involucradas siguen un
comportamiento del tipo Arrhenius con la temperatura.
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8. PRETRATAMIENTOS: EXPLOSION DE VAPOR

Este trabajo fue parte del Proyecto de Investigacion ANII-FSE_1_ 2016 1 131996- “Produccion y
recuperacion in situ de biobutanol combustible a partir de eucalipto”. En este documento se
analizard el efecto del pretratamiento de explosion de vapor sobre pequefias fracciones de
Eucalyptus Grandis fundamentalmente desde el punto de vista de recuperacion de
hemicelulosas. Cabe sefialar que el enfoque del proyecto es en una dptica de biorrefineria, donde
se busca la valoracion simulténea de todos los componentes principales de la biomasa.

Del trabajo realizado en este proyecto surgié una publicacion en revista referada:

CEBREIROS F.; RISSO F.; CAGNO M.; CABRERA M.N.; ROCHON E.; JAUREGUI G.; BOIX E.; BOTHIG
S.; FERRARI M.D.; LAREO C.; (2020); “Enhanced production of butanol and xylosaccharides from
Eucalyptus grandis wood using steam explosion in a semi-continuous pre-pilot reactor”; Fuel;
doi: 10.1016/j.fuel.2020.119818.

8.1. Objetivos especificos

e Analizar el pretratamiento por explosion de vapor de biomasa de Eucalyptus grandis para la
separacion y recuperacion de las distintas fracciones de la biomasa lignoceluldsica,
particularmente las hemicelulosas.

e Estudiar los productos formados en las fases liquidas y sélidas obtenidas en los ensayos de
explosidn de vapor realizando el pretratamiento a distintas temperaturas.

e Estudiar la formacién de mono y oligosacdridos de xilosas, acidos alifaticos y productos de
degradacién de los azucares.

e Evaluar la distribucion de pesos moleculares en los licores obtenidos.

8.2. Metodologia

8.2.1. Preparacion y caracterizacion de la biomasa utilizada.

Se utilizaron trozas de madera de eucalipto (Eucalyptus grandis) con edad de corte de 10 afios,
de plantaciones con fines pulpables, proporcionadas por el Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay
(LATU). Las mismas fueron chipeadas y molidas. La molienda del material fue establecida por el
personal del LATU, a los efectos de que el mismo fuera capaz de poder utilizarse en el equipo de
explosién de vapor. El material molido obtenido fue secado en un secador de bandejas, a 38°C
hasta 8% de humedad (humedad de equilibrio). Una vez seco se almacend en recipiente cerrado
a temperatura ambiente hasta su utilizacién. Se determind la distribucion del tamano de
particula mediante una zaranda automatica; la misma se presenta en la Figura 8-1.
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Figura 8-1.Distribucion del tamafio de particula de la biomasa de eucalipto utilizada.

Comparando con la distribucion de tamafios de los pinchips industriales, provenientes de

plantas de pulpa de celulosa industriales, que se utilizaron en los tratamientos alcalinos, se
concluye que la distribucidon de tamafios es similar.

El material se caracterizdé quimicamente determinandose para ello el porcentaje de extractivos
de acuerdo con la norma TAPPI T-204.0m07, utilizando etanol y agua como solventes, cenizas (T
211 om-02), carbohidratos y lignina segin NREL/TP-510-42618 (2012), midiéndose la lignina
soluble en acido a 205nm de acuerdo con TAPPI-UM250. La Tabla 8-1 muestra las caracteristicas
de la biomasa utilizada.

Tabla 8-1. Composicion quimica de la biomasa utilizada (n=3).

Componente %*to

Extractivos (etanol/agua) 3,8+0,3
Cenizas 0,5+0,1

Lignina soluble 3,0+0,1
Lignina insoluble 24,2+0,9
Lignina total 27,2+0,9
Xilanos 14,8 £0,5
Glucanos 41,5+0,3
Arabinanos 0,6+0,1
Grupos acetilo (como HAc) 3,6+0,6




8.2.2. Descripcion del reactor de explosion de vapor utilizado.

El equipamiento utilizado es un reactor de explosion de vapor semicontinuo, Advance Bio
Systems LLC, modelo $1401-D2011, instalado en la Planta Piloto del LATU (Montevideo). Tiene
una capacidad aproximada de 10 kg / h, una presién de trabajo maxima de 15 bar, y un tornillo
de velocidad variable para regular el tiempo de residencia. La presién de trabajo es regulada con
vapor. El control del sistema es por PLC. Posterior al tratamiento, el sélido explotado se colocé
en un tejido de 65% poliéster y 35% algoddn, 180 g / m?y fue prensado a 200 kg/cm? de presion,
de manera de separar la mayor parte del liquido posible. Este procedimiento se repitid 5 veces.
La fraccidn sélida se lavé tres veces con agua a 60 °C en una proporcion de 5: 1 (agua: biomasa
seca en kg), usando una hormigonera portatil durante 5 minutos. Posterior a cada lavado se
prensé a 200 kg/cm? para remover el agua de lavado, la cual fue recogida y analizada.

Figura 8-2. Reactor de explosion de vapor utilizado.

Sobre el sélido remanente se determind el rendimiento de la extracciéon y se caracterizd
guimicamente de acuerdo con la misma metodologia que al material de partida. En la fraccion
liquida (licor), condensado y en las aguas de lavado se determind pH, sélidos totales (a 105°C),
carbohidratos presentes en el extracto como mondmeros, carbohidratos totales y productos de
degradacién. Para la determinacién de carbohidratos monoméricos y totales y productos de
degradacion se utilizé el procedimiento NREL/TP-510-42623, con la salvedad que se utilizd
Unicamente la columna Aminex 87H para todas las determinaciones.

Para la determinacién de los compuestos fenélicos en los licores y aguas de lavado se utilizo el
procedimiento de Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965), que permite determinar los mili
equivalentes de acido galico presentes en los licores. No se utilizd la técnica de Alen-Hartus,
utilizada en los otros pretratamientos, ya que en esta sdlo es posible determinar el nivel de
absorbancia de la solucién a 280 nm y como en los ensayos de explosién a vapor hay que
considerar no sélo el licor extraido sino también las aguas de lavado, ya que una fraccidn muy
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importante de los compuestos se encuentra presente en estas, no era factible de obtener datos
comparables utilizando esta ultima técnica.

Se determiné la distribucién de pesos moleculares de los licores obtenidos mediante la técnica
de HPLC-SEC con detector RID, utilizando una columna Bio-Rad Aminex HPX-42A, agua como
fase mévil y trabajando a 60 °C de temperatura y un flujo de 0,6 mL/min. Se utilizé en serie el
detector UV a 280 nm a los efectos de determinar la presencia de compuestos fendlicos en las
muestras. Se realizd una curva de calibracién utilizando como estandares: xilosa (Sigma Aldrich)
y xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa y xilopentosa (Megazymes, Irlanda) disueltos en agua, en una
concentracion de 1 g/L. La muestra es tratada de igual forma que en el apartado de
“Tratamiento Hidrotérmico”.

8.2.3. Tratamientos realizados

Para evaluar este pretratamiento se trabajé tomando como variable la temperatura en el
reactor, trabajandose a 180, 190 y 200°C, con un tiempo de reaccion fijo de 10 minutos. En este
caso es muy dificil aplicar el concepto de factor P, ya que no es posible medir en linea la
temperatura del material previo a su entrada al reactor, por ello se trabajo utilizando el
concepto de factores de severidad So que se define como el logaritmo del factor de severidad
Ro y cuya definicidn se indica en la revision bibliografica. Los factores de severidad utilizados
fueron 3,36; 3,65 y 3,94 respectivamente. El material contenia inicialmente 21% de humedad,
lo que implica una relacion licor/madera (L/W) inicial de 3,7, aunque este aumenta con el
tiempo por la aplicacién de vapor. Este valor esta condicionado por la forma de funcionamiento
del reactor.

Cada tratamiento y los analisis correspondientes se realizaron por duplicado.

8.3. Resultados y discusion

La Figura 8-3 muestra una imagen del material explotado y de los liquidos obtenidos luego de
la explosion y lavados y una muestra del condensado recogido durante el tratamiento.

El material a la salida del reactor de explosién se presentd como un sélido mojado (lodo), el cual
es necesario prensar para remover el liquido. El sélido disminuye notoriamente su tamafio como
consecuencia del tratamiento de explosién. El licor extraido por prensado fue mas brillante que
el que se obtiene por el tratamiento hidrotérmico sin explosion. Como se observa en la figura,
las aguas de lavado son coloreadas.
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Figura 8-3. lzquierda: Soélido resultante de la explosidon a 180 °C de aserrin de Eucalyptus Grandis. Derecha:
condensado recogido de salida del condensador, licor extraido de la primera prensada, agua de lavado de los 3
lavados realizados, correspondientes a explosion de vapor a 180 °C.

Por las caracteristicas de operacion del reactor, es muy inexacto calcular el rendimiento de
recuperacion como se ha hecho en los tratamientos precedentes, considerando el rendimiento
del ensayo en funcidn de la masa de entrada al reactor y la masa luego del tratamiento. Por un
lado, la masa de entrada al reactor se cuantifica por una celda de carga, que tiene cierta
oscilacion por las vibraciones propias del sistema de explosion. La masa de salida se determina
considerando la masa que se recoge a la salida del reactor. Sin embargo, queda masa adherida
en las paredes del reactor que no es factible de recuperar. Como el sistema de operacion es
semicontinuo, esta masa adherida no es constante en la operaciéon. Para el calculo de
rendimiento se operd el reactor en las mismas condiciones que en las experiencias de trabajo
en cuanto a temperaturas utilizadas y tiempo de residencia, pero dejando un tiempo total de
corrida mucho mayor, alrededor de 60 minutos en condiciones estacionarias. Luego se limpié el
reactor con vapor y se colectan todas las fracciones. Por otro lado, se cuantificé la masa que se
cargo a la tolva de ingreso al reactor y la que queda remanente luego de este ensayo en una
balanza separada del reactor. Los resultados de los calculos de rendimiento de explosidén en cada
temperatura de trabajo, expresados como la recuperacién de sélidos luego del tratamiento se
indican en la Tabla 8-2.

Tabla 8-2. Recuperacion de sélidos luego del tratamiento de explosion por vapor.

Condicion de explosion Recuperacion de sélidos (% * ¢ )
(b.m.s.)

180 °C, 10 minutos 79,9+4,3

190 °C, 10 minutos 72,0+1,0

200 °C, 10 minutos 73,4+7,6

La recuperacién de sdlidos se encuentra en el rango esperado a lo reportado en la bibliografia
para madera de latifoliadas (Emmel et al., 2003; Romani et al., 2013; Chiarello et al., 2016). A
modo de ejemplo, Chiarello et al. (Chiarello et al., 2016) trabajando con chips de Eucalyptus
urograndis y con un factor de severidad un poco mayor, de 3,94 (210°C, 5 minutos), reportaron
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un rendimiento de recuperacién de sélidos del 61,5%. Romani et al. (Romani et al., 2013)
reportaron una recuperacién de sélidos entre 57,5 y 76,3%, trabajando con pequefias astillas
(menores a 8mm) de Eucalyptus globulus y con severidades So entre 3,52 y 4,83.

Como era de esperar, la recuperacion de sélidos a 180 °C fue la mas elevada. Sin embargo,
contrario a lo esperado, fueron iguales en las corridas a 190 y 200 °C, considerando los errores
experimentales. Normalmente, al aumentar la intensidad del tratamiento, la recuperacién de
solidos es menor dado que una mayor fraccién se solubiliza pasando a la fase liquida. Se
entiende que estas desviaciones fueron producto del tipo de reactor utilizado, por lo expuesto
acerca de fracciones de biomasa que quedan adheridas en las partes internas del reactor y son
dificiles de remover. Esta deposicidn en las paredes depende de la intensidad del tratamiento,
ya que se pudo apreciar visualmente que, a mayor intensidad, el tamafio de particula del sélido
luego de la explosidn fue bastante menor. Por otro lado, puede verse que la desviacién estandar
de las medidas de rendimientos fue importante. La adhesién de fibras a las paredes del ciclén o
del reactor de explosidon y variaciones en el rendimiento o rendimientos menores a los
esperados, ha sido reportado por otros autores (Emmel et al., 2003; Ruiz et al., 2008; Horn and
Eijsink, 2010; Stoffel, 2016).

La caracterizacién quimica de los sélidos obtenidos luego de las experiencias se muestra en la
Figura 8-4.

Composicion quimica de los sdlidos post explosion
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Figura 8-4. Composicion de los sélidos obtenidos luego de la explosidon por vapor. Los resultados estan en base
masa seca del material original y llevados a un total de 100 % en cada caso.

El contenido remanente de xilosacéridos en los sélidos luego de la explosidn, expresados como
xilanos, fue de 5,9, 3,8 y 3,0% b.m.s. para las temperaturas de 180 a 200°C respectivamente,
mientras que el de los grupos acetilos fue de 1,5, 0,7 y 0,4%. De esta forma, se logré una
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solubilizacion de las hemicelulosas del 60 a 80 % y de 60 a 90 % de los grupos acetilos, ambos
respecto a su contenido original en la madera. En las temperaturas utilizadas, su solubilizacién
aumenté al aumentar la severidad del tratamiento. Estos resultados son similares a los
reportados en la bibliografia. En el trabajo de Romani (Romani et al., 2013) recientemente
citado, se solubiliza entre el 60 y 95 % de los xilanos presentes originalmente en la madera,
trabajando hasta un factor de severidad mayor, mientras que Chiarello et al. (Chiarello et al.,
2016) reportaron una solubilizacidn de xilanos mayor al 98 % y una completa solubilizacion de
los grupos acetilos, trabajando a 210 °C durante 5 minutos. Por otro lado, los resultados
obtenidos son un poco mayores a los indicados por Martin-Sampedro (Martin-Sampedro et al.,
2012) quienes trabajando con chips de Eucalyptus globulus y con factores de severidad entre
3,14y 3,56 remueven entre 18 y 50 % de los xilanos iniciales de la madera.

La remocidn de glucanos del material sélido se encontrd entre el 10 y el 18% del contenido
original y como era de esperar, aumentd con la temperatura. Esta remocidn es no deseada ya
gue implica una pérdida de glucanos en el material sélido remanente, el que, en el concepto de
una biorrefineria integrada, es utilizado para productos de mayor valor agregado: nanocelulosa,
bioetanol, biobutanol, etc. Sin embargo, la intensidad del tratamiento permite una mayor
apertura de la estructura del material lignoceluldsico y por ende una mayor accesibilidad de las
enzimas u otros quimicos en el proceso subsiguiente.

Referente al contenido de lignina, la solubilizacion de lignina fue casi nula, entre 0 y 5 %. De
acuerdo con la bibliografia, Pereira Ramos (Pereira Ramos, 2003) sefialé que en severidades de
pretratamiento medias la lignina puede sufrir una hidrélisis parcial; mientras que a
temperaturas de pretratamiento extremadamente altas (220 - 240 °C) y tiempos de residencia
largos, comienzan a producirse reacciones de condensacién que involucran lignina,
subproductos derivados de las hemicelulosas y lignina soluble en &cido, lo que lleva a la
acumulacién de materiales poliméricos insolubles en acido, con estructuras apenas similares a
la lignina original, pero que ocasionan un aumento en la determinacion del contenido de lignina
insoluble en acidos. En este caso entendemos que se llegd solamente a una baja hidrolisis parcial
de la lignina. Comparando los valores obtenidos con los de la bibliografia, los resultados son
similares o un poco mas bajo a los reportados. Romani et al. (Romani et al., 2013) mencionan
una solubilizacién de entre 11 y 29 % de la lignina de Eucalyptus globulus, trabajando con
factores de severidad entre 3,52 y 4,83. Por su parte, Martin-Sampedro et al. (Martin-Sampedro
et al., 2012) reportaron una extraccion nula de lignina, siendo el contenido de lignina en los
materiales explotados, estadisticamente igual que en el material sin explotar.

Referente a la fraccidn liquida extraida (licor), aguas de lavado y condensado, los valores de pH
de los licores obtenidos se encontraron en el rango de 3,19 — 3,31, entre 3,00 y 3,20 para los
condensados y entre 3,30 y 4,13 para las aguas de lavado, aumentando en estas ultimas de un
lavado al siguiente, como es de esperar ya que se consiguen remover los grupos acidos presentes
en el licor. Estos valores de pH son producto de la liberacidn de grupos acetilos de las cadenas
de hemicelulosas, asi como de la liberacion de dcidos urénicos (no medido) y de la formacion de
acidos por degradacién de los azucares, como ocurre con el acido férmico.

La Figura 8-5 muestra la proporcién de compuestos que se remueve en los licores y en las aguas
de lavado, para resaltar la importancia de conservar y analizar las aguas de lavado en este
sistema. Dado que la estructura que se obtiene luego de la explosion es un sélido mojado, tipo
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lodo, es muy dificil separar totalmente el licor solo por prensado del material. En los lavados con
agitacion se logra separar los componentes ya disueltos de la matriz lignoceluldsica pero que se
encuentran ocluidos en el entramado sélido.

Distribucion de los componentes en el licor, aguas de
lavado y condensado

. M condensado
lavado 3
grupos acetilos lavado 2
= M lavado 1
M licor

xilosacaridos

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
% b.m.s.

Figura 8-5. Distribucion de los xilosacaridos y grupos acetilos en el licor extraido, aguas de lavado y condensado
recolectado. El ejemplo corresponde a la condicion de tratamiento a 190 °C y 10 minutos.

Dado que el contenido de materiales a recuperar en las aguas de lavado es alto, pero se
encuentran en baja concentracion por su mayor volumen, es importante tener en cuenta que
en una configuracién industrial, las aguas de lavado deberian reutilizarse de forma de ir
enriqueciéndolas en los compuestos de interés, evitando su mezcla con el licor ya que este se
encuentra en concentraciones aptas (entre 30 y 80 g/L) para sus posteriores tratamientos de
purificacién o de utilizacidn en sistemas biotecnoldgicos (fermentaciones, etc.).

La Figura 8-6 muestra la recuperacion obtenida de los carbohidratos y acidos alifaticos presentes
en los liquidos recolectados (sumando licor extraido, aguas de lavado y condensados) para cada
temperatura de trabajo, expresadas proporcionalmente respecto al contenido total de
carbohidratos y acidos alifaticos analizados.
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Carbohidratos y derivados presentes en el licor extraido
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Figura 8-6. Recuperacion de polisacaridos y derivados en el licor extraido, aguas de lavado y condensados.

La recuperacion de xilosacdridos (considerados en la figura como xilosa y xilooligosacaridos) en
el licor y aguas de lavado fue entrey 5,1 % en b.m.s. y 7,5 % b.m.s, presentando un maximo en
la temperatura intermedia. A 180 °C, los xilooligosacaridos (XOS) fueron los componentes
mayoritarios presentes, aunque ya se constato la presencia de xilosa producto de la hidrdlisis de
los primeros. A medida que aumentd la temperatura y como es de esperar, se incrementa el
contenido de xilosa y furfural en detrimento del contenido de los XOS. También se observaron
cantidades menores de glucooligémeros, factiblemente componentes de las hemicelulosas de
la biomasa inicial. El contenido de xilosacdridos y grupos acetilos en los liquidos extraidos fueron
un poco menores a los obtenidos por Romani et al. (Romani et al., 2013), quienes reportaron un
11 % de xilosacdridos en el licor trabajando a 180 °C y 10 minutos. Muchos autores reportan
Unicamente el contenido de los compuestos en el sélido explotado (Horn and Eijsink, 2010;
Chiarello et al., 2016) debido a que su interés se centré en la utilizacion de este material,
mientras que otros y factiblemente dada la dificultad mencionada en el célculo de rendimiento
en los reactores de explosidn de vapor, reportan los resultados obtenidos en gramos/litro de
licor obtenidos (Nunes and Pourquie, 1996; Martin-Sampedro et al., 2012; Bonfiglio et al., 2019),
lo cual no permite comparar los valores con los obtenidos en este trabajo.

La distribucién de los grupos acetilos libres y unidos a los fragmentos de xilosacdridos se muestra
en la Figura 8-7.
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Grupos acetilos en el licor
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Figura 8-7. Grupos acetilos libres y unidos (totales — libres) a las cadenas de xilosacaridos en solucién.

Al igual que en el tratamiento hidrotérmico sin explosién, a medida que aumenta la
temperatura, aumenta la remociéon de grupos acetilos hasta que se liberan completamente de
la matriz lignoceluldsica. Una vez en solucién, a medida que transcurren las reacciones de
hidrélisis de los xilosacdridos y aumenta la cantidad de mondmero, se liberan grupos acetilos de
las cadenas de los carbohidratos, aumentando la cantidad de grupos acetilos libres en solucién.

El contenido de compuestos fendlicos en solucién se presenta en la Tabla 8-3. Como fue
mencionado, la determinacidn de fenoles totales mediante la técnica de Folin- Ciocalteu permite
cuantificarlos y reportarlos como equivalentes de acido gdlico. En la Tabla se indica la suma de
los resultados obtenidos en el licor extraido y las aguas de lavado.

Tabla 8-3. Contenido de fenoles totales en las fracciones liquidas extraidas a las distintas temperaturas.

Temperatura (°C) Fenoles totales (mg eq ac. galico/g
biomasa seca inicial)
180 3,9+0,7
190 55+1,6
200 4,9+0,3

Al igual que para los xilosacdridos y derivados, asi como los grupos acetilos, se observa que la
mayor recuperacion de fenoles totales se logra a la temperatura intermedia de trabajo (190 °C).
Factiblemente, los fenoles removidos provienen de los extractivos de la biomasa (polifenoles) y
de lignina facilmente removible, posiblemente unida a las cadenas de hemicelulosas, ya que,
como se vio previamente, el contenido de lignina en la biomasa se mantuvo practicamente
inalterado.

Se analizd la distribucién de peso molecular de los licores y del agua del primer lavado de cada
tratamiento. La Tabla 8-4 muestra los resultados obtenidos para los licores a las distintas
temperaturas de trabajo y muestra también la relaciéon entre xilosa y xilosacaridos, medidos
para cada temperatura de trabajo.
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Tabla 8-4. Distribucidn de pesos moleculares en los licores obtenidos a las diferentes temperaturas de explosion.

Temperatura  Mn (Da) Mw (Da) Mw/Mn Xilosa/

(°C) xilosacaridos
(%)

180 2357 606 + 48 2,6+0,1 13+4

190 205+2 38710 1,9+0,1 33+2

200 162+ 4 248 + 16 1,5+0,1 52+4

No se incluyé en la tabla la informacién de las aguas de lavado, ya que se considerd redundante,
porque los valores obtenidos son iguales a los licores correspondientes. De esta forma se
entiende que las fracciones que quedan ocluidas en el sélido y se recuperan con los lavados,
tienen una distribucién de componentes similar al licor obtenida por prensada del lodo
resultante de la explosidn.

Previo a la discusién de los valores de la tabla, se muestran en la Figura 8-8 los tiempos de
retencién asignados a los xilooligosacaridos de los que se disponia de estdndares. En la Figura
8-9 se muestran los cromatogramas obtenidos y la Distribuciéon de Pesos Moleculares de los
compuestos en los licores extraidos a diferentes temperaturas. Los valores de las figuras pueden
diferir un poco de los presentados en la tabla, ya que en la figura se muestra una sola réplica
mientras que la tabla es promedio de las dos réplicas de explosion realizadas a las temperaturas
de trabajo.

Mezcla de estandares de xilooligosacaridos y xilosa

mvV
7.5

Figura 8-8. Cromatograma de los estandares de xilosa y xilooligosacaridos (concentracion 1 g/L) utilizados para
realizar la curva de calibracion. Picos asignados: 1: tiempo de retencion del instrumento, 2: xilopentosa, 3:
xilotetraosa, 4: xilotriosa, 5: xilobiosa, 6: xilosa
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Figura 8-9. Cromatogramas y grafico de distribucion de pesos moleculares para los licores obtenidos a 180, 190 y
200 °C. Como referencia, el tiempo de retencion de 16,9 corresponde a la xilosa. Hacia la derecha compuestos de
menor peso molecular y hacia la izquierda de mayor peso molecular. El primer pico que se observa en los
cromatogramas no se integra ya que corresponde a la seiial de tiempo muerto del equipo.
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La distribucidon de pesos moleculares de hemicelulosas obtenidas mostré que el liquido del
pretratamiento llevado a cabo a 180°C presentd un peso molecular ponderado de 606 Da y se
pudieron ver las sefiales de varios oligosacaridos a la izquierda de la xilosa, e incluso en la zona
cercana al tiempo de retencién del instrumento se observaron las sefales de compuestos de
mayor peso molecular que los determinados con la curva de calibracion. A la izquierda del pico
de xilosa aparecen dos picos que corresponden a un peso molecular menor, factiblemente
acidos acético y férmico. Al aumentar la temperatura de pretratamiento, el peso molecular
ponderado disminuyd, lo cual era esperable ya que se favorece la cinética de hidrdlisis de los
oligosacdridos presentes en el liquido y los compuestos se encuentran mayoritariamente como
mondmeros. Este hecho se comprobd dado que comenzd a prevalecer el pico correspondiente
a xilosa. Se encontré que, llevando a cabo el pretratamiento a 200°C, se obtiene en el liquido
un peso molecular ponderado de hemicelulosas de 248 Da, donde predomind el pico
correspondiente a la xilosa. La polidispersidn en este caso resultd ser de 1,53, lo que indicé una
distribucidon de pesos moleculares estrecha. De acuerdo con el andlisis de carbohidratos por
HPLC hidrolizando y sin hidrolizar de la muestra, se encontré que el 52 % de los xilosacaridos a
200 °C (Tabla 8-4) correspondieron a xilosa. Unificando este resultado con los obtenidos de la
distribucidn de pesos moleculares, se puede indicar que un alto porcentaje del 48% restante
corresponde a xilooligosacdridos con un grado de polimerizacion menor o igual a 4
(considerando la xilosa como unidad de polimerizacién). En la Figura 8-10 se muestra la
distribucidn relativa de la xilosa y los xilooligosacaridos obtenida a las diferentes temperaturas
de trabajo.

Distribucion relativa de los xilosacaridos
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Distribucion de xilosa y xilooligosacaridos (%)

M Xilosa m Xilobiosa Xilotriosa Xilotetraosa ™ Xilopentosa ® DP>5

Figura 8-10. Distribucion del nivel de polimerizacion (DP) de los xilosacaridos presentes en los licores obtenidos a
las diferentes temperaturas de explosion de vapor.

Por otro lado, haciendo un balance de masa en cada condicién de explosion se observé que el
mismo no cierra satisfactoriamente, dado que la suma de las fracciones tanto de xilosacéridos y
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sus productos de degradacion (furfural) como de grupos acetilos en la fraccion liquida y la
fraccion sélida, no reflejan el contenido inicial de estos compuestos en la biomasa original. Este
desajuste es mas desfavorable a medida que las condiciones de pretratamiento son mas
exhaustivas. Por un lado, el desajuste en el balance de masa se puede explicar por lo ya
mencionado referente a la incertidumbre acerca de la biomasa que efectivamente ingreso al
reactor de explosién. Por otro lado, se entiende que hubo una acumulacién muy baja de furfural
como resultado de los pretratamientos, lo que indicaria que las reacciones hidroliticas (como la
deshidratacidon) predominaron sobre las reacciones de degradacion. Es conocido que la
oxidacién promueve la degradacion de la materia orgdnica en didéxido de carbono y agua y
también contribuye a la conversién parcial de pentosas en acidos carboxilicos y otros
subproductos (Pereira Ramos, 2003). Asimismo, los compuestos volatiles no pudieron
recuperarse cuantitativamente en el condensado, perdiéndose parcialmente (como el furfural y
acetilos) o totalmente (en el caso de que se hubiere formado didxido de carbono) en la
atmosfera después de la descompresion. Cabe mencionar que era notorio el olor a furfural en
la sala de trabajo mientras se realizaban los tratamientos de explosion de vapor. El hecho de no
poder recuperar todos los componentes iniciales en los tratamientos de explosion de vapor ha
sido ampliamente reportado en la literatura (Jeoh and Agblevor, 2001; Emmel et al., 2003; Ruiz
et al., 2008; Horn and Eijsink, 2010; Stoffel et al., 2017).
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8.4. Conclusiones

El tratamiento por explosidn de vapor permitié la separacion de hemicelulosas y grupos acetilos
de la biomasa, quedando casi la totalidad de la lignina y celulosa en el material sélido resultante.

En el rango de trabajo utilizado, entre 180 y 200 °C y considerando las deficiencias en
recoleccidn de todas las fracciones debido a la escala y caracteristicas del reactor de explosion
utilizado, se logra una remocién de entre 60 y 80 % de los xilanos presentes en la biomasa
original y entre el 60 y 90 % de los grupos acetilos. Respecto los liquidos colectados (licor, aguas
de lavado y condensado) se puede decir que a 190 °C se obtuvo la mayor fraccion de
xilosacdridos en los liquidos colectados. A 180 °C, la mayor parte de los xilosacdridos se
encuentran como oligdmeros, aumentando el contenido de xilosa y disminuyendo el de
oligdmeros a medida que se aumenta la temperatura de trabajo.

El andlisis de la distribucion de pesos moleculares de los licores resulta clave al momento de
elegir el licor a utilizar de acuerdo con el objetivo de produccién. En caso de querer producir
jarabe de xilosa, posiblemente sea deseable trabajar con el licor obtenido a 200 °C, mientras
que, si el objetivo es producir xilooligosacaridos, serd mas interesante utilizar el licor obtenido
a 180 °C. Por otro lado, si se quiere producir compuestos por fermentacién, por ejemplo, xilitol,
puede ser interesante utilizar el licor obtenido a 200 °C, ya que contiene una amplia cantidad
de xilosa o de xilooligdmeros de bajo peso molecular que pueden ser rapidamente hidrolizados
en el proceso de produccidn de xilitol, o tal vez convendria trabajar con el licor de 190 °C donde
el contenido de xilosa es menor pero el contenido total de xilosacaridos es mayor. Para la
produccidn de furfural (en dos etapas, ya que sino directamente se realizaria un pretratamiento
acido) hay que mejorar fuertemente el sistema de recoleccidén de compuestos volatiles previo
a sacar conclusiones de forma de tener certezas si el poco contenido de furfural a las mayores
temperaturas de trabajo se debe a reacciones de degradaciéon de éste o a que simplemente no
se pudo colectar cuantitativamente.
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9. PRETRATAMIENTOS: TRATAMIENTO CON HIDROXIDO DE
SODIO.

En este apartado se analiza el pretratamiento con hidréxido de sodio (soda) para la extraccién
de hemicelulosas a partir de residuos industriales de eucalipto.

Este trabajo consiste en establecer las condiciones (temperatura, tiempo y carga de élcali) para
la extraccion de las hemicelulosas con hidréxido de sodio en el marco de una biorrefineria
integrada, donde se conserva la fraccidn sélida luego de la extraccién para la produccién de
compuestos de valor agregado a partir de los glucanos y lignina, mientras que el licor extraido
es utilizado para valorizar las hemicelulosas.

9.1. Objetivos especificos

e Analizar cémo afectan las variables temperatura de extraccidn, carga de alcali y tiempo
al rendimiento de la extraccidn.

e Analizar los productos formados en los licores extraidos en las diferentes condiciones.

e Evaluar la distribucién de pesos moleculares de las hemicelulosas obtenidas.

9.2. Metodologia

9.2.1. Materia prima utilizada

Se utilizd biomasa proveniente de una planta de celulosa que procesa eucalipto. La planta
procesa fundamentalmente Eucalyptus grandis, y fracciones menores de Eucalyptus globulus y
Eucalyptus Dunnii, entre otros, por ello el residuo es una mezcla de estas especies, con un
contenido importante de Eucalyptus grandis. En las plantas de celulosa, durante el astillado de
los rolos de madera se generan astillas (chips). Para ser utilizadas en la produccién de celulosa,
estos chips deben tener un tamafo determinado, lo suficientemente pequefios para que
permita que ocurran las reacciones de deslignificacion en todo su volumen y lo suficienteente
grandes como para que no genren problemas mecanicos de taponamientos ni demasiado corte
de las cadenas de celulosa. De esta forma, luego de que la madera es chipeada, pasa por un
tamiz donde se separan distintas fracciones. A la fraccién que atraviesa el tamiz por su tamafio
menor a la fraccidén de chips aceptados, se le denomina pinchips. A los efectos de este trabajo,
los pinchips se secaron a 38°C en un secador piloto de bandejas hasta aproximadamente 8% de
humedad (humedad de equilibrio). El residuo se tamizé de forma de trabajar con la fraccién de
pinchips comprendidas entre 0,5 y 3,36 mm y se almacend en un lugar seco. En la Figura 9-1 se
muestra una imagen del material utilizado y la distribucion del tamafio de particulas de la
muestra.

9-1
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Figura 9-1. Pinchips de eucalipto, utilizados como material de partida.

Los pinchips se caracterizaron fisicoquimicamente de acuerdo con la metodologia indicada en el
capitulo de “Tratamiento hidrotérmico”, presentando los resultados que se indican en la Tabla
9-1.

Tabla 9-1. Composicion de los pinchips de eucalipto utilizados, n =4

Componente Promt o

Extractivos? 3,4+0,2

Cenizas 0,7+0,1

Lignina soluble 2,8+0,1

Lignina insoluble 21,9+ 0,9
Lignina Total 24,7 +0,9
Xilanos 14,5+0,4

Glucanos 41,9+0,6

Arabinanos 1,6+0,3

Grupos acetilo (como HAc) 3,1+0,1

@ EtOH/Agua

9.2.2. Extracciones realizadas

Se utilizé el reactor de aceite de silicona, que cuenta con un eje rotatorio para la insercion de 8
capsulas idénticas de 300 ml de capacidad total. El mismo fue descripto en el Capitulo de
“Tratamiento hidrotérmico”.

Se aplicé un disefio experimental factorial 33, tomando como pardmetros la temperatura
maxima de extraccion, el tiempo a esa temperatura y la carga de alcali utilizada (expresada en
porcentaje de soda sobre masa de madera utilizada). Los valores de los parametros se presentan
en la Tabla 9-2 y se muestran en la Figura 9-2. La relacion: masa de liquido total / masa de



pinchips (L/W) utilizada fue constante y se establecié en 5, por experiencia en trabajos previos.
La carga de soda se calculd segun se describe en la Ecuacién 9-1.

g de NaOH Ecuacién 9-1
% Carga de NaOH = ( ) * 100

g de aserrin seco

Tabla 9-2. Factores y niveles experimentales del disefio experimental realizado.

Nombre Unidades Niveles Bajo Medio Alto
A:Temperatura °C -1,0,+1 105,0 130,0 155,0
B:tiempo min -1,0,+1 45,0 90,0 135,0
C:Conc. NaOH % -1,0,+1 6,7 11,7 16,7

Puntos de disefio

06
02

0,2

Carga NaOH

-0.6

4 06 02 ) 06"
’ 02 0,6 1 -1 tiempo

Temperatura

Figura 9-2. Puntos del disefio factorial 3%, con temperatura, carga de soda y tiempo como variables.

Finalizada la extraccion, el material fue drenado y centrifugado a 1000 rpm, logrando separar la
fraccién solida de la liquida. Se lavé exhaustivamente con agua desionizada. En el sélido se
determiné el rendimiento de la extraccién tomando en cuenta la masa inicial seca de partida y
la masa seca obtenida posteriormente a la extraccidn, y se conservo para valorizar los glucanos
(y eventualmente la lignina) del mismo. Sobre la fraccidén liquida se determind: pH, sélidos
totales (a 105°C), absorbancia a 280 nm, carbohidratos totales (derivados de xilosa, glucosa,
arabinosa), acidos organicos (acético y férmico) y productos de degradacion (furfural e
hidroximetilfurfural (HMF)). Para la determinacién de carbohidratos totales, acidos organicos y
productos de degradacidn se utilizé el procedimiento NREL/TP-510-42623, con la salvedad que
se utilizé Unicamente la columna Aminex 87H para todas las determinaciones. La expresion
“b.m.s” refiere a que los resultados se expresan en porcentaje de la masa de madera de partida
en base seca en estufa a 105°C.

Se evalud el disefio experimental en términos de mayor rendimiento de extraccién, mayor
cantidad de xilosacaridos presentes en el licor y menor absorbancia a 280 nm de éste (se toma
la absorbancia a 280 nm como medida relativa del contenido de lignina en el liquido).
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Se estudio la distribucién de pesos moleculares de las hemicelulosas presentes en las muestras
gue a priori presentan mejores caracteristicas en términos de contenido de xilosacaridos y
lignina. El mismo se determind directamente sobre el licor obtenido y sobre el precipitado
obtenido al utilizar etanol como agente precipitante. En el primer caso se centrifugé la muestra
por 30 minutos a 3000g y se separa el sélido. El sobrenadante se filtré por 0,45 umy 0,22 umy
se preparan los viales para su determinacion. Por otro lado, para analizar el peso molecular del
material factible de precipitar con etanol, se ajusté el pH del licor a 9, a los efectos de precipitar
la lignina, se centrifugd durante 20 minutos a 3000g y sobre el sobrenadante se agregd 1
volumen de etanol (la discusidn sobre la determinacidn de estas condiciones se presenta en el
capitulo “Precipitacidn con solventes tratamientos alcalinos”). Se dejé reposar a 4 °C durante 48
horas y se centrifugd nuevamente a 3000g durante 30 minutos. El precipitado obtenido, rico en
xilanos, se disolvio en NaOH 0,1 M y sobre esa solucion se determind la distribucion de pesos
moleculares. Para ello se aplicé la técnica de HPLC-SEC con detector RID, utilizando 5 columnas
en serie de la marca PSS de acuerdo con la recomendacién del proveedor: 3 columnas MCX
1000A y 2 columnas MCX 100A. Se utilizé una solucién buffer a pH 12 (6,9 g NaH,P04.H,0 + 3,2
g de NaOH por litro de agua y eventual ajuste del pH a 12 con NaOH) como fase movil y se trabajé
a 35 °C de temperatura y un flujo de 0,6 mL/min. Se utilizd en serie el detector UV a 280 nm a
los efectos de determinar la presencia de compuestos fendlicos en las muestras. Se realizd una
curva de calibracién utilizando como estandares la sal sddica de sulfato de poliestireno de la
marca PSS que corresponden a los pesos moleculares: 4230, 7930, 10600, 14900, 20700y 29100
Da.

Posterior a la evaluacion de los datos obtenidos en el disefio experimental realizado, y en base
alabibliografia y los resultados obtenidos, se resolvié realizar otra serie de extracciones a menor
temperatura y altas cargas de soda. Para ello se selecciond la temperatura de 90 °C y se trabajo
a 240y 360 minutos con dos cargas de alcali (16,7 y 22,7 % NaOH/b.m.s). Todas las condiciones
se aplicaron por duplicado. Finalizada la extraccién, el material fue drenado y centrifugado a
1000 rpm, logrando separar la fraccidn sdlida de la liquida. Al sélido remanente se le agregd
agua desionizada en una relacién 10 a 1 y se dejo drenar durante 24 horas. El material fue
nuevamente centrifugado y el agua de lavado se guardd para su analisis. Posteriormente el
solido fue lavado exhaustivamente con agua desionizada. Los mismos andlisis descriptos para el
disefo anterior se realizaron sobre los licores extraidos. En las aguas de lavado se cuantificaron
solidos totales y carbohidratos totales (derivados de xilosa, glucosa, arabinosa), acidos organicos
(acético y formico) y productos de degradacion (furfural e hidroximetilfurfural (HMF)), con las
técnicas descriptas anteriormente.

Sobre los ensayos que presentaron los resultados mas prometedores en términos de extraccion
de xilosacaridos se analizé el sélido remanente luego de la extraccion de acuerdo al
procedimiento NREL/TP-510-42618.

9.2.1. Analisis estadistico

La evaluacidon estadistica de los resultados obtenidos se realizd utilizando el software
Statgraphics Centurion XVI. Se estimaron las superficies de respuesta, se realizaron analisis de
la varianza, se obtuvieron modelos de regresién y se optimizaron mediante la funcidn
“deseabilidad”. Todos los anélisis se realizaron a un nivel de significacién del 95%.
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9.3. Resultados y discusion

9.3.1. Disefio factorial 33

Se utiliza la definicion de rendimiento que se presenté en el capitulo “Tratamiento
hidrotérmico”, la que indica qué porcentaje de la biomasa inicial se encuentra en el liquido
extraido. La Figura 9-3 muestra el rendimiento obtenido en las diferentes condiciones evaluadas.

Rendimiento de extraccion (%)
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Figura 9-3. Porcentaje de biomasa inicial presente en el liquido extraido.
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Figura 9-4. Licor extraido y pinchips luego de diferentes condiciones de extraccion: a la izquierda, 105 °C, 45
minutos y 16,7% de carga de NaOH; a la derecha 155 °C, 135 minutos y 6,7 % de carga de NaOH.



Como es de esperar, para una misma carga de soda, el rendimiento aumenta con la temperatura,
y a una misma temperatura, aumenta con la carga de alcali. Lo mismo sucede con la variable
tiempo, pero en este caso influye de manera menos significativa.

Del tratamiento estadistico realizado se observa que los efectos que tienen incidencia sobre el
rendimiento son A: Carga de soda (p-valor: 0,0000), B: temperatura (p-valor: 0,0000), C: tiempo
(p-valor: 0,0008) y las interacciones AA y AB (p-valor: 0,0299 y 0,0003 respectivamente).

El modelo ajustado se expresa por la Ecuacién 9-2

% Rendimiento = 22,72 + 5,86*Carga NaOH + 4,81*Temperatura + 1,81*tiempo Ecuacién 9-2
-1,86*Carga NaOH"2 + 2,42*Carga NaOH*Temperatura

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 93,7 % de la variabilidad en %
rendimiento. La Figura 9-5 muestra la superficie de respuesta estimada.

a.
Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
tiempo=0,0
1F — % Rendimiento
F ] 4,0-8,0
r ] 12,0-16,0
o E 1w 16,0-20,0
3 o2 - 20,0-24,0
E r 7 wmmm 24,0-28,0
-9 L 4 mmmm 28,0-32,0
£ o2[ — 32,0-36,0
= [ 1 = 36,0400
06 .
1E A
Carga NaOH
Malla de la superficie de timad

tiempo

Carga NaOH

Figura 9-5. a. Contornos y b. Superficie de respuesta del rendimiento de la extraccion.

Este comportamiento en el rendimiento esta dado porque, como es conocido, en el tratamiento
alcalino ocurren reacciones de degradacion de polisacdridos que incluyen la disolucién de
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polisacaridos no degradados y degradados, la desacetilacion de grupos acetilo en hemicelulosas,
reaccién de “peeling” de diferentes monosacaridos de unidades finales en las cadenas de
polisacaridos con formacién simultanea de varios hidroxiacidos, y la hidrdlisis alcalina de enlaces
glicosidicos en cadenas de polisacaridos, seguida de la formacién de nuevas unidades finales de
grupos funcionales alcali-labiles (grupos terminales reductores) susceptibles de la reaccidn
secundaria de peeling. Ademads, también tiene lugar la disolucidn y eventual degradacion de la
lignina de la materia prima, asi como la eliminacién intensiva de extractivos con la saponificacion
simultanea de ésteres (Sjostrom, 1993; Lehto and Alén, 2013). A las temperaturas mas bajas de
trabajo, las reacciones de degradacion de la lignina asi como las reacciones de “peeling” de las
cadenas de celulosa no se dan o se dan en baja extensidn, aunque son importantes a la mayor
temperatura de trabajo (Sjostrém, 1993).

El contenido de xilosacaridos en el licor extraido puede verse en la Figura 9-6.

Xilosacaridos presentes en el licor
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Figura 9-6. Xilosacaridos presentes en el licor en las distintas condiciones de extraccion ensayadas.

Como se observa, la mayor concentracion de xilosacaridos se obtiene aplicando las condiciones
mas fuertes ensayadas, (1,1,1) en variables codificadas, lo que corresponde a 155°C, 16,7
%NaOH/b.m.s. y 135 minutos de reaccion a esa temperatura. En este caso, se logra extraer 2,5
% xilosacaridos/ b.m.s., lo cual corresponde al 17 % de los xilanos presentes en la materia prima.
En las condiciones ensayadas donde se logra la menor extraccion, (-1,-1,-1) en variables
codificadas, 105 °C, 6,7 % NaOH/b.m.s. y 45 minutos, se logra remover el 4,8 % de los xilanos
presentes en los pinchips de eucalipto utilizados.

De acuerdo al analisis de varianza para el contenido de xilosacaridos en el licor, se observa que
3 efectos tienen un valor de p menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes
de cero con un nivel de confianza del 95,0%. Estos efectos son A: Carga de NaOH (p-
valor=0,0000), B: Temperatura (p-valor=0,0000) y la interaccion AB (p-valor= 0,0092).

El modelo ajustado se expresa por la Ecuacién 9-3.
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% xilosacaridos (b.m.s) = 1,82 + 0,42*Carga NaOH + 0,36*Temperatura - Ecuacién 9-3
0,17*Carga NaOH*Temperatura

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el 84,9 % de la variabilidad en
%xilosacaridos.

De acuerdo con la grafica de interaccidn de las variables (no se muestra), el porcentaje de carga
de soda es un factor muy importante a temperatura baja, perdiendo importancia con el

aumento de temperatura.

La Figura 9-7 muestra las curvas de nivel de la superficie de respuesta estimada.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
tiempo=0,0

-

% xilosacéridos (b.m.s)
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Figura 9-7. Curvas de nivel de la superficie de respuesta estimada para la variable xilosacaridos presentes en el
licor.

En la Figura 9-7 se ve claramente que el efecto de la temperatura no es tan importante para la
extraccion de xilosacaridos a altas cargas, hecho que si ocurre a cargas bajas.

La Figura 9-8 indica la relaciéon entre los xilosacdridos presentes en el licor y los otros
carbohidratos cuantificados (compuestos de glucosa y arabinosa) en las distintas condiciones de
extraccién, para un tiempo de 90 minutos.



Relacién xilosacaridos /otros carbohidratos en el licor extraido
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Figura 9-8. Relacion de carbohidratos totales frente a los xilosacaridos presentes en el licor para un tiempo de 90
minutos.

Al igual que los xilosacaridos, los otros carbohidratos aumentan su concentracién al aumentar
la temperatura para una misma carga y al aumentar la carga para una misma temperatura. Sin
embargo, la relacién xilosacaridos/carbohidratos disminuye a cargas altas, productos de una
mayor concentracién de glucosacaridos en el licor, factiblemente provenientes de la celulosa de
la madera, ya que las reacciones de “peeling alcalino” son mas importantes.

La Figura 9-9 muestra la absorbancia del licor a 280 nm como medida indirecta del contenido de
lignina en el licor.

Absorbancia de licor a 280 nm (dilucién 1500)
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Figura 9-9. Absorbancia a 280nm de los licores extraidos (dilucion 1500)

Con alta temperatura y carga de soda se obtienen los mayores valores de absorbancia del licor;
sin embargo, a baja temperatura y alta carga de soda los valores de absorbancia son
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significativamente menores. Este comportamiento es esperable, ya que a temperaturas
menores a 130 °C disminuyen las reacciones de deslignificacion (Sjostrém, 1993; Alén, 2000).

Del ANOVA se observa que 3 efectos tienen una valor-p menor que 0,05. Estos son A: Carga de
NaOH (p-valor=0,0001), B: Temperatura (p-valor=0,0001) y la interaccion AB (p-valor= 0,0159).
Como puede observarse, son los mismos efectos que tienen incidencia en la concentracidon de
xilosacaridos en el licor.

De acuerdo con la grafica de interaccion de las variables (no se muestra), el % de carga de soda
es un factor muy importante en la absorbancia a 280 nm cuando se trabaja a temperatura alta,
incidiendo de menor forma a temperaturas bajas.

La Ecuacién 9-4 muestra el ajuste del modelo.

Absorbancia 280nm = 0,628 + 0,156*Temperatura + 0,181*Carga NaOH + Ecuacion 9-4
0,108*Temperatura*Carga NaOH

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 72,1% de la variabilidad en
Absorbancia 280nm.

La Figura 9-10 muestra las curvas de nivel de la superficie de respuesta estimada.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 9-10. Curvas de nivel de la superficie de respuesta estimada para la variable absorbancia a 280 nm del licor
extraido.

Como puede observarse, a alta temperatura y baja carga de soda se obtienen niveles de
absorbancia a 280 nm similares a los obtenidos a baja temperatura y alta carga de soda. Como
se espera, los valores de absorbancia aumentan al aumentar ambas variables.

Realizando una optimizacién de multiples respuestas del disefio, maximizando la concentracién

de xilosacaridos en el licor y minimizando absorbancia a 280 nm se obtienen los resultados
mostrados en la Figura 9-11.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 9-11. Curvas de nivel de la superficie de respuesta obtenida al evaluar multiples respuestas: maximizacion
de xilosacaridos presentes y minimizacion de absorbancia a 280nm.

La maxima deseabilidad observada estd dada en las condiciones de mayor porcentaje de carga
de soda (16,7%) y menor temperatura de trabajo (105 °C), esto es (1,-1) en variables codificadas,
no teniendo incidencia el tiempo. Se obtiene en esta condicién una deseabilidad prevista de
0,711 para los 3 tiempos utilizados. En la condicion de baja carga de soda (6,7%) y alta
temperatura (155 °C), ((-1,1) en variables codificadas), se logra también una buena deseabilidad:
0,706, para los tres tiempos ensayados, por lo que puede ser otra condicion por seguir
explorando.

Los pH de los licores extraidos se muestran en la Figura 9-12
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Figura 9-12. pH de los licores extraidos en las diferentes condiciones de trabajo.
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Todos los licores presentan un pH final superior a la neutralidad, siendo el pH de los licores
obtenidos a alta temperatura (155 °C) y baja carga (6,7 % NaOH) los que presentan los valores
mas cercanos a pH=7. La formacién de grupos acetilos y urdnicos sustituyentes en las cadenas
de las hemicelulosas y la produccién de hidroxiacidos por la reacciones de peeling alcalino, asi
como por la neutralizacién de acidos grasos derivados de los extractivos, justifican un menor pH
al final de la extraccidn (Sjostrom, 1993; Lehto and Alén, 2013).

Sobre las condiciones que presentaron una mayor deseabilidad o maximo contenido de
xilosacaridos se analizd la distribucién de los pesos moleculares de los licores extraidos, segun
se muestra en la Tabla 9-3.

Tabla 9-3. Distribucidn de pesos moleculares de licores extraidos en diferentes condiciones. Los datos en la columna
representada por el simbolo de numeral (#) indica si el valor para las condiciones dadas se refiere a considerar
todos los picos del cromatograma (Total) o cada pico individualmente.

Condiciones extraccion Distribucion de pesos moleculares
Temperatura Tiempo Carga de Deseabilidad Mn Mw
':"C) (minuros) NaOgH (%) prevista (Da) (Da) el &
Total 1351 11310 8.37 100
105 45 16,7% 0,711 1 24784 26654 1,07 40,1
2 828 1049 1,27 59,9
Total 2183 6973 3,19 100
155 45 16,7 0,363 1 27012 27917 1,03 16,5
2 1846 2820 1,53 83,4
Total 3303 6194
155 135 6,7 0,706 1 3303 6194 1,88 100
Total 2189 4276 2,83 100
155 45 6,7 0,706 1 27816 28558 1,02 4,7
2 2094 3082 1,41 95,3

En la condicién que se obtiene una mayor deseabilidad en el disefio de experimentos (105 °C,
45 minutos y 16,7 % de carga de NaOH), la distribucidn de pesos moleculares presenta dos
maximos, a 26654 Da y 1049 Da (59,9 %) de peso molecular ponderado, resultando en un peso
molecular ponderado medio de 11310 Da. Esto indica la presencia de hemicelulosas de alto peso
molecular en una proporcidén importante (40,1 % de porcentaje de area) en el licor, aunque
existe una proporcion mayor de compuestos con un peso molecular bajo, los que puede
atribuirse a cadenas de hemicelulosas mas cortas.

A 155 °Cy 6,7 % de carga de alcali, cuando se trabaja con un tiempo a temperatura maxima de
45 minutos se obtienen nuevamente dos maximos en la distribucién de pesos moleculares
ponderados, pero en este caso, la proporcién de compuestos de alto peso molecular (28558 Da)
es mucho menor que en la condicién anterior, representando Unicamente el 4,7% del area. Esto
origina un peso molecular ponderado medio de 4276 Da. Trabajando en las mismas condiciones
de alcali y temperatura, pero por 135 minutos, el peso molecular ponderado es de 6194,
observandose un Unico maximo en el cromatograma. De acuerdo a Testova (Testova, 2014) y
Sixta (Sixta, 2006), a temperaturas altas (> 140 °C), la hidrdlisis alcalina es mds significativa que
las reacciones de “peeling” y reacciones de detencidn, afectando fuertemente el grado de
polimerizacion de los polisacaridos. Cuando la extraccion se realiza por 45 minutos existen aun
cadenas de hemicelulosas de alto nivel de polimerizacion, las que son hidrolizadas al trabajar
con tiempos mayores.

Se precipitaron las hemicelulosas con etanol a los efectos de obtenerlas sdlidas y purificarlas,
separandolas de las especies que no precipitan con este solvente. Analizando la solucién
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obtenida al redisolver el precipitado en NaOH 0,1M se obtiene la distribucion de pesos
moleculares que se muestra en la Tabla 9-4, mientras que la Figura 9-13 muestra una imagen
del precipitado obtenido.

Figura 9-13. Precipitado obtenido al agregar etanol a pH=9 sobre el licor extraido a 155 °C, 6,7% y 45 minutos

Tabla 9-4. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos a pH=9 y 1V de etanol de los licores
extraidos, redisueltos en NaOH. (Conc. Prec. Disuelto: concentracion del precipitado disuelto en la solucidn; dil:

dilucién).
Condiciones extraccion Distribucion de pesos moleculares Caracterizacion precipitado
redisuelto
Temperatur = Tiempo Carga # Mn Mw Mw/ % Xil g/L Abs Conc.
a(°C) (minutos) NaOH (Da) (Da) Mn 280 Prec.
(%) nm disuelto
(dil. (/L)
100)
Total 27639 | 29978 1,08 100 53
105 45 16,7 1 27639 @ 29978 1,08 100 (33,4%) 0,715 159
Total 24681 | 26737 1,08 100
155 45 16,7 1 25527 @ 27032 1,06 98,4 (2(;”%5%) 0,322 3,26
2 7966 8040 1,09 1,5
Total 8011 16873 2,10 100
155 45 16,7 1 16062 | 18433 1,15 90,7 (3(31'?‘;) 0,210 1,92
2 1358 1633 1,20 9,3 ’
Total 1983 5720 2,88 100
155 135 6,7 1 28239 @ 28678 1,02 11,9 (2?;’77;) 0,243 3,03
2 1762 2625 1,49 88,1 ’
155 45 67 Total 26811 @ 29854 1,11 100 0,33 0.229 2,14

1 26811 @ 29854 1,11 100 (15,4%)

Como se ve en la Figura 9-13 el precipitado presenta un color pardo-negro, lo que indica
presencia de lignina o derivados de la misma. Si bien se muestra una condicién en la imagen,
esta caracteristica es comun a todos los precipitados obtenidos cuyos datos se muestran en la
tabla. Respecto a la composicion del precipitado, aproximadamente un tercio o menos, estd
compuesto por xilosacaridos, mientras que grupos férmicos y acetilos y arabinosacaridos
componen otro tercio del precipitado (estos datos no estan reportados). El color del precipitado
y la absorbancia a 280 nm dan indicios de la presencia de lignina. La presencia de xilosacaridos
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y fragmentos de lignina se confirma por el analisis de FTIR-ATR; la discusion de este se presenta
en el Capitulo 11.

Referente a la distribucidon de pesos moleculares, los precipitados presentan un peso molecular
ponderado medio mayor frente al que presenta la solucién de la cual provienen. Esto se debe a
gue solamente los xilosacaridos de mayor peso molecular precipitan en estas condiciones. A
pesar de que continlia apareciendo en los cromatogramas una sefial a peso molecular en el
orden de los 1000 a 8000 Da, la sefial en el orden de los 25000-27000 Da se hace mucho mas
importante, indicando mayor presencia de compuestos con este peso molecular, posiblemente
xilosacdridos quimicamente unidos a fracciones de lignina.

Respecto a otros autores, la comparacion se centrard en los valores obtenidos trabajando con
maderas, fundamentalmente de fibra corta. Van Heiningen et al. (van Heiningen et al., 2011)
utilizaron una mezcla de chips de maderas de fibra corta del sur de Estados Unidos (roble rojo,
arce rojo, dlamo y magnolia austral) y trabajaron entre 120 y 165 °C con cargas de soda entre 3
y 20 % (como Na,0) durante 45 a 90 minutos. Los rendimientos de extraccidn, entre 8 y 40 %,
fueron similares o estan un poco por debajo de los obtenidos en este trabajo. Sin embargo, los
rendimientos de extraccion de xilosacaridos fueron elocuentemente mejores que los obtenidos
aqui. Reportaron una extraccion del 54% de los xilanos presentes en el material original,
trabajando a 150 °C, durante 90 minutos y con una carga de alcali de 20% (como Na;0), (12,9%
expresada como NaOH). Respecto a esto, (Timell, 1964) indica que, para las maderas de fibra
corta de climas frios, el contenido de lignina es menor que para las maderas de climas
templados-célidos, mientras que el de hemicelulosas es mayor (en el capitulo 2, se presentan
datos al respecto), lo que favorece la extraccion de hemicelulosas en las maderas de climas frios.
De acuerdo a Santiago y Pascoal Neto (Santiago and Pascoal Neto, 2008) en la madera de
eucalipto, la extraccién de xilanos ocurre predominantemente durante la fase de impregnacion
y el periodo de aumento de temperatura. La alta retencion de este polisacarido en la madera
(~60% del contenido total de xilanos) puede atribuirse a las caracteristicas peculiares de los
xilanos de eucaliptos, que no se encuentran en otros xilanos de madera dura.

Por su parte, Morais de Carvalho et al. (de Carvalho et al., 2016) aplicaron la extraccién alcalina
sobre una mezcla de chips de Eucalyptus Urophylla y Eucalyptus Grandis. Trabajaron a 175 °C
durante 15 minutos (factor H=628), con una relacion licor: madera de 2:1 y ensayando 5, 10 y
15 % como carga de soda sobre madera seca. Los rendimientos de extraccién reportados son 5
% para la carga mas baja de soda, 12 % trabajando con 10 % de soda y 23 % trabajando con 15
%. Estos rendimientos fueron menores que los encontrados en el presente trabajo. El hecho de
que el material de partida es de tamafio muy inferior en nuestro trabajo, pinchips, frente a chips
industriales, justifica un mayor ataque de los reactivos a la biomasa utilizada. Otra explicacion
puede estar dada por la forma de separacién del material pretratado y la recoleccién o no de las
aguas de lavado. Dado que el rendimiento se calcula por diferencia gravimétrica del material
tratado y sin tratar, este factor puede ser relevante en los valores obtenidos. Respecto a la
extraccién de hemicelulosas, reporté un rendimiento entre 9,6 y 12,4 % de azucares diferentes
a glucosa en base madera seca, lo que implica una remocién entre 47 y 60 % de los azucares (no
glucosa) originales. Estos son de los mas altos encontrados en la revision bibliografica para
extracciones alcalinas de madera de fibra corta.
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Lehto y Alen (Lehto and Alén, 2013) utilizaron chips de abedul, trabajaron entre 130-150 °C, con
tiempos entre 30 y 90 minutos y carga de soda entre 1y 8 % de NaOH en base madera seca. Los
rendimientos de extraccion encontrados van desde 2 % para la condicidon mas suave utilizada a
16,5 % en la condicion mas fuerte (150°C, 120 minutos 8 % NaOH/b.m.s.). Este valor esta en el
rango de los valores hallados en condiciones similares en este trabajo: 19,4 % de rendimiento
para 155°C, 135 minutos y 6,7 % NaOH. En la condicién mas fuerte de trabajo, los autores
reportaron un 4 % de extraccion de carbohidratos/b.m.s, sin reportar cuanto de ello
corresponde a xilosacdridos. En nuestro caso se alcanzd 2,8 % de extraccion de carbohidratos
(2,2 % corresponden a xilosacaridos). Si se tiene en cuenta que la concentracidn de xilanos en la
madera de Eucalyptus spp. es menor que en la de abedul (21,1 % expresado como xilosa en base
madera seca), se puede establecer que la extensién de la remocién de xilosacaridos es
comparable en ambos casos.

Testova et al. (Testova et al., 2014) aplicaron la extraccidn alcalina sobre chips de abedul
trabajando a temperaturas entre 80 y 125 °C, y concentracién de soda entre 1y 2,5 M para una
relacién L/W = 10 y 60 minutos a la temperatura de trabajo. Utilizé también el espesor de los
chips como variable, en dos niveles: 2-4 mm (S) y 4-6 mm (L). El rendimiento del residuo sdlido
en la preextraccion alcalina dependid fuertemente de la temperatura, mientras que el efecto de
la concentracidon de alcali no pudo definirse claramente. El rendimiento de extraccién que
obtuvieron varia entre 10 y 20 % para las condiciones mds bajas de temperatura (80 y 90 °C),
alrededor de 30 % para las condiciones a 110 °Cy entre 40 y 50 % para las extracciones a 125°C.
La extraccion de xilanos aumentd directamente con el aumento de la alcalinidad y temperatura,
llegdndose a extraer hasta la mitad de los xilanos presentes (12,5 % xilano/b.m.s.) a 125 °Cy 2,5
M. La extraccién de lignina fue mayor a mayor temperatura; siendo moderada a 80y 95 ° C,
mientras que es considerablemente mayora 110y 125 ° C.

En relacion a los pesos moleculares obtenidos, Testova et al. (Testova et al., 2014) reportaron
un Mn = 10300Da, Mw = 19800 kDa, en el licor extraido a 95 °C, 2,5 M NaoH y 60 minutos
trabajando con chips de abedul. Por otro lado, Vena et al. (Vena et al., 2013) trabajando con
chips de Eucalyptus grandis a 40 °C, durante 240 minutos y con una concentracion de 2 M de
NaOH para una relacidn licor/madera= 4, reportaron un peso molecular ponderado medio de
53.400 Da. Dado que realizé la precipitacion por dialisis del licor obtenido, sefialaron que este
peso molecular posiblemente este influido por fragmentos de lignina presentes.

Finalizado el analisis de datos en las condiciones del disefio estadistico realizado, en base a los
resultados obtenidos y las referencias mencionadas en la revisién bibliografica, se resolvié
trabajar a menor temperatura, pero utilizando mayor tiempo de extraccién, aumentando la
carga de soda.

La Figura 9-14 muestra los rendimientos obtenidos para las diferentes condiciones aplicadas y
el estado del sélido luego de la extraccion de hemicelulosas.
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Figura 9-14. a) Rendimiento de extraccion a temperatura de 90 °C. b) Sélido resultante luego de la extraccién a 90
°C, durante 240 minutos con una carga de soda de 16,7 % (b.m.s.).

Cémo es de esperar, para un mismo tiempo el rendimiento aumenta con la carga de soda. Al
aplicar la misma carga de soda, el rendimiento aumenta con el tiempo, a diferencia de lo que
ocurria en el disefio factorial previo, que, para los tiempos trabajados, la incidencia del mismo
era poco relevante. Comparando con los valores obtenidos en el disefio factorial previamente
discutido, vemos que el rendimiento es un poco mayor que el obtenido a 105 °C y 16,7% de
carga, sin embargo, hay que considerar que, en las extracciones realizadas a 90 °C, el tiempo de
extraccion fue considerablemente mayor (78 % y 167 % superior), lo que afecta la remocidn.

Los valores de pH del licor extraido oscilan entre 12,3 y 12,7, no habiendo diferencias
significativas entre las distintas condiciones aplicadas.
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Xilosacaridos presentes en el Absorbancia 280 nm (dil 1500)
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Figura 9-15. Contenidos de xilosacaridos y absorbancia a 280nm de los licores obtenidos a 90 °C.

Paralelamente, se analizaron las aguas de lavado de las distintas corridas, encontrandose entre
0,1y 0,2 % de xilosacaridos (% b.m.s) en las mismas. El contenido de sélidos disueltos en los
licores es del orden de 110 g/L cuando se utilizé la carga de élcali de 21,7% y de 85 g/L con la
carga de 16,7%. En las aguas de lavado (de color oscuro) se encuentra, en promedio, un 10 %
del contenido de sélidos disueltos respecto a los licores.

En los licores extraidos, de los carbohidratos y productos de degradacién (acidos alifaticos,
furfural, HMF), nuevamente los xilosacaridos son los componentes mayoritarios presentes,
seguidos por los grupos acetilo en el licor. Al aumentar la carga de soda aumenta la remocién
de xilosacaridos, como era de esperar. Realizando la comparaciéon de medias para las dos
concentraciones a tiempo = 240 minutos (prueba t-Student), se determina que para un nivel de
significacién a=0,05 las dos medias no son iguales. Sin embargo, a tiempo=360 minutos, la
remocién de xilosacaridos a las dos cargas aplicadas es estadisticamente igual. Lo mismo sucede
al comparar los valores de xilosacdridos en el licor para una misma concentracién y a los dos
tiempos analizados. Trabajando a carga de soda de 16,7%, las dos medias no son iguales, pero
si lo son cuando se trabaja a 21,7%. Dado que soélo se realizaron dos réplicas de cada condicion
y por ello la desviacion estandar tiene una importancia muy grande, estos resultados estadisticos
no se consideran del todo validos.

No obstante, en estas nuevas condiciones se logra extraer un mayor contenido de xilosacaridos
que en el disefio anterior, logrdndose remover entre un 2,7 y 4,0 % de los xilosacaridos (b.m.s.),
(entre un 17 y un 25 % de los xilanos presentes en la madera de partida) en las condiciones
aplicadas a 90 °C.

Por otro lado, la absorbancia a 280 nm es del mismo orden o un poco menor que la encontrada
en las mejores condiciones del disefio factorial, por lo que, en este caso, la relacién
xilosacaridos/lignina (medida como absorbancia a 280 nm), es mayor en las condiciones
aplicadas a 90 °C. La presencia de glucosacdridos en el licor es del orden de 0,5 % b.m.s.
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La Tabla 9-5 muestra la distribucién de pesos moleculares para uno de los licores obtenidos.

Tabla 9-5. Distribucion de pesos moleculares del licor obtenido a 90 °C, 360 minutos y 21,7 % de carga de NaOH.

Condiciones extraccion Distribucion de pesos moleculares
Temperatura Tiempo Carga de Mn Mw o
°C) (minutos) NaOH(%) "  (Da) (Da) = MW/Mn %
1536 10752 6,99 100
90 360 21,7 1 27045 29139 1,08 33,4
2 1042 1511 1,45 66,6

Al igual que en el andlisis de los licores obtenidos a mayor temperatura, pero con alta carga de
alcali, en la distribucién de pesos moleculares en el licor se observan dos picos definidos, uno en
el orden de 27000 Da y otro con un peso molecular muy inferior.

En condiciones fuertemente alcalinas, a partir de temperaturas de 70 °C, el elevado pH ioniza
parte de los grupos hidroxilo y conduce a una desacetilacién de las hemicelulosas, ocurriendo
entonces una hidrélisis catalizada por bases de grupos acetilos. Las hemicelulosas acetiladas se
someten a una desacetilacion rapida por saponificacién de enlaces éster. Paralelamente, cerca
de los 80 °C comienzan a darse las reacciones de peeling alcalino, las que contindan de manera
gradual hasta que las condiciones de equilibrio de la tautomerizacion del ceto-enol son
favorables para la formacion del 1,2-enolato, convirtiéndose el grupo final reductor en un grupo
de acido sacarinico estable a los alcalis (reacciones de detencidn). A temperaturas menores a
100 °C, las reacciones de detencidon son menos favorables frente a las de peeling alcalino (Sixta,
2006; Paananen et al., 2010). Esto ultimo, sumado a que la extraccion se realizé por mas tiempo,
justificaria el aumento de concentracién de xilosacaridos en los licores extraidos a 90 °Cy carga
de NaOH de 16,7% (carga igual a la aplicada en la mejor condicion obtenida del disefio factorial).
Respecto a la incidencia de la concentracién de alcali, Kondo y Sarkanen indicaron que a pH
superiores a 12, la velocidad de la reaccién de peeling es independiente de la concentracidn de
hidroxilos, lo que justificaria que no exista demasiada variacion en la extraccion de xilosacaridos
en las dos concentraciones utilizadas (Kondo and Sarkanen, 1984; Paananen et al., 2010).

Kondo y Sarkanen (Kondo and Sarkanen, 1984) postularon la clasificacién en dos especies de
lignina durante la deslignificacidn inicial, una facilmente removible y una mas resistente al
ataque quimico. La fraccién de lignina facilmente removible y susceptible de ser removida en la
deslignificacion inicial alcanza al 14% de la lignina original en maderas de pino (Kondo and
Sarkanen, 1984; Paananen et al., 2010).

Al-dajani y Tschirner (Al-dajani and Tschirner, 2008) evaluaron la extraccion de hemicelulosas
previo al pulpeo Kraft de chips de dlamo (contenido de xilanos de 17,7 % b.m.s.). Aplicaron
cargas de alcalide 16,7, 26,7 y 33,3 % y temperaturas entre 32-90 ° C, con una relacidon de licor
a madera de 4:1, durante 4 h. A 90 °C se extrajo la mayor cantidad de compuestos, variando
entre 18 y 22 % en funcién de la carga de alcali aplicada. Estos rendimientos estan un poco por
debajo de los obtenidos en nuestro trabajo, pero hay que tener presente que, dado el menor
tamafio de particula utilizado, es esperable una mayor degradacion y pérdida del material en las
aguas de lavado. El contenido de xilosacaridos en el licor extraido a 90 °Cy con 26,7 % de carga
de dlcali fue 3,01 %, un poco por debajo del obtenido en este trabajo, y mas aln si se considera
que el contenido de xilanos en la madera de dlamo es algo superior al de eucalipto. El peso
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molecular reportado de la fraccién extraida es mayor a 21.300 Da, valor similar al obtenido en
este trabajo.

En el trabajo de Testova et al. (Testova et al., 2014), previamente sefialado, el rendimiento de
extraccion a 95 °C varié entre 10 % (para 1.0 M NaOH) y 24 % a 2,5 M NaOH. El contenido de
xilosacaridos en el licor alcanzé el 10 % b.m.s, que corresponde al 46% del contenido de
xilosacaridos original, trabajando a 95 °C durante 60 minutos y con una concentracion de NaOH
2,5 M (100 % expresado como carga de NaOH en b.m.s). Cuando trabajaron con la menor carga
utilizada, 1,0 M (40 % de carga de NaOH en b.m.s.) la extraccion fue de 6,0 % xilosacaridos
(b.m.s.), 29 % de los xilosacaridos originales presentes en la madera, un poco superior al
reportado en este trabajo en la mayor concentracion utilizada (21,7 %NaOH)

Vena et al. (Vena et al., 2013), trabajaron con chips de Eucalyptus grandis entre 40 y 90 °C,
durante 120 - 240 minutos y con una concentracion de 1 y 2 M de NaOH para una relacién
Licor/madera=4. En estas condiciones reportan una remocion de xilanos entre 1,5y 3,4 % b.m.s.
El valor de 3,4% de remocion de xilanos corresponde a la condicidn mas exhaustiva aplicada
(90°C, 240 minutos y 32 % carga de alcali). Este valor se encuentra en el orden al reportado en
este trabajo.

Longue Jr. et al (Longue Junior et al., 2010) utilizaron una mezcla de chips de Eucalyptus grandis
y Eucalyptus urophylla, al que le aplicaron el tratamiento alcalino en diferentes condiciones.
Trabajaron con una relacién de licor a madera de 6:1, tiempos de reaccién de 3, 8, 14 y 16 horas,
temperaturas entre 70 y 90 °C y concentraciones de NaOH entre 60 y 156 g/L a presion
atmosférica. También evaluaron la incidencia de la presion, trabajando a 300 kPa y 100 °C con
tiempos de reaccidn entre 30 y 120 minutos y concentracion de NaOH entre 100 y 200 g/L. En
los tratamientos sin presurizar, la mayor remocién de xilosacaridos (35 % de los xilanos
presentes inicialmente en la madera; 4,2 % b.m.s.) se logré trabajando a 90 °C durante 6 horas
y con una concentracion de soda de 156 g/L (93,2 % carga de soda). Trabajando con el reactor
presurizado a 300 kPa, reportaron una remocién del 32,2 % de los xilanos iniciales, trabajando
a 100 °C, durante 60 minutos y con una concentracién de soda de 200 g/L. Asimismo, indicaron
gue la concentracion de alcali tiene un impacto mayor en la remocidn de xilanos que el tiempo
de reaccidn, mientras que la variable temperatura, tiene poco efecto en la remocidn, en el rango
de trabajo utilizado.

En un trabajo posterior, Longue et al. (Longue Jr. et al., 2013), aplicaron tratamientos alcalinos
a chips de Eucalyptus globulus, a 100 °C durante 60 minutos y usando cargas de alcali de 10 y 50
% como NaOH, con una relacién licor:madera de 10:1. Utilizando la carga de 10% lograron
remover 2,2 % de los xilanos iniciales (b.m.s.) y 5,3 % para 50 % de carga de NaOH. El primer
valor es comparable a los obtenidos en este trabajo en condiciones similares. La remocion de
ligninafuede 1,4 %y 5,5 % de la lignina inicial (b.m.s.), respectivamente. Estos autores postulan
la precipitacion de las hemicelulosas con etanol en una relacion 1:1 en volumen y la posterior
recuperacion de la soda (en la cola de destilacién) y etanol (cabeza) utilizados por destilaciéon a
85 °C. El peso molecular ponderado del precipitado fue de 41.000 Da para el precipitado
obtenido del licor con 10 % de NaOH y 16.000 Da de para el precipitado obtenido del licor con
50 % de NaOH.
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Posteriormente, y en el marco del Proyecto de Investigacion “DOC.CB2G.2018 01.
Pretratamiento de impregnacion alcalina y explosion con vapor para la produccion de etanol con
separacion de hemicelulosas y lignina”, se realizé un tratamiento alcalino a 20 % de carga de
hidréxido de sodio en cdmara controlada a 23 °C, durante 16, 20 y 24 horas con agitacion
mecanica (150 rpm). En estas condiciones se extrajeron 1,9 £ 0,4 % de los xilanos en base madera
seca.

9.3.2. Balance masa de las mejores condiciones:

Sobre las condiciones que dieron mayor deseabilidad en el disefio experimental (105 °C, 45
minutos 16,7 % NaOH y 155 °C, 135 minutos 6,7 % NaOH) y a la condicion que dié mayor
remocién a 90 °C, se realizé la caracterizacion del sélido remanente luego de la extraccién. El
solido de la condicion experimental que presenté mayor remocién de xilosacaridos en el disefio
experimental (155°C, 45 minutos y 16,7 % NaOH), también fue caracterizado.

Composicion de los solidos pretratados

Aserrin sin tratar

B e ws ]

105°C, 16,7%, 45 minutos

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 500 600 70,0 80,0 90,0 100,0

M Lignina + extractivos M Glucanos Xilanos Acetilos M Arabinanos H Cenizas

Figura 9-16. Composicion en carbohidratos, lignina y acidos organicos de los sélidos antes y luego de los mejores
tratamientos alcalinos.

Luego de realizada esta cuantificacion se puede indicar en primer término que a excepcién de la
extraccion realizada a 90 °C, el contenido de glucanos se mantuvo practicamente constante en
el sélido sin tratar y en los pre-tratados, lo que concuerda con el balance de masa, ya que en las
licores extraidos, se obtuvieron fracciones bajas de glucosacaridos (como se puede observar en
la Figura 9-8). En el sélido remanente del tratamiento a 90 °C, el contenido de glucanos es
sorprendentemente bajo. El contenido de glucosacaridos en el licor fue de 0,42 % b.m.s., lo que
estd en el orden de lo obtenido en las otras extracciones alcalinas realizadas, sin embargo, en
este caso el contenido de acido formico es alto (3,4 % b.m.s.). El ion formiato se puede formar
por la degradacion de los glucosacaridos (Tunc, 2008), lo que podria justificar el bajo contenido
de glucosacaridos en la solucién. Cabe destacar que la caracterizacion de los sélidos fue realizada
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por triplicado, y particularmente en el caso de los glucanos del sélido obtenido por el
tratamiento a 90 °C, 6 horas y 21,7 % de carga de soda, la desviacién estandar fue de 1,0 %
(b.m.s.). El contenido de lignina mas extractivos de los soélidos remanentes es consistente con
los valores de absorbancia a 280 nm medidos en los licores para los casos de los sélidos
obtenidos a partir del disefio experimental. Factiblemente en esas condiciones, se extrajeron la
mayoria de los extractivos y fragmentos de lighina que estan asociados a las hemicelulosas en la
madera. En el caso de la experiencia a 90 °C, existe una mayor disminucién del contenido de
lignina en el sélido pretratado, dado fundamentalmente porque esta experiencia se aplicd la
mayor carga de soda de las analizadas y un tiempo de reaccién bastante mayor a los aplicado en
las extracciones del disefio experimental, por lo que las reacciones de deslignificacidn tienen
lugar en mayor extensién.
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9.4, Conclusiones

El tratamiento alcalino permitié la remocién de una fraccién de xilosacaridos de la madera de
eucalipto. En el rango del disefio experimental realizado, la mayor remocién de xilosacaridos,
2,5 % b.m.s., se logro al aplicar las condiciones mas fuertes estudiadas (155 °C, 135 minutos y
16,7 % de carga de NaOH). Sin embargo, en estas condiciones la medida de absorbancia a 280
nm de la solucion (medida indirecta del contenida de lignina), fue significativamente mas alta
que en las otras condiciones aplicadas. Realizando la optimizacién de las condiciones
experimentales, considerando como respuestas a optimizar la mayor extraccion de xilosacaridos
y el menor contenido de lignina en el licor, se encontré que las mejores condiciones a aplicar
correspondieron a una temperatura de 105 °Cy carga de soda de 16,7 % en b.m.s., no afectando
significativamente el tiempo de extraccién (se analizé entre 45 y 135 minutos). En este caso, se
logré remover el 2,3 % de xilosacaridos (b.m.s.), lo que corresponde al 15,6 % de los xilosacaridos
presentes en la madera original. Otra condicion en la que se obtuvo una relaciéon buena entre
los xilosacaridos y el contenido de lignina presentes en la solucion fue trabajando a 155 °Cy 6,7
% de carga de soda. En este caso se logré una remocion de xilosacéaridos de 2,1 % b.m.s.

Trabajando a altas cargas de soda el peso molecular del material precipitado con etanol, se
encuentra en el orden de 26000-30000 Da, comparable con el reportado por otros autores. Lo
mismo sucede cuando se trabajo con cargas de soda mas bajas a alta temperatura y poco tiempo
de extraccidn. Sin embargo, al aumentar el tiempo de extraccidén para bajas cargas de soda a
alta temperatura, el peso molecular fue considerablemente mas bajo, posiblemente porque
aumentan las reacciones de hidrdlisis de las hemicelulosas extraidas.

Por otro lado, al trabajar a 90 °C, aumentando la carga de soda y el tiempo frente a lo ensayado
en el disefio experimental, se logré mejorar la extraccion de xilosacaridos, logrando remover en
estas condiciones entre un 2,8 y 4,0 % de los xilosacaridos presentes (b.m.s.), lo que corresponde
entre 17 y 25 % de los xilosacaridos de la madera de partida. Sin embargo, al analizar el sélido
pretratado, el contenido de glucanos y lignina baja sensiblemente, factor que hay que considerar
pensando en la utilizacién de estas fracciones.

En conclusidn, de las extracciones alcalinas analizadas, la mejor condicidn de extraccidn se logré
trabajando a 105°C durante 45 minutos y con una carga de alcali de 16,7 %. Aumentar la carga
de alcali posiblemente permita mejorar mas el rendimiento de la extraccidon en términos de
xilosacaridos. Hasta donde aumentar la carga y/o el tiempo de reaccién debe ser determinado
con un analisis global de la ingenieria involucrada en la extraccidon y purificacién de las
hemicelulosas; considerando también los métodos y rendimientos de la recuperacién de los
reactivos involucrados, asi como también las caracteristicas y uso de los otros componentes de
la madera.

Las hemicelulosas obtenidas, por el peso molecular que presentan, pueden ser utilizadas en
aplicaciones que requieran el uso de hemicelulosas de alto peso molecular: biofilms,
recubrimientos, espumas, geles, asi como las modificaciones quimicas de los xilanos para la
produccién de los productos antes mencionados. La contaminacién con lignina que presentan
las hemicelulosas obtenidas puede condicionar estos usos, fundamentalmente el color puede
ser perjudicial para las aplicaciones requeridas, aunque la heterogeneidad del compuesto de
hemicelulosa-lignina que se obtiene podria ser beneficioso para la formacion de films, pero esto
debe ser estudiado experimentalmente y no es objeto de este trabajo. En el capitulo 2 se
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presentan los trabajos realizados para la concentracidn y purificacion de las hemicelulosas
extraidas.
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10. PRETRATAMIENTOS: TRATAMIENTO CON HIDROXIDO DE
SODIO : PEROXIDO DE HIDROGENO (NaOH : H,0,).

En este apartado se analiza el pretratamiento con hidroxido de sodio (soda) auxiliado por
perdxido de hidrégeno para la extraccion de hemicelulosas a partir de residuos industriales de
eucalipto.

Este trabajo es parte del Proyecto de Investigacién FSE-1-2015-1-109698 “Alternativas para el
procesamiento de residuos forestales: Energia, Bioetanol y Biomateriales”, donde se
compararon diferentes alternativas para valorizar los residuos industriales de eucalipto:
combustidn para generacién de energia, obtencidn de pulpa semi-quimica, para ser usada como
pulpa filler o produccidn de etanol lignocelulésico y sub-productos. En este documento sélo se
analizara el efecto del pretratamiento sobre pinchips industriales desde el punto de vista de la
recuperacion de hemicelulosas.

10.1. Objetivos especificos

e Analizar cdmo afectan las variables temperatura de extraccién, carga de soda :
perdxido de hidrégeno y tiempo al rendimiento de la extraccion.
e Analizar los productos formados en los licores extraidos en las diferentes condiciones.

10.2. Metodologia

10.2.1. Materia prima utilizada

Se utilizé la misma materia prima que en el Capitulo “Tratamientos con Hidroxido de sodio”,
biomasa proveniente del screening de chips (pinchips) de una planta de celulosa que procesa
eucalipto.

10.3. Extracciones realizadas

Para los ensayos de pulpeo se utilizé un reactor Parr modelo 4522, de 2L de capacidad nominal.
Este reactor consiste en un cilindro metalico cerrado en su parte inferior, donde se colocan la
biomasa y los reactivos quimicos. La tapa estd provista de ejes a los cuales se ajusta el agitador
deseado, en este caso un agitador helicoidal. Este sistema se cierra con una serie de tornillos y
se coloca en una camisa con resistencias eléctricas. El reactor cuenta ademas con un sistema de
control de temperatura automatico, que utiliza un sistema de refrigeracidén por serpentin; este
mecanismo permite un control fino de temperatura. El material del reactor y sus componentes
es Carpenter 20°. La Figura 10-1 muestra una imagen del reactor utilizado.
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Figura 10-1. Reactor Parr utilizado para la realizacion de las experiencias de extraccién. A la derecha se muestra
un detalle del agitador utilizado y del sistema de enfriamiento con serpentin.

Previo a agregar la mezcla de biomasa al reactor, se impregnd ésta con los reactivos en 2 etapas,
utilizando para ello un impregnador fabricado en el Instituto de Ingenieria Quimica. La
impregnacién es una etapa importante en el proceso, fundamentalmente por el uso de peréxido
de hidrégeno; una mala distribucion de los reactivos puede incidir directamente en los
rendimientos y calidad de la pulpa obtenida. Para el disefio del impregnador se imitd el disefio
desarrollado por Kruzolek (Kruzolek, 2000). En la Figura 10-2 se muestra el disefio de este y una
fotografia del equipo utilizado. El dispositivo consiste en un cilindro perforado donde se ubica
los pinchips, con una platina mévil en la parte inferior. El sistema se ubica dentro de otro
contenedor donde se colocan los reactivos quimicos. Todo este dispositivo se colocé en una
prensa, aplicandole una presién de 5 Kg/cm? a la biomasa (300 g b.m.s) y logrando la
impregnacion de los reactivos en ella por “efecto esponja” al liberar suavemente la presion.
Finalizada la impregnacion, se trasvasé completamente el sélido con el liquido al reactor Parr.
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Figura 10-2. Esquema constructivo e imagen del impregnador utilizado.

Para el pre-tratamiento en el reactor Parr, se aplicé un disefio experimental factorial 33
(denominados Serie A), tomando como parametros la temperatura maxima de extraccién, el
tiempo a esa temperaturay la carga de soda y perdxido utilizada (expresada en porcentaje sobre
masa de madera seca utilizada). El orden de los experimentos fue realizado al azar. Los valores
de los pardmetros se presentan en la Tabla 10-1. En el disefio se aplicé siempre una relacion 2:1
de carga de soda : perdxido de hidrogeno (NaOH : H,0,). La relacidon masa de liquido total /
masa de pinchips (L/W) utilizada en el reactor fue constante y se establecié en 7, por experiencia
en trabajos previos con esa granulometria de la biomasa en ese reactor. Se aplicaron 8 kg/cm?
al sistema, utilizando nitrégeno gas para ello.

Se utilizé DTPA (acido dietilentriamino-pentaacético) como quelante en una proporcion de 0.2%
b.m.s. La funcidn del quelante en este caso es remover metales pesados, a los efectos de evitar
el consumo del perdxido de hidrégeno, por reaccidn con estos. De acuerdo a Kruzolek (Kruzolek,
2000) los extractivos coloreados presentes en el eucalipto, también reaccionan con este
quelante.

Tabla 10-1. Factores y niveles experimentales del disefio experimental realizado.

Nombre Unidades Niveles Bajo Medio Alto
A:Temperatura °C -1,0, +1 50,0 75,0 100,0
B:tiempo min -1,0, +1 30 60,0 90,0

C: carga de o . ) )
NaOH : H,0, % -1,0,+1 8:4 10:5 12:6

Finalizada la extraccion, el material fue drenado y centrifugado a 1000 rpm, logrando separar la
fraccion soélida de la liquida. Se lavé exhaustivamente con agua desionizada. En el sélido se
determiné el rendimiento de la extraccién tomando en cuenta la masa inicial seca de partida y
la masa seca obtenida posteriormente a la extraccidn, y se conservé para ser posteriormente
refinado en un refinador de discos (en condiciones predeterminadas y constantes), con el
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objetivo de producir pulpa semi-quimica o aumentar la accesibilidad a las cadenas de celulosa
para favorecer la hidrdlisis enzimatica. Sobre la fraccidn liquida se determind: pH, sdlidos totales
(a 105°C), absorbancia a 280 nm, carbohidratos totales (derivados de xilosa, glucosa, arabinosa),
acidos organicos (acético y férmico) y productos de degradacion (furfural e hidroximetilfurfural
(HMF)). Para la determinacién de carbohidratos totales, acidos organicos y productos de
degradacion se utilizdé el procedimiento NREL/TP-510-42623, con la salvedad que se utilizd
Unicamente la columna Aminex 87H para todas las determinaciones. La expresion “b.m.s”
refiere a que los resultados se expresan en porcentaje de la masa de madera de partida en base
seca en estufa a 105°C. Se determind perdxido residual por iodimetria y alcali residual de
acuerdo a norma SCAN-N 33:94.

Se evalud el disefio experimental en términos de mayor rendimiento de extracciéon, mayor
cantidad de xilosacaridos presentes en el licor, grado de blanco de las pulpas obtenidas luego
del refinado o eficiencia de la hidrdlisis enzimatica de las mismas.

Realizado aproximadamente el 40% del disefio descripto, se constaté que los rendimientos
obtenidos eran muy bajos para los diferentes objetivos planteados (pre-extraccién de
hemicelulosas, obtencién de pulpa semi-quimica con un grado de blanco aceptable o eficiencia
en la hidrdlisis enzimdtica), por lo que se resolvié, de acuerdo con la revisidn bibliografica
orientada a la tematica de produccion de bioetanol (Karagéz et al., 2012; Rabelo, Andrade,
Maciel Filho, Costa, et al., 2014; Dutra et al., 2018), trabajar con condiciones mas exhaustivas
de extraccién (Serie B de ensayos).

A partir de aqui la relacion NaOH : H,0; fue de 1:1. En primera instancia se trabajé a 75 °Cy 90
minutos de reaccion y se varié la carga de NaOH entre 5 y 45 % (b.m.s.). Posteriormente, se
aumenté el tiempo de reaccion, para diferentes cargas de soda, entre 8 y 30 %, manteniendo la
temperatura en 75 °C. En estos casos, el agregado de perdxido se realizé en 2 - 4 etapas
secuenciadas en el tiempo. En la Tabla 10-2 se muestran las nuevas condiciones analizadas.

Tabla 10-2. Condiciones ensayadas en segunda etapa. La relacion NaOH: H,0, es de 1:1

Temperatura Tiempo Carga de NaOH
(°C) (minutos) (% b.m.s.)
75 90 5
75 90 10
75 90 15
75 90 30
75 90 45
75 90 60
75 240 15
75 480 15
75 240 30
75 480 30
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10.4. Resultados y discusion

La Figura 10-3 muestra las caracteristicas del sélido obtenido luego del tratamiento y la pulpa
post refinacion, asi como el licor extraido. Como puede apreciarse y como es de esperar, el sélido
obtenido fue mds claro que el aserrin original, luego del tratamiento con NaOH : H,0,. Es
evidente el efecto del perdxido en este aspecto. Sin embargo, el licor obtenido presentd un color
oscuro, de aspecto similar a los obtenidos en los tratamientos sin perdxido.

Figura 10-3. a) Sélido obtenido luego del tratamiento alcali: perdxido. b) licor extraido y c) Pulpa obtenida luego
de la refinaciéon

10.4.1. Serie A: Disefio factorial 33 (inconcluso)

Se utiliza la definicion de rendimiento de extraccién definida en los apartados anteriores, la que
indica qué porcentaje de la biomasa inicial se encuentra en el liquido extraido. La Figura 10-4
muestra el rendimiento obtenido en las diferentes condiciones evaluadas.
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Figura 10-4. Porcentaje de biomasa inicial presente en el liquido extraido.

Los rendimientos de extraccién se encontraron entre 9,5y 21,6 % b.m.s. No obstante, no se
observd una tendencia clara con ninguno de los parametros estudiados. Estos rendimientos son
comparables a los obtenidos por Liu et al. (Liu et al., 2011), quienes trabajaron con chips de
alamo en condiciones similares a las de este trabajo (temperatura: 50 - 100 °C, tiempo: 10 — 60
minutos, carga de soda 1,5 — 6,7 % y relacién soda: perdxido de hidrégeno 2:1), obteniendo
rendimientos de extraccién entre 6y 15 %.

La Figura 10-5 muestra los valores de pH de los licores extraidos en la ejecucidon de los
experimentos del disefio experimental.
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Figura 10-5. pH de los licores extraidos en las diferentes condiciones de trabajo del disefio experimental.

Todos los licores presentaron un pH superior a la neutralidad. Los valores de pH finales de los
licores surgen, por un lado, de la carga de soda aplicada en cada condicidn, siendo de esta forma
mas altos cuando las demas condiciones son iguales y, por otro lado, por el avance de la
extraccion; de esta forma, al liberarse mas grupos acetilos y/o urdnicos, la neutralizacion de
estos por los OH de la soda aplicada ocasiona una disminucién del pH.

Fang et al. (Fang, Sun and Tomkinson, 2000) indicaron que la extension de la deslignificacién y
solubilizaciéon de las hemicelulosas por tratamiento con perdxido alcalino era fuertemente
dependiente del pH de la reaccién. En su trabajo, por debajo de pH 11.0, la eficiencia de
deslignificacion y solubilizacién de hemicelulosas disminuyd significativamente mientras que por
encima de pH 11.5, la tasa de deslignificacion mejordé considerablemente, y la solubilizacién de
hemicelulosas aumenté sustancialmente. Cuando se ajusta adecuadamente, la alcalinidad total
de la solucidn debe ser lo suficientemente alta como para asegurar una concentracion adecuada
de anién hidroperdxido (HOO7), a lo largo del ensayo. De acuerdo con los equilibrios
involucrados, el éptimo se encuentra en pH 11,5-11,6, que corresponde al pKa del perdxido de
hidrégeno. Por otro lado, la alcalinidad debe ser lo suficientemente baja para minimizar la
descomposicion del perdxido, por formacion del radical hidroxilo (HO") (Doner, Sweeney and
Hicks, 1997; Ek, Gellerstedt and Henriksson, 2009). En este punto, Fang et al., mencionan que
trabajando en pH hasta 13, no encontraron un efecto significativo en la solubilizacién de las
hemicelulosas en paja de arroz.

Como el pH que se reporta en la Figura 10-5 es el valor de pH del licor una vez finalizado el
tiempo de tratamiento, no se puede asegurar el pH durante la reaccion. No obstante, analizando
el rendimiento de la extraccidn, el pH y el contenido de xilosacaridos en el licor extraido, no se
observa ninguna tendencia que permita concluir que el pH tuvo incidencia en los rendimientos
de extraccion.

El contenido de xilosacaridos en el licor extraido puede verse en la Figura 10-6.
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Xilosacaridos en el licor extraido
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Figura 10-6. Xilosacaridos presentes en el licor en las distintas condiciones de extraccion ensayadas.

No se observa una tendencia clara respecto al contenido de xilosacaridos extraidos; pudiendo
decirse a priori, que el mismo aumenté con el tiempo, manteniendo fija la carga de NaOH (%) y
la temperatura de extraccidn. Sin embargo, para las otras variables analizadas, no fue posible
determinar el comportamiento. De todas formas, en las condiciones ensayadas, se extrajo
menos del 7% de los xilosacaridos presentes en la madera original, valor muy por debajo de lo
considerado aceptable pensando en un posterior escalado, por lo que se resolvié no continuar
con la realizacién de este disefio experimental.

Por otro lado, los valores obtenido son comparables a Shimizu et al. (Shimizu et al., 2018),
quienes reportaron una extraccion de entre 4 y 11 % de las hemicelulosas presentes en ramas
de banano, trabajando con cargas de H,0; entre 2 y 8 % (no se indica carga de soda o pH de
trabajo), a 25 °C durante 4 horas, tiempo bastante mayor al utilizado en este trabajo en
condiciones similares de carga. En el trabajo de Liu et al. (Liu et al., 2011), mencionado
previamente, se reportd una extraccién de xilanos entre 3 - 22,5 %, muy superior a las obtenidas
en este trabajo. En el trabajo de estos autores, el contenido de xilanos en la extraccidn fue
cuantificado por la diferencia entre el contenido de xilanos en la biomasa inicial y la biomasa
extraida, lo que tiene implicitamente en cuenta, el material que pudo haberse perdido en los
lavados, etc. Esta diferencia en las metodologias utilizadas podria explicar los diferentes
resultados encontrados con este trabajo.

Gupta et al. (Gupta and Lee, 2010) utilizaron madera de dlamo de dos tipos, una a la que
llamaron “de alto contenido de lignina” (29,1 % lignina total, 14,9 % xilanos) y otra “de bajo
contenido de lignina” (21,4 % lignina, 17,8 % xilanos). Extrajeron durante 24 horas a 80 °C con
una cargade 1,5y 5 % NaOH (y 5 % de H,0, en ambos casos), logrando una remocién de 19 - 35
% de los xilanos presentes en la madera de alto contenido de lignina y entre 27 — 40 % de los
xilanos en el caso de la madera con bajo contenido de lignina. Particularmente, el tiempo
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ensayado fue muy superior a los de nuestro trabajo y ello explicaria los mejores valores en la
remocién de hemicelulosas que obtienen los autores. Por otro lado, los autores remarcan la
influencia del contenido de lignina en |a eficacia de remocion de hemicelulosas, ya que ha menor
contenido de lignina aumenta la accesibilidad a las cadenas de hemicelulosas.

La Figura 10-7 muestra la absorbancia del licor a 280 nm como medida indirecta del contenido
de lignina en el licor.

Absorbancia de licor a 280 nm (dilucién 400)
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Figura 10-7. Absorbancia a 280nm de los licores extraidos (dilucién 400)

No se observa una tendencia clara del comportamiento de la absorbancia a 280nm con las
diferentes variables. Dada las bajas temperaturas de trabajo utilizadas, la remocién de lignina
es baja, incluso si se compara con los resultados obtenidos cuando se trabaja sélo con alcali a
baja temperatura (90 °C) (Capitulo “Tratamiento con hidroxido de sodio), aunque en ese caso,
los tiempos utilizados fueron mucho mayores (6 y 8 horas).

10.4.2. Serie B: Condiciones mas exhaustivas de reaccion
(mayor carga de quimicos y/o tiempo).

La Figura 10-8 muestra los rendimientos de extraccidon obtenidos al trabajar en las condiciones
reportadas en la Tabla 10-2.

Se observa que, trabajando a temperatura y tiempo constante, el rendimiento aumenté
linealmente con la carga de soda aplicada en la extraccidn hasta una carga de 30 %, para luego
mantenerse constante. Cuando se trabajé a una misma temperatura y carga de soda constante,
el rendimiento no tiene una tendencia clara, aumentando hasta los 240 minutos, pero
posteriormente descendiendo severamente.
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Figura 10-8. Rendimientos de extraccion obtenidos al trabajar en condiciones mas severas.

De acuerdo a la Figura 10-9, la concentracién de xilosacadridos en el extracto aumenté
linealmente con la concentracion de NaOH:H,0,, cuando se trabajé a temperatura y tiempo
constantes. Sin embargo, al variar el tiempo de extraccidon para una misma carga de soda y
temperatura, el aumento del tiempo influyéd negativamente en la concentracién de los
carbohidratos extraidos. Una posible explicacion de este fendmeno estaria dada por la
redeposicion de los xilosacaridos extraidos en la superficie del sélido. En la condicién donde se
logré la mayor extraccidn de xilosacdridos, se removié un 36 % de los mismos (5,9 % de los
xilanos en base madera seca).

Xilosacaridos en el licor extraido
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Figura 10-9. Xilosacaridos presentes en el licor al aplicar condiciones de extraccion mas severas.
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Sun et al. (Sun et al., 2000), utilizando paja de trigo y realizando la extraccién a 50 °C, durante 4
- 30 horas con una carga de H,0; de 60 % (pH 11,5) reportaron una extraccion de entre 75 - 90
% de las hemicelulosas y 79 - 86 % de la lignina inicial, valores superiores a los obtenidos en este
trabajo, aunque las condiciones aplicadas también fueron mayores a las utilizadas aqui. En el
trabajo de Rabelo et al. (Rabelo, Andrade, Maciel Filho and Costa, 2014), se obtuvieron
rendimientos de extraccién del 55 %, trabajando con bagazo de cafia y en condiciones de mayor
carga de H,0; (73,6 % H,0, en b.m.s.) a menor temperatura (25 °C) durante 60 minutos. Los
autores reportaron una extraccion de hemicelulosas y lignina de alrededor al 70 %. Li et al. (Li et
al., 2018) utilizaron mazorcas de maiz y realizaron un tratamiento con 50 % H,0, (pH 11,5) a 30
°C por 24 horas. En estas condiciones extrajeron el 56 % de las hemicelulosas iniciales y 92 % de
la lignina inicial. Gupta & Lee (Gupta and Lee, 2010) trabajado a 60 °C y durante 24 horas y con
carga de 50 % de soda y perdxido, reportaron una extraccion de alrededor 40 % de los
xilosacdridos originariamente presentes en madera de dlamo; valor similar al obtenido en este
trabajo en las condiciones mas exhaustivas aplicadas. Como puede observarse, los rendimientos
de extraccion de hemicelulosas son dispares entre los autores y dependientes del material y
condiciones utilizados. Estas Ultimas tienden a tiempos largos de reaccién, alta carga de soda :
perdxido y bajas temperaturas.

Los pH de los licores finales estuvieron en el entorno de 12,7 — 13,0 para cargas de NaOH: H,0,
de 10 % o superiores.

Sobre las tres condiciones que presentaron mayor extraccién de xilosacdaridos se precipitaron
los mismos con un volumen de etanol, ajustando previamente el pH a 7 con acido clorhidrico. Al
ajustar el pH a 7, precipitd entre el 8 — 14 % de los sélidos disueltos y entre el 10 — 20 % de los
xilosacaridos. La Figura 10-10 muestra una imagen de uno de los precipitados obtenidos.

Figura 10-10. Precipitado obtenido al agregar etanol a pH=7 sobre el licor extraido a 75 °C, 30% NaOH (Relacién
NaOH: H,0; =1) y 90 minutos.

Como se observa en la Figura 10-10, los precipitados obtenidos luego de agregar etanol fueron
de color negro, lo que indica una importante presencia de lignina o derivados de la misma. El
aspecto es de un plastico quebradizo.
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El precipitado obtenido a partir del licor extraido a 75 °C, 90 minutos y 30 % soda: peroxido se
disolvié en NaOH 0,1M vy se analizé en términos de contenido de xilosacaridos, absorbancia a
280 nm y distribucién de peso molecular, obteniéndose los datos que se muestran en la Tabla
10-3. La baja cantidad precipitada de los otros dos licores (dado que se partié de menos volumen
de licor, por no disponer del mismo), no permitié que se pudieran redisolver. Sin embargo, no
se estima que existan diferencias sustanciales con el precipitado analizado.

Al igual que los precipitados obtenidos en el tratamiento realizado Unicamente con hidrixido de
sodio, el precipitado estd compuesto por un 30 % de xilosacaridos, observandose también la
presencia de grupos fendlicos, dada indirectamente por la medida de absorbancia a 280nm. Un
3% del precipitado corresponde a grupos acetilos.

Tabla 10-3. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos a pH=9 y 1V de etanol de los licores
extraidos, redisueltos en NaOH. (Conc. Prec. Disuelto: concentracion del precipitado disuelto en la solucién).

# Mn Mw Mw/ % Xil g/L Abs Conc.
(Da) (Da) Mn 280 Prec.
nm disuelto
(/L)
Total 2553 14933 58
0,450
1 44334 | 44626 0,3 1,90 dil 71
2 20408 @ 23102 56,9 (27 %) 106 !
3 1111 1400 40,3

El peso molecular ponderado medio (Mw) es de 14933 Da, un poco menor a los obtenidos en
los ensayos del disefio experimental del tratamiento con hidréxido de sodio, donde, trabajando
en el rango de temperaturas entre 105 °C y 155 °C, los pesos moleculares ponderados medios,
se encontraron en el entorno de 25000 — 30000 Da. Sin embargo, el valor obtenido es
comparable al Mw del precipitado obtenido extrayendo con alta carga de soda (21,7 %), 90 °Cy
6 horas de extraccion (Mw= 10752 Da). No esta claro el efecto del perdxido en las caracteristicas
del precipitado. Al igual que en el precipitado obtenido en estas condiciones aparece una sefial
en el entorno de los 1500 Da y una sefial en la regién de los 25000 Da, lo que indica que ambos
precipitados estan compuestos por fracciones similares.

La presencia de xilosacaridos y fragmentos de lignina se confirma por el andlisis de FTIR-ATR que
se muestra en la Figura 10-11. En este caso, solo se muestra el precipitado obtenido a partir del
licor extraido a 75 °C, 90 minutos y 30:15 % soda:peroxido. Los demds precipitados obtenidos
presentaron caracteristicas muy similares.
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Figura 10-11. Espectros ATR-FTIR del precipitado obtenido por el agregado de 1V de etanol a pH 9 al licor extraido
a 75 °C, 90 minutos y 30 % soda: peroxido.

En los precipitados se pueden observar las bandas en el entorno de 1040 cm?, de las vibraciones
de estiramiento de C-Cy C-O y de rotacion de C-OH, asignadas a los (1-4)- B-xilanos, asi como las
bandas en la zona de 1160-1130 cm™ correspondientes al estiramiento C-O-C y asignadas al
enlace glicosidico. Se observa también el pico caracteristico a 895 cm™, de rotacién de C-H en el
grupo furano, tipico del enlace B-glicosidico. Estas bandas confirman la presencia de
xilosacaridos en el precipitado. Se observa también, una banda ancha en la zona de 3300 cm™,
correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los grupos O-H.

En la region entre 1427 y 1242 cm™ se pueden ver las bandas provocadas por las vibraciones de
estiramiento C=0 y de C-O-R, correspondientes a los acidos metilglucordnico y grupos acetilos
del precipitado.

Se observan claramente, las bandas en la regién entre 1550 y 1730 cm™, de las vibraciones de
estiramiento de los grupos C=C y C-H asignables a fragmentos de lignina.
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10.5. Conclusiones

El tratamiento alcalino reforzado con peréxido de hidrégeno ha sido ensayado en dos rangos de
condiciones, una considerada de baja-moderada carga de quimicos, en rangos de condiciones
utilizadas para el pulpeo semiquimico (Serie A), y en condiciones mas fuertes de extraccion
dadas por la carga de quimicos y mayor tiempo de reaccion (Serie B), normalmente utilizadas
para la aumentar la accesibilidad a la celulosa en un posterior tratamiento enzimatico.

La remocién de xilosacdridos en las condiciones de trabajo de la Serie A ha sido muy baja, menor
al 1% de los xilosacdridos en base madera seca (7 % de los xilosacdridos presentes en la madera
original), por lo que se descartan estas condiciones para la extraccion de hemicelulosas.

Para las condiciones utilizadas en los ensayos de la Serie B, se logran condiciones de remocidn
de hasta 6 % xilosacaridos en b.m.s (36 % del contenido inicial de xilosacaridos), trabajando con
una carga de soda:peroxido del 60:60 % (b.m.s). No obstante, las extremadamente altas cargas
aplicadas en este caso hacen dificilmente rentable su utilizacién.

En condiciones de carga de soda similares a las utilizadas en el tratamiento realizado Unicamente
con soda (apartado 1.4), se obtienen rendimientos de extraccién similares o mas bajos, por lo
gue no se justifica la inclusidn de este ultimo. Las caracteristicas y rendimientos del precipitado
formado por el agregado de etanol reafirman lo antedicho.

Por lo precedente, en las condiciones evaluadas, el tratamiento con soda: peréxido de
hidrégeno, no resulta atractivo como método de separacion de las hemicelulosas presentes en
la madera de eucalipto.
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11.ENSAYOS DE PURIFICACION Y CONCENTRACION: PRECIPITACION CON
SOLVENTES EN LICORES PROVENIENTES DEL TRATAMIENTO
HIDROTERMICO.

En este apartado se evaluaran las condiciones y caracteristicas de la precipitacion con solventes
de las hemicelulosas extraidas de la madera por tratamiento hidrotérmico (autohidrdlisis).

11.1. Objetivos especificos

e Evaluar distintas alternativas de precipitacidn con etanol, tomando como variables el pH
del extracto, la relacién volumen de extracto: volumen de solvente, temperatura de
precipitacién, incidencia de la agitacién.

e Evaluar laincidencia del contenido inicial de xilanos en el extracto y la relacién de xilanos
y xilosa monémero.

e Analizar el rendimiento y caracteristicas del precipitado obtenido mediante procesos de
remocién de lignina previo al agregado de solvente de precipitacion.

e Comparar el rendimiento de la fraccién precipitada utilizando 4 solventes: etanol,
metanol, isopropanol y dioxano. Comparar las caracteristicas del precipitado formado
con distintos solventes.

e Evaluar los rendimientos y caracteristicas de los precipitados obtenidos precipitando
escalonadamente las hemicelulosas.

11.2. Metodologia

Para evaluar la precipitacion con solventes, se utilizé una condicion de autohidrélisis que
permitiera lograr un alto rendimiento de extraccidén de hemicelulosas de la madera y a su vez,
gue una parte importante de estas no estuviera como mondémero. Este estudio se hizo previo a
la optimizacidon multiparamétrica realizada en el apartado “Tratamiento hidrotérmico” y por ello
no se trabajoé con el punto que en este estudio se estimé como dptimo, sino con puntos cercanos
que daban una buena relacidon de xilosacaridos en el licor y baja absorbancia a 280 nm.
Particularmente, con el objetivo de obtener xilooligosacaridos, se buscaron condiciones en que
se tuvieran una alta concentracién de éstos. De esta forma se utilizaron las condiciones de
tratamiento hidrotérmico de 160°C de temperatura y 60 minutos a esa temperatura
(denominada 160°C, 60 min) y las de temperatura maxima de 160°C y 110 minutos (denominada
160°C, 110 min) y 140°C de temperatura maxima y 180 minutos a esa temperatura (denominada
140°C, 180 min) ya que, si bien la extraccidon de hemicelulosas es menor que en las otras, esta
se encuentra fundamentalmente como oligosacarido y ademas la cantidad de lignina extraida
es baja. Dado que el volumen de extracto obtenido en cada extraccidon es de aproximadamente
1L, estas condiciones se repitieron en varias oportunidades. Cada vez el extracto obtenido se
analizé en términos de rendimiento de la extraccion, pH, soélidos totales (a 105°C), carbohidratos
monoméricos presentes en el extracto, carbohidratos totales (mondmeros, oligdmeros vy
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polimeros) y productos de degradacion, de acuerdo con las técnicas descriptas en el capitulo de

“Tratamiento hidrotérmico”.

Enla Tabla 11-1 se presentan las caracteristicas principales de los extractos obtenidos. La Figura
11-1 muestra el licor obtenido luego de la extraccién a 160°C, 110 minutos.

Tabla 11-1. Caracteristicas de los extractos utilizados. (Prom * ). (b.m.s.: base madera original seca)

Condiciones extraccion

Temperatura = 160°C

tiempo a T max.= 110min, n=7

Condiciones extraccion

Rendimiento extraccion (% b.m.s.) 27,5+4,7
% solidos disueltos en el extracto 2,3+0,4
pH 3,3+0,1
Xilosacaridos (g/L) 15,0+2,1
Xilosacaridos (% b.m.s.) 11,1+1,5
Xilosa (g/L) 2,5+0,6
Xilosa (% b.m.s.) 1,8+0,4
Grupos acetilos (% b.m.s.) 2,6+0,4
Absorbancia a 280nm (dilucién 1/100) 0,848 £ 0,176

Temperatura = 140°C,

tiempo a T max.= 180min, n=3

Condiciones extraccion

Rendimiento extraccion (% b.m.s.) 24,7 +3,2
% solidos disueltos en el extracto 2,4+0,1
pH 3,4+0,1
Xilosacaridos (g/L) 17,2+2,5
Xilosacaridos (% b.m.s) 124+1,8
Xilosa (g/L) 2,8+0,3
Xilosa (% b.m.s) 1,9+0,2
Grupos acetilos (% b.m.s) 3,3+0,6
Absorbancia a 280nm (dilucién 1/100) 1,828 + 0,324

Temperatura = 160°C,

tiempo a T max.= 60min, n=3

.

Rendimiento extraccion (% b.m.s) 18,2+ 1,6
% solidos secos en el extracto 2,2+0,1
pH 3,8+0,1
Xilosacaridos (g/L) 13,4+2,0
Xilosacaridos (% b.m.s) 9,1+1,5
Xilosa (g/L) 1,2+0,3
Xilosa (% b.m.s) 0,85+0,1
Grupos acetilos (% b.m.s) 1,5+0,3
Absorbancia a 280nm (dilucién 1/100) 0,647+ 0,043
N (FT

Figura 11-1. Licor extraido del tratamiento hidrotérmico a 160°C y 110 minutos a temperatura maxima.
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11.3. Ensayos realizados

De acuerdo con la revisidon bibliografica y considerando siempre la utilizacién de un
procedimiento que posteriormente pueda ser escalable, se seleccionaron 4 solventes para
comparar la eficiencia de la precipitacién de hemicelulosas. Estos solventes fueron: metanol,
etanol, isopropanol y 1-4 Dioxano. Primeramente, se ensayaron diferentes condiciones de
precipitacién con etanol (por disponibilidad y costo) y posteriormente estas condiciones fueron
aplicadas al resto de los solventes utilizados, considerando a priori que deberian tener similar
comportamiento con las variables ensayadas.

11.3.1. Precipitacion utilizando etanol como solvente

Se evaluaron diferentes parametros que pueden influir en el rendimiento de la separacidn.

a)

b)

c)

d)

g)

h)

Relacién de volumen de solvente a volumen de licor conteniendo las hemicelulosas: se
trabajo con una relaciéon de EtOH : licor entre 1:1 y 4:1.

Incidencia de la temperatura en la separacion. Luego de realizar la mezcla licor/solvente
se dejé decantar el precipitado obtenido durante 48 horas, en un ambiente controlado,
sin agitacion. Se analizaron los rendimientos obtenidos al decantar el residuo a
temperatura ambiente y a 4°C.

Efecto del pH. Se trabajé con el pH sin ajustar (aproximadamente 3,3) y ajustado a 5,7,
de acuerdo a referencias bibliograficas (Bian et al., 2010; Peng, 2012).

Agregado de etanol al sobrenadante de una precipitacidon anterior, para determinar
como cambia el rendimiento y las especies precipitadas.

Incidencia de la agitacion durante el mezclado del solvente. Se evalué la diferencia de
rendimientos al agitar esporddicamente la mezcla y con una agitacién controlada por 30
minutos.

Contenido de hemicelulosas en el licor inicial. La muestra de licor obtenida se
rotaevaporé a 40°C para concentrar los xilosacaridos y eliminar el acido acético de la
muestra.

Precipitacién previa de lignina por disminucién del pH. Se acidificé a pH =2 y se separé
el precipitado por centrifugacion previo al agregado de etanol.

Separacion de lignina y otros compuestos, previo a la precipitacidn, por extraccion
liquido — liquido, utilizando acetato de etilo como extrayente.

Las tres primeras experiencias, detalladas a continuacién, se realizaron y analizaron en
simultaneo. Luego, con las mejores condiciones obtenidas de estas tres experiencias, se
realizaron las experiencias siguientes, donde se estudiaron los otros pardmetros.
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Experiencia 1: relacién de volumen de solvente a volumen de licor.

Se tomaron 50 mL de licor (1V) a temperatura ambiente y se agregaron de 1 a 4 volumenes (1V
a 4V) de etanol con agitacién manual. Se dejé por 48 horas a temperatura ambiente y se filtré
el precipitado a vacio utilizando filtros de HVLP de 0,45um de poro.

Experiencia 2: incidencia de la temperatura de decantacion

Para evaluar la temperatura de decantacidén se repitid el procedimiento descripto en la
experiencia 1, pero en lugar de dejar decantar el precipitado a temperatura ambiente, se dejé a
una temperatura de 4°C.

Experiencia 3: efecto del pH
Se realizé el procedimiento descripto en la Experiencia 1, con la variante que se ajusté el pH =
5,7. Se dejo decantar a temperatura ambiente y a 4°C durante 48 horas.

Experiencia 4: efecto de la agitacion durante el agregado de etanol.

Se agrego el etanol al licor extraido en un matraz con agitacion magnética. Una vez finalizado el
agregado de etanol, se continudé agitando el matraz por 30 minutos y se dejo decantar el
precipitado a 4°C por 48 horas. Se ensay6 esta condicion para la extraccion 160°C, 110 min. Se
trabajé con el pH ajustado en 5,7 y con una relaciéon de etanol: licor de 4V. Sobre el liquido
remanente luego de filtrar se repitid el procedimiento agregando otros dos volimenes de
etanol.

Experiencia 5: incidencia de la concentracion de xilosacaridos en el licor.

Para evaluar como incide la concentracion de Xilosacaridos contenidos en el licor extraido, se
concentrd el mismo por rotaevaporacion a 38°C, hasta que el volumen se redujo a 1/3 del
volumen inicial (5a).

Paralelamente, a los efectos de utilizar condiciones similares a las que se pueden utilizar en la
industria, se repitié el procedimiento anterior, pero concentrando ahora en estufa de vacio, con
un vacio de 0,9 atm a 40°C (5b).

En ambos casos, se agregaron 4V de etanol, trabajando con el pH de extracto ajustado y sin
ajustar, y se agitd durante 30 minutos después del agregado de etanol. Se dejé decantar a 4 °C
por 48 horas.

Experiencia 6: efecto de la precipitacion previa de lignina a pH=2

Se bajé el pH a 2, centrifugando a 3000g por 20 minutos para remover lignina y sobre el
sobrenadante se adicionaron 4 volimenes de etanol con agitacién magnética. Se dejé decantar
por 48 horas a 4°C.

Experiencia 7: Extraccidn con acetato de etilo (AcOEt) y precipitacion con etanol.

A los efectos de remover contaminantes de las hemicelulosas en el extracto (fenoles, furfural,
acido acético, entre otros) para obtener un precipitado mas puro en hemicelulosas, se realizé
una extraccion liquido-liquido usando acetato de etilo. Las condiciones de extraccion fueron
optimizadas en un trabajo anterior (Cebreiros, Guigou and Cabrera, 2017), en el cual se concluyo
gue la mejor forma de remover los contaminantes, minimizando las pérdidas de oligosacaridos
en el extracto acuoso es trabajando a pH=2,5 y realizando la extraccién en 3 etapas y con una
relacidon volumen extracto acuoso: volumen AcOEt de 1 a 1 en cada etapa. Del extracto orgénico,
posteriormente se pueden recuperar acidos formico, acético y furfural por destilacién
fraccionada (Cebreiros, Guigou and Cabrera, 2017). En este trabajo no se evalué la recuperacion
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de polifenoles y derivados de lignina, los cuales también se desplazan a la capa orgdnica durante
la extraccidn. Para este ensayo se utilizd el licor obtenido en las condiciones de autohidrdlisis de
160°C, 110 minutos, trabajando con el licor tal como se obtiene y con el licor concentrado 3
veces en estufa de vacio y se realizd la extraccién liquido-liquido del modo mencionado
previamente.

La Tabla 11-2 muestra las condiciones utilizadas de las diferentes experiencias.

Tabla 11-2. Experiencias de precipitacion de hemicelulosas con etanol.

1
2
160°C.110min 3
33 4 manual Ambiente
’ 1
2
140°C.180min 3
4
1
2
160°C.110min 3
4
3,3 1 manual 4°C
2
140°C.180min 3
4
1
2
160°C.110min 3
4
5,7 1 manual 4°C
2
140°C.180min 3
4
160°C.110min 5,7 4 Agitador 4°C
442 magnetico
160°C.110min concentrada 3 4
veces mediante 442
rotaevaporador Agitador
160°C.110min concentrada 3 4 magnético 4°C
veces mediante estufa de
vacio 57 4+2
160°C. 60min concentrada 3 ’ 4
veces mediante estufa de
vacio 4+2
140°C 180min concentrada 3 4
veces mediante estufa de
vacio 4+2
2 y separando 4
o . precipitado Agitador o
140°C, 180min prévio agregado 442 magnético a%c
de etanol
160°C.110min 4
- 4+2 .
- Extraccion L-L con Agitador o
160°C.110min concentrada 3 . 4 - 4°C
. acetato de etilo magnético
veces mediante estufa de
, 442
vacio
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Una vez evaluadas las condiciones de precipitacidn anteriores, se realizd la precipitacidon de
hemicelulosas de forma escalonada (Experiencia 8). Para ello se partié del licor extraido por
autohidrdlisis en dos condiciones: 160°C, 110 minutos y 160°C, 60 minutos. Se trabajo con el
licor con el pH ajustado en 5,7, y se agregd el etanol con agitacién magnética durante y posterior
al agregado, de acuerdo con lo reportado previamente. Se dejé decantar por 48 horasa 4°Cy se
separod el precipitado por filtracion. En primera instancia, se agregd etanol en una relacion 1:1
y luego de separar los sdlidos por filtraciéon se agregd otro volumen de etanol sobre el
sobrenadante. Se repitié el procedimiento hasta una relacién EtOH: licor de 5:1.

11.4. Resultados y discusion

En la Figura 11-2 se muestran los resultados obtenidos en las primeras 3 experiencias,
expresados en términos de porcentaje en masa de precipitado obtenido por gramo de solidos
secos disueltos en el licor a precipitar (% precipitado / s.s.licor).

Precipitacion con etanol, licor de 160°C, 110 min

5,0

4,6
2,8
1,9
2,0
13 1,4
0g L 1
0,7 :
0,6 06 o5 l
v 2v 3v av

M pH sin ajustar, precipitacion temp. ambiente B pH sin ajustar, precipitacion 4°C

NoWw W~ s
o o wn

% precipitado /s.s. licor
o B o
wv o (9]

o
[=}

I pH=5,7, precipitacion 4°C
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Precipitacion con etanol, licor de 140°C, 180 min

4,5 a1

4,0

3,4

3,5
3,0
2,5
2,0

1,5

% precipitado / s.s. licor

1,0
0,5

0,0

M pH sin ajustar, precipitacion temp. ambiente M pH sin ajustar, precipitacion 4°C

M pH=5,7, precipitacion 4°C

Figura 11-2. Resultados obtenidos al agregar etanol en las experiencias 1-3 para dos condiciones diferentes de
tratamiento hidrotérmico.

Los precipitados obtenidos al agregar etanol a los extractos hidrotérmicos presentan un
rendimiento muy bajo, menor a 5%, en las 3 experiencias analizadas. Analizando la relacién de
volumen de etanol a volumen de licor a agregar, el rendimiento mayor se obtiene trabajando
con una relacion de 4:1. Se observa una mejoria en el rendimiento de precipitacién al ajustar el
pHa 5,7, tal como los sugiere la literatura (Bian et al., 2010; Egliés et al., 2012). Referente a dejar
precipitar a temperatura ambiente o a 4°C, si bien no se observan diferencias relevantes en
ambas condiciones, los precipitados obtenidos a 4°C, presentan mayor tamafio de los cristales y
son mas faciles de filtrar. Las mismas observaciones, se manifiestan para las dos condiciones de
extraccién ensayadas.

En la Figura 11-3, se muestra la incidencia de la agitacién durante y posterior al agregado de

etanol (experiencia 4) y de la concentracidon de xilosacdridos en el extracto a precipitar
(experiencias 5a y 5b).
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Precipitacion con etanol, licor de 160°C, 110 min

18
16,1 165 16,2
16
14
12

10 9,2
7,8

% precipitado / s.s .licor

4,6
., == -
Y,

B pH sin ajustar, precipitacién temp. ambiente

4v+2V

M pH sin ajustar, precipitacién 4°C

H pH=5,7, precipitacion 4°C

11 pH=5,7, precipitacion 4°C, agitacion magnética

H extracto concentrado 3 veces por rotaevaporacion, precipitacion pH=5,7, 4°C, agitacion magnética

H extracto concentrado 3 veces por estufa de vacio, precipitacion pH=5,7, 4°C, agitacion magnética

Figura 11-3. Rendimientos de precipitacion obtenidos para el agregado de 4 volimenes de etanol, en distintas
condiciones de precipitacion y de concentracion de xilosacaridos en el extracto. El valor de 4V+2V, refiere al
precipitado total obtenido, al agregar 2 volimenes mas de etanol al sobrenadante, luego de separar el
precipitado obtenido por el agregado de 4 volumenes de etanol.

La agitacién de la solucidn, durante y posterior al agregado de etanol, mejora sensiblemente el
rendimiento de precipitacion, mientras que trabajar con muestras mas concentradas también
tiene un efecto positivo en el rendimiento. La Figura 11-4 muestra el aspecto del sélido obtenido
luego de la precipitacion.

Figura 11-4. Sélido precipitado luego del agregado de 4V de etanol a pH=5,7 al extracto obtenido en el

tratamiento hidrotérmico a 160°C y 110min (Experiencia 4).
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Con las condiciones de precipitacidn con etanol establecidas hasta ahora (pH ajustado a 5,7,
agitacion magnética durante y posterior al agregado de etanol, 48 horas de sedimentacién a 4
°C), se analizé el efecto de la precipitacién en muestras concentradas por estufa de vacio para
las tres diferentes condiciones de tratamiento hidrotérmico ensayadas. Los resultados se
muestran en la Figura 11-5.

PRECIPITACION CON ETANOL, DISTINTAS CONDICIONES DE
TRATAMIENTO HIDROTERMICO- EXPERIENCIA 5B

W4V m4V+2V

% PRECIPITADO /S.S. LICOR

160°C, 110MIN 160°C, 60MIN 140°C, 180MIN

PRECIPITACION CON ETANOL, DISTINTAS CONDICIONES DE
TRATAMIENTO HIDROTERMICO- EXPERIENCIA 5B

W4V mA4V+2V

% PRECIPITADO / B.M.S. INICIAL

160°C, 110MIN 160°C, 60MIN 140°C, 180MIN

Figura 11-5. Precipitacion con etanol en muestras concentradas 3 veces su volumen original (concentracién por
estufa a vacio a 40°C). Las condiciones de precipitacion son: pH=5,7, agitacion magnética durante y posterior al
agregado de etanol y sedimentacién a 4°C durante 48 horas. Rendimientos de precipitacion referidos a: a)
cantidad de solidos disueltos secos en la solucidn a precipitar, b) masa de aserrin previo al tratamiento
hidrotérmico realizado (%precipitado/b.m.s. inicial)

La Figura 11-5 muestra que al trabajar con muestras mas concentradas (experiencia 5), el
rendimiento de precipitacion mejora, llegando a 40% de los sélidos inicialmente disueltos en el
licor extraido. Asimismo, el consumo de solvente es menor, ya que la relacién vol EtOH: vol licor
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se realiza considerando el volumen concentrado (1/3 del original en el caso de los ensayos). La
relacién de vol EtOH: vol licor que muestra mejores resultados respecto al rendimiento de
precipitacién, es la condicion 4:1.

Como puede observarse en las Figura 11-6, el color de los precipitados obtenidos en la primera
precipitacidn es oscuro (pardo-negro, indicativo de la presencia de compuestos provenientes de
lignina), mientras que cuando se realiza una segunda precipitacién (por ej. 4+2V), el color del
segundo precipitado es amarronado-amarillento.

a —
Figura 11-6. a. Licor concentrado 1/3 de su volumen inicial y con el agregado de 4V de etanol (pH=5.7). b.
Precipitado obtenido a partir de la muestra de la izquierda, luego de 48 horas de sedimentacién a 4°C. c.
Precipitado obtenido al agregar 2 voliimenes de EtOH al sobrenadante de la precipitacion mostrada arriba. Las
imagenes corresponden a la Experiencia 5a.

Analizando la composicidn de los extractos antes y después de concentrar, se puede decir que
la relacion de las concentraciones de los distintos componentes del licor (carbohidratos, acidos
y lignina) se mantiene, esto es, se triplica al disminuir el volumen a la tercera parte; a excepcién
del acido férmico, cuya concentracidn se encuentra entre 2-2,4 veces la concentracién inicial al
disminuir 3 veces el volumen. Siendo el acido férmico el componente con el menor punto de
ebullicién de las especies cuantificadas, se asume que existe cierta evaporacion de este dcido en
los tratamientos con vacio.

En la Experiencia 6 se busco remover la lignina para lo cual se acidificd el extracto, bajando el
pH a 2 y sobre el sobrenadante se precipitaron las hemicelulosas con etanol, utilizando las
condiciones establecidas previamente. Los resultados se muestran en la Figura 11-7 .
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PRECIPITACION CON ETANOL, REMOCION PREVIA DE
LIGNINA POR ACIDIFICACION
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Figura 11-7. Variacion del rendimiento al separar la lignina por acidificacion a pH 2 previo al agregado de etanol

Al disminuir la lignina de la solucién el rendimiento de precipitacién disminuye comparado con
las mismas condiciones sin remocion previa de lignina. Sin embargo, tal como se muestra en la
Figura 11-8, el precipitado obtenido tiene un color amarillo-amarronado brillante a diferencia
de los precipitados negros-pardos obtenidos a pH mayores. Esto es indicativo de una mayor

11-11



proporcién de xilosacaridos en el precipitado obtenido. Este comportamiento también es
reportado por Egiiés et al. (Eglés et al., 2012).

i il

Figura 11-8. Precipitado obtenido al agregar etanol al sobrenadante de acuerdo con la Experiencia 6.

En general, los rendimientos de precipitacién obtenidos se consideran muy bajos, llegando en
el mejor de las condiciones a precipitar el 42,2% de los sélidos disueltos presentes en el licor, lo
que equivale al 2,4% del material presente en el aserrin original (experiencia 5b, 140°C, 180
minutos). En las condiciones en que se obtiene mayor cantidad de precipitado respecto al
aserrin original (Experiencia 5b, 160°C, 60 minutos) se obtienen 4,1 g de sdlidos precipitados/
100 g b.m.s, lo cual sigue siendo muy bajo. Sin embargo, estos resultados son comparables a
otros reportados en la literatura.

Vazquez et al. (Vazquez et al., 2005) obtuvieron resultados de alrededor de 5% de los sélidos
iniciales disueltos en la solucién, mds bajos que los obtenidos aqui. Trabajaron con Eucalyptus
globulus y realizando una autohidrolisis en dos etapas (130-150°C la primera etapa y 203°C la
segunda, no se reporta el tiempo ni factores de severidad). Infieren que el menor rendimiento
de precipitacion que el obtenido con otras biomasas parece estar relacionado con el patrén de
sustitucion de los oligosacaridos, con una proporcidon comparativamente alta de grupos urénicos
y / o con la presencia de otros componentes estabilizantes presentes en los licores de
autohidrdlisis de eucalipto.

Tunc (Tunc, 2008; Tunc and Van Heiningen, 2011) aplicaron tratamientos hidrotérmicos a una
mezcla de maderas de frondosas del hemisferio norte, entre 130 y 170°C a 150 min a
temperatura maxima. Precipitaron las hemicelulosas del extracto obtenido con 4 volumenes de
etanol y alcanzaron rendimientos de precipitacion de carbohidratos entre 0,7 y 2,4 g /100 g
b.m.s.; resultados similares a los obtenidos en este trabajo. Mientras que el precipitado
representé solo una pequefa fraccion de los carbohidratos oligoméricos del extracto obtenido
a 160 y 170°C, a temperaturas inferiores, de 130 y 140°C, el rendimiento del precipitado fue
similar al de los carbohidratos oligoméricos presentes en el extracto de hemicelulosas. Esto
sugiere que la hidrdlisis adicional de los carbohidratos extraidos es significativa a 160 y 170°C,
lo que da como resultado un grado relativamente bajo de polimerizacion (DP) y oligdmeros que
permanecen solubles tras la adicion de etanol.

Willfér y Holmbom, trabajando con arabinogalactanos de maderas de coniferas (extracciones
acuosas), logran rendimientos de precipitacion en etanol de alrededor del 80% tanto para Piceas
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como para duramen de pinos. Los autores consideran que el precipitado esta totalmente
compuesto por carbohidratos en ambos trabajos (Willfér and Holmbom, 2004).

Por otro lado, Liu et al. (Liu et al., 2011), trabajando con una mezcla de arce, abedul y dlamo,
realizaron un tratamiento hidrotérmico por 30 minutos a 170°C y con el objetivo de precipitar
la lignina presente en el hidrolizado bajé el pH del licor a 2 y agregd 4 volumenes de etanol al
sobrenadante con agitacion. En esas condiciones reporté una recuperacion del 86 % de las
hemicelulosas extraidas.

Experiencia 7: Extraccion con acetato de etilo (AcOEt) y precipitacion con etanol.

En la Figura 11-9 se puede observar que parte de los compuestos coloreados del extracto migran
hacia la fase de acetato de etilo. Sobre los extractos acuosos obtenidos, se realizd la
precipitacién de hemicelulosas con las mismas condiciones experimentales que las utilizadas en
la Experiencia 4.

Figura 11-9. Extraccion con acetato de etilo del licor

Los resultados obtenidos luego de la precipitacidon con etanol se muestran en los graficos de la
Figura 11-10.
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Precipitacion con etanol luego de extraccion Lig-Liq
con acetato de etilo
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Figura 11-10. Precipitacion de hemicelulosas con Etanol luego de extraccion liquido-liquido con Acetato de etilo
para remover derivados de lignina, furfural y acido acético, entre otros. 3 veces se refiere a concentrado 3 veces
mediante estufa de vacio.

La realizacién de una etapa previa de extraccion liquido-liquido no mejora los rendimientos de
precipitacién, por el contrario, se aprecia una disminucién de la cantidad precipitada (las lineas
rojas en el grafico indica los rendimientos obtenidos en la situacidon analoga sin extraccion
previa con acetato de etilo), la que se explica por el hecho que los compuestos fendlicos y
acidos alifaticos fueron removidos. Sin embargo, como es de esperar el precipitado cambia su
aspecto, siendo ahora de un color blanco-amarillento, lo que indicaria menor presencia de
lignina en el mismo.

Los resultados obtenidos son similares a los de Vazquez et al. (Vazquez et al., 2005), quienes
obtuvieron un rendimiento de precipitacién de 11% en términos de solidos disueltos no
voldtiles, al precipitar con etanol la fase acuosa remanente de una extraccidn con acetato de
etilo, trabajando con Eucaliptus Globulus.

11.4.1. Caracterizacion quimica de los precipitados obtenidos

A los efectos de establecer el contenido de hemicelulosas de los precipitados obtenidos, se
seleccionaron aquellos precipitados en que se obtuvieron mayores rendimientos o condiciones
diferentes a otros precipitados. Se solubilizaron los mismos en agua hasta obtener una solucién
de 2g/L. Se determinaron carbohidratos monoméricos y totales y productos de degradacidn, de
acuerdo al procedimiento NREL/TP-510-42623, absorbancia de la solucion a 280nm y contenido
de cenizas por calcinacion del precipitado a 575°C para la condicién 140°C, 180 min utilizada en
las experiencias 5b y 6 (por disponibilidad de precipitado). En la Tabla 11-3 se muestran los
resultados obtenidos.
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Tabla 11-3. Caracterizacidn quimica de los precipitados obtenidos en las experiencias 5b y 6 (n.d:indica no
determinado).

Xilosacaridos Glucosacaridos Acacético = Cenizas

Experiencia Extracto utilizado ) (%) (%) (%)
5b 160°C, 110min (4V EtOH) 45,6 19,6 0,9 n.d.
Sb 160°C, 110min (4+2 V EtOH) 63,8 0,0 11,7 n.d.
Sb 160°C, 60 min (4V EtOH) 46,9 5,1 7,4 n.d.
5b 160°C, 60 min (4+2 V EtOH) 54,7 0,0 7,5 n.d.
Sb 140°C, 180 min (4V EtOH) 46,7 35,9 2,6 3,7
Sb 140°C, 180 min (4+2 V EtOH) 49,6 0,2 0,0 n.d.
6 140°C, 180 min (4V EtOH) pH =2 48,1 12,8 1,3 17,3
B o zon cresweny| g | e | oo |
B o, o v Eon @ 3| g | s | as | ons

En general, se puede afirmar que el carbohidrato mayoritario presente en los precipitados son
los xilosacaridos. Esta observacién es coincidente con el trabajo de Liu et al. ((Liu et al., 2011) y
es esperable si se considera que los xilosacaridos son los componentes mayoritarios en el licor
extraido; pero difiere con el trabajo de Tuncy Van Heiningen ((Tunc and Van Heiningen, 2011),
quienes trabajaron con maderas de frondosas del sur de Estados Unidos y encontraron que los
glucosacdridos fueron los carbohidrato predominantes en el precipitado. En éste, los autores
sefialan que factiblemente los xilosacaridos se encuentran en mayor proporcién como
oligosacaridos de bajo nivel de polimerizacion y por ello su tendencia a precipitar es menor que
la de los glucosacdridos extraidos.

En los precipitados obtenidos en la Experiencia 5b, la proporcién de xilosacaridos al agregar 4V
de etanol fue de alrededor de 45 - 47 %, un poco inferior a los resultados de Liu et al. (Liu et al.,
2011) quienes reportan un contenido de 55% de éstos en el precipitado. Al agregar una nueva
proporcion de etanol (4+2V), la proporcion de xilosacaridos en el precipitado aumentoé un 10%,
siendo despreciable el contenido de glucosacaridos.

Si se comparan los precipitados provenientes del extracto obtenido a 140°C y 180 min,
concentrado 3 veces, en las condiciones de precipitacion de la experiencia 5b y en la experiencia
6, se observa que al eliminar previamente la lignina a pH =2, la proporcién de xilosacaridos en el
precipitado aumenta poco (48.1 frente a 46.7%) y aumenta considerablemente el contenido de
cenizas, probablemente por formacién de sales de sulfato al aumentar la concentracién de
acido sulfdrico en la solucion. Este comportamiento es similar al reportado en Liu et al. (Liu et
al., 2011). Sin embargo, por el color del precipitado (amarillento), esta es una condicién
interesante, ya que, ademas, una interferencia por iones sulfato es mas sencilla de purificar que
los fragmentos que son precipitados al bajar el pH.
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Experiencia 8: Precipitacion escalonada.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11-11.

Precipitacion escalonada con Etanol
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Figura 11-11. Resultados obtenidos en la precipitacion escalonada de hemicelulosas con etanol.

Al igual que en las experiencias de precipitacidn en licores sin concentrar, los rendimientos de
precipitacién son muy bajos, alcanzandose en el mejor de los casos (160°C, 60 min, 4V), un
rendimiento del 9.8 % respecto al contenido inicial de solidos disueltos en el licor. Dada los
magros resultados obtenidos y la complejidad en el procedimiento, se descartd esta opcidn
para la obtencidn de xilosacaridos en los extractos provenientes del tratamiento hidrotérmico.

11.4.2. Anadlisis de los precipitados obtenidos por FTIR-ATR

A los efectos de obtener mas informacién sobre la constitucién quimica de los precipitados
obtenidos se los analiz6 mediante espectroscopia FTIR-ATR. Para ello se utilizd un
espectrometro FTIR marca Shimadzu IR Affinity 1-S con accesorio de ATR Pike MIRacle. Los
espectros se realizaron entre los nimeros de onda de 4000 — 600 cm™ con una resolucién de
4cm’, siendo cada espectro el resultante de 32 escaneos. El ATR tiene una superficie dptica de
1.8 mm de didmetro de diamante/ ZnSe. A efectos comparativos se realizaron estandares de
D(+)-xilosa de Sigma, Xilano de madera de haya de Sigma, y xilano de céscara de avena de Fluka
Analytics. En la Figura 11-12 se observan los espectros obtenidos de estos estandares.
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Figura 11-12. Espectros FTIR-ATR de los standares deD (+)-xilosa, xilano de haya y xilano de cascara de avena
comerciales.

De acuerdo a lo visto en el capitulo de “Estructura” podemos considerar que la constitucién de
las hemicelulosas en las maderas de frondosas tienen una cadena principal de 4-O-
metiglucuronoxilanos y aproximadamente el 10% de las unidades de xilosa estan sustituidas en
la posicion C-2 por un grupo lateral del 4cido 4-O-metil-D-glucurdnico (MeGlIcA), mientras que
algunas posiciones C-2 y C-3 estan acetiladas (Ebringerova et al., 2000; Chen et al., 2015). Por
otra parte, la cadena principal de las hemicelulosas en los cultivos anuales (Ebringerova et al.,
2000) estd formadas por arabino (glucurono) xilanos. Los certificados de analisis de los dos
xilanos comerciales utilizados muestran que el xilano de madera de haya presenta mas del 90%
de residuos de xilosa y para el caso de cdscara de avena se reporta un contenido de residuos de
xilosa > a 70% y residuos de arabinosa y glucosa menores a 10 y 15% respectivamente (Sigma
Aldrich, no date; Sigma-Aldrich, no date). Se hara particular hincapié en el analisis del espectro
del primer xilano, y se usara comparativamente el espectro del segundo.

Andlisis del espectro FTIR-ATR del estandar de xilosa

Los espectros IR de monosacaridos en la region 1170 - 980 cm -1 son sensibles a las posiciones
axiales y ecuatoriales de los grupos (OH) que pueden afectar de manera bastante significativa
las posiciones de la banda principal (Kacurakova et al., 2000). Los picos a 1016, 1033, 1080 y
1124 cm * se atribuyen a vibraciones C-C, C-OH y C-H en el anillo y grupo lateral. El pico a 1147
cm ! corresponde a la vibracién del enlace C-O-C (Kacurakova et al., 2000).

Respecto a la regién del espectro entre 3500 — 3200 cm’?, se deben a vibraciones del grupo OH.
Particularmente, las bandas a 3211 y 3319 cm -1 se puede asignar a vibraciones de O-H de las
aguas de hidratacion (Kacurakova et al., 1998; Buslov et al., 2009).

Los picos en la zona 2988 — 2862 cm-1, corresponden a vibraciones de los enlaces C-H
(Kacurakova et al., 1998).
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Anilisis del espectro FTIR-ATR del estandar de xilano de haya

Analizando particularmente el espectro FTIR del xilano de madera de haya se observa un pico
ancho e intenso con maximo a 1038 cm™, pico tipico de los (1-4)- B - xilanos, que corresponde
alas vibraciones de estiramiento de C-C, C-O y de rotacién de C-OH, del anillo y del grupo lateral
(Kacurakova et al., 1998; Kacurakova et al., 2000; Buslov et al., 2009).

Otra banda que se muestra ancha e intensa en el espectro es la de la regién 3600 — 3000 cm.
Estas bandas son debidas a las vibraciones de grupos hidroxilos intra e intermoleculares, asi
como a la presencia de agua de hidratacion (Kacurakova et al., 1998; Buslov et al., 2009). Cabe
destacar que no se observa el pico correspondiente a agua libre, que es caracteristico de la
region.

El pico a 2873 cm™ se puede asignar a las vibraciones de estiramiento de los grupos CHs, CH, y
CH que aparecen en esta region. Esto puede deberse a la presencia de grupos acetilos o al acido
4-0-metil-D-glucurdnico (Buslov et al., 2009). Este pico, sin embargo, no se observa en el
espectro de xilano de cascara de avena, lo que confirma lo antedicho.

Una cadena de unidades de xilosa pura no presentaria sefial en el rango 1800 — 1500 cm™. Las
vibraciones en esta regién pueden deberse a vibraciones de estiramiento de grupos C=Cy C-H,
posiblemente por fragmentos de lignina en la muestra (Buslov et al., 2009).

Aligual que en (Chen et al., 2015) el espectro de xilano de haya muestra bandas fuertes a 1605
y 1246 cm™. Estas corresponden al estiramiento C=0 del carboxilato (en forma de sal o éster) y
del estiramiento C- O — R correspondientes a los sustituyentes acidos metilglurénico y grupos
acetilos (Dammstrém, Salmén and Gatenholm, 2009; Chen et al., 2015).

Las bandas a 1160- 1130 cm  son debidas al enlace glicosidico (C — O — C) (Kacurakova et al.,
2000).

Una banda muy ancha a 974 cm™? (en el espectro de xilano de haya con maximo en 981 cm™) se
asigna a las vibraciones tipo tijeras de CH3 y C-OH (Kacurakova et al., 1998; Chen et al., 2015).

La banda a 895 cm™! es debida al enlace B-glicosidico y es tipica de este enlace (Chen et al.,
2015).

Analisis del espectro FTIR-ATR de los precipitados obtenidos

En primer lugar, se comparan globalmente todos los espectros de los diversos precipitados
obtenidos. Al observar a nivel macro que estos precipitados tienen muchas similitudes, se
seleccionan algunas muestras en particular para realizar un analisis mas pormenorizado.

El primer espectro analizado es el correspondiente a la precipitacion utilizando 4 volumenes de
etanol, sin ajustar el pH y agitando durante y post el agregado de etanol (experiencia 4), de la
muestra extraida a 160°C, 110 minutos (Figura 11-13).
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Figura 11-13. Espectros FTIR-ATR del precipitado obtenido en las condiciones de la Experiencia 4, pH sin ajustar y
usando 4 volumenes de etanol.

Como puede verse, el espectro obtenido es similar a los de xilanos de haya comercial. En la Tabla
11-4 se indican las bandas caracteristicas que presenta el espectro y se asignan los grupos que
la originan.

Tabla 11-4. Frecuencias observadas y asignacion de bandas del espectro FTIR- ATR del precipitado obtenido en la
Experiencia 4. (Kacurakova et al., 1998; Kacurdkova et al., 1999; Kacurakova et al., 2000; Buslov et al., 2009;

Dammstréom, Salmén and Gatenholm, 2009; Xu, Chen and Sun, 2015)
[[X]

Tipo de vibracion

1034 de estiramiento de C-C, C-O y de | (1-4)- B - xilanos
rotacion de C-OH, (anillo y grupo lateral)
3325 estiramiento del O-H OH de origen intra e intermolecular,
y aguas de hidratacion
2988-2862 estiramiento C-H grupos CH3, CH, y CH
Region entre 1600y | estiramiento de grupos C=Cy fragmentos de lignina
1724 cm C-H

Regidn de 1512 cm™

anillo aromdtico

compuestos fendlicos

Regidén entre 1427 y
1242 ¢cm?

estiramiento C=0 y estiramiento C- O —
R

sustituyentes acidos metilglurénico
y grupos acetilos

1160- 1130 cm !

C-0-C

enlace glicosidico

895 cm?!

Rotacién C-H en grupo furano

enlace B-glicosidico

El analisis FTIR-ATR del precipitado confirma que se trata de xilanos contaminados por
fragmentos de lignina.

Los picos en 1600y 1724 cm ! posiblemente se deban a vibraciones de estiramiento de grupos
C = Cy C-H, por fragmentos de lignina en la muestra (Buslov et al., 2009). Por otro lado, si se
compara la relacién de areas del espectro de xilano de madera de haya de Sigma con este
espectro, en el primero los picos de esta regidn representan el 10% del pico caracteristico del
xilano a 1034 cm-1, mientras que en esta muestra la relacion es del 15%, lo que indica que hay

11-20



mas compuestos de lignina presentes, lo que también es de esperar ya que el precipitado es
oscuro (negro) mientras que el de xilano comercial es amarillento (crema).

La Figura 11-14 muestra los espectros FTIR-ATR de otras de las condiciones de precipitacién
ensayadas.
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Figura 11-14. Ejemplos de los espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos en las distintas experiencias. a)
Precipitado con 4V de etanol de muestra de autohidrdlisis a 160°C, 60 minutos concentrada 3 veces con estufa de
vacio (Experiencia 5b). b) Precipitado con 4V de etanol de muestra de autohidrélisis a 140°C, 180 minutos
concentrada 3 veces con estufa de vacio y separacion de lignina a pH=2 previa a precipitar (Experiencia 6) c)
Precipitado con 4V de etanol de muestra de autohidrdlisis a 160°C, 110 minutos concentrada 3 veces con estufa de
vacio y extraccion L-L con acetato de etilo previa a precipitar (Experiencia 7). Los cambios mas notables se deben a
la variacion del area relativa entre el pico caracteristico de los xilanos en la regiéon de 1040 cm-1 y los picos
atribuibles a fragmentos de lignina en la regién 1740- 1630-cm™.

Si se comparan los espectros obtenidos en las diferentes experiencias, todos presentan los
mismos picos caracteristicos, por lo que se puede decir que en todas las condiciones ensayadas
precipita un compuesto o una mezcla de compuestos formados por xilanos (o xilosacaridos) y
fragmentos de lignina. La variacién fundamental que se encuentra entre los espectros es el
porcentaje relativo de las dreas de los picos correspondientes a la fraccion de xilanos frente a la
fraccion de compuestos de lignina. A los efectos de comparar esta variacion, se realiza una
relacién entre el drea que corresponde al pico caracteristico de los (1-4)- B - xilanos a 1045 -
1030 cm™ y las dreas que ocupan los fragmentos de lignina en la regién entre 1730 y 1512 cm’
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11-5.

En sombreado celeste se indican las condiciones de los ensayos que darian una relacién
favorable respecto del contenido de xilanos frente a compuestos de lignina en la muestra (se
tom¢ arbitrariamente, un 20% del drea a 1034 cm™ como tolerancia).
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Tabla 11-5. Comparacion de bandas caracteristicas entre los espectros obtenidos por las diferentes condiciones de
extraccion y precipitacion.

FTIR- ATR
Area Areas ,
Experiencia Cond. Extraccion Vol. etanol' corregida corregidas Reasdenlizl
precipitacion 1045 et 1730 -1512 A“lignina” /A”xilanos”)
cm?
Xilano de
madera de haya 542 56 10
Lignina AH
precipitada a
pH2 22 792 3549
1 | 140°C, 180 min v 278 130 47
1 | 140°C, 180 min 2V 280 130 46
1 | 140°C, 180 min 3V 399 119 30
1 | 140°C, 180 min 4V 751 55 7
1| 160°C, 110 min 2V 405 406 100
1| 160°C, 110 min 3V 730 662 91
1 | 160 °C, 110 min Y 634 102 16
2 | 140°C, 180 min 3V 593 137 23
2 | 140°C, 180 min 4V 594 177 30
2 | 160 °C, 110 min 2V 889 147 17
2 | 160 °C, 110 min 3V 514 93 18
2 | 160 °C, 110 min 4V 213 89 42
4a | 160 °C, 110 min 4V 100 6 6
4b | 160 °C, 110 min 442V 390 127 33
4b | 160 °C, 110 min 4V 547 85 16
4b | 160 °C, 110 min 442V 174 23 13
5a | 160 °C, 110 min 4V 501 68 14
5a | 160 °C, 110 min 442V 171 2 1
5b | 140°C, 180 min 4V 26 18 72
5b | 140 °C, 180 min 442V 12 19 160
5b | 160 °C, 60 min 4V 747 96 13
5b | 160 °C, 60 min 442V 635 188 30
5b | 160 °C, 110 min 4V 73 11 15
5b | 160 °C, 110 min 442V 802 64 8
6a | 140 °C, 180 min 4V 196 18 9
7 | 160 °C, 110 min Ay 590 189 32
7 | 160 °C, 110 min 442V 453 29 6
11.4.3. Evaluacion de distintos solventes

La precipitacidén con otros solventes, por ejemplo, acetona, 2-propanol, metanol y dioxano, se
ha empleado para la refinacién de las hemicelulosas (particularmente xilosacaridos) (Vazquez et
al., 2005; Moure et al., 2006; Peng et al., 2012). El grado de purificacion y la recuperacién
dependen en principio del solvente empleado y de la composicion del material lignocelulésico
en la materia prima, asi como las trasformaciones que tengan lugar en el proceso de separacion
de la matriz lignocelulésica (Ebringerova, Hromadkova and Heinze, 2005; Moure et al., 2006). Es
decir que depende del patrén de sustitucion de las cadenas de xilooligosacaridos y la posible
presencia de estabilizantes no sacdridos (Vazquez et al., 2005).

A los efectos de comparar los resultados obtenidos utilizando etanol como solvente con otros
solventes que se encuentran en referencias bibliograficas y que, por disponibilidad y costo,
puedan ser factibles de ser utilizados, se realizaron algunos ensayos de precipitacién con
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solventes utilizando metanol, isopropanol y dioxano. Se trabajé con el licor proveniente del
tratamiento hidrotérmico a 160°C y 110 minutos. Se analizan los resultados de la precipitacién
con 3y 4 voliumenes del solvente, con el pH sin ajustar y ajustado a 5.7. Las demds condiciones
se establecen como en la experiencia 4 de precipitacion con etanol. En la Figura 11-15 se
muestran los resultados obtenidos.

Precipitacion con metanol o dioxano

10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0

3,0

2,0
1,0
0,0

Metanol Metanol Metanol Dioxano Dioxano Dioxano
pH=3,3 pH=5,7 pH=5,7 pH=3,3 pH=5,7 pH=5,7

% precipitado / SS licor

H4V m4V+2V m3 m3V+2V

Figura 11-15. Resultados obtenidos en las diferentes experiencias de precipitacion de hemicelulosas con
solventes organicos.

No se reportan los valores obtenidos al utilizar isopropanol, ya que el precipitado obtenido
resultd muy pegajoso (“sticky”), dificil de secar y quedd adherido en las paredes del recipiente.

Los valores de rendimiento fueron bajos (el maximo correspondio a 8,8% de los sélidos disueltos
en el licor), similares a los obtenidos con etanol y por ello no se continué trabajando con estos
solventes, ya que presentan desventajas frente al etanol respecto a su perjuicio para la salud del
operario y ambientales, disponibilidad y costo. Los efectos de los pardmetros estudiados (pH y
volumen de solvente) tienen el mismo comportamiento que con el uso de etanol; esto es, el
rendimiento mejora levemente al trabajar con pH ajustado en 5,7 y aumenta al trabajar con 4
volumenes de solvente.

En la Figura 11-16 se muestran los liquidos obtenidos luego del tratamiento con solvente y los
precipitados separados por filtracion.
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Figura 11-16. Licores obtenidos luego del agregado de los distintos solventes ensayados y precipitados obtenidos.

Los resultados obtenidos son nuevamente concordantes con los resultados que comenta
(Vazquez et al., 2005), trabajando con Eucalyptus globulus. De acuerdo con estos autores, el tipo
y relacion de solvente tiene poco efecto sobre los rendimientos de precipitacién obtenidos.

11.4.4. Andlisis del espectro FTIR-ATR de los precipitados
obtenidos.

La Figura 11-17 presenta los espectros FTIR-ATR de diferentes precipitados obtenidos al utilizar
metanol como agente precipitante.

+ —— 419-2pH=6 3V MetOH1
J[—— corr 8+9 MetOH 4V ph 61]
N MetOH 4V pH sin ajustar

100 —
B AN
Mm

%T

. M\
\

92

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750

Figura 11-17. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenido al utilizar metanol como agente precipitante. Rojo:
se ajusta pH de extracto a 5,7 y se agregan 4V de metanol; verde: se agregan 4V de metanol sin ajustar el pH;
negro: se agrega 3V de metanol al extracto con el pH ajustado en 5,7.

Mas alla de las pequefias diferencias obtenidas en el rendimiento de precipitacion, segun las
condiciones de precipitacién utilizadas (Figura 11-15), puede verse que las caracteristicas
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espectrales de los tres precipitados que se muestran son muy similares, lo que indica que se
trata de las mismas especies. El analisis de las bandas caracteristicas se hara mas adelante.

Para el caso del dioxano como agente precipitante, se puede observar que las sefiales difieren
un poco si se realiza la precipitacién con ajuste de pH a 5,7 o sin ajustar. La intensidad del pico
caracteristico de los (1-4)-B-xilanos en la regién de 1020-1050 cm1, indicaria que la precipitacion
de hemicelulosas se favorece trabajando con el pH del extracto, frente a la condicion de pH
ajustado a 5,7.

-§——Dioxano pH =6 4V
V D\oxanlq pH.sinajustar 4V

3726,47
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3523,3502,7
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Figura 11-18. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenido al utilizar dioxano como agente precipitante.
Negro: se ajusta pH de extracto a 5,7 y se agregan 4V de dioxano; rojo: se agregan 4V de dioxano sin ajustar el
pH.

En la Figura 11-19 se pueden ver los espectros de distintos precipitados obtenidos con los 3
solventes ensayados. Como puede observarse, los espectros son muy similares entre si,
destacdndose en todos los picos correspondientes a la presencia de (1-4)-B-xilanos (1020-1050
cm1), del enlace glicosidico (895 cm), las bandas correspondientes a las vibraciones de
estiramiento C=0 y estiramiento C- O — R de los sustituyentes acidos metilglurénico y grupos
acetilos en la regién entre 1240y 1427 cm, asi como los picos correspondientes a la presencia
de compuestos fendlicos en la zona de 1537 cm™.
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Figura 11-19. Comparacion de los espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos al utilizar los distintos
solventes como agentes precipitantes. Negro: se agregan 4V de dioxano sin ajustar el pH; rojo se agregan 4V de
metanol con pH ajustado en 6, verde: se agregan 4V de etanol sin ajustar el pH.
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11.5. Conclusiones

Se evalud la precipitacion de compuestos derivados de xilosa con distintos solventes (etanol,
metanol, isopropanol y dioxano).

Dentro de los pardmetros estudiados se concluye que el mejor solvente a utilizar es el etanol ya
que permite obtener los mayores rendimientos de precipitacion y presenta ventajas adicionales
referentes a la facilidad para su manipulacién y menor costo. La condicion de precipitacion
usando 4 volimenes de etanol es la que alcanza el mayor porcentaje de precipitado respecto a
los sélidos en el licor, asi como a la biomasa original extraida. El ajuste de pH a 5,7 mejora los
rendimientos de precipitacion respecto a trabajar con las muestras a su pH original (alrededor
de 3,5). La agitacién durante y posterior a la precipitacion mejora significativamente el
rendimiento. Trabajar con muestras con mayor contenido de xilosacaridos (muestras
concentradas) permite mejorar el rendimiento de precipitacidn, asi como disminuir el consumo
de etanol. El aspecto fisico de las muestras es de un sélido pardo-negro, a excepcién de los
precipitados obtenidos al agregar etanol al sobrenadante (4+2V), donde el precipitado es
amarronado. Sin embargo, el rendimiento de esta segunda precipitacidn es poco significativo.

Al realizar la precipitacion ajustando el pH a 2 y removiendo los sélidos precipitados previo al
agregado de etanol, se obtiene un precipitado amarillento-amarronado que indica a priori un
menor contenido de lignina en el mismo.

Como ha sido mencionado en la discusion, los rendimientos de precipitacion obtenidos se
consideran muy bajos, siendo el maximo rendimiento obtenido el 42,2% de los sdlidos disueltos
presentes en el licor, lo que equivale al 2,4% del material presente en el aserrin original
(experiencia 5b, 140°C, 180 minutos). En las condiciones en que se obtiene mayor cantidad de
precipitado respecto al aserrin original (Experiencia 5b, 160°C, 60 minutos) se obtienen 4,1 g de
sélidos precipitados/ 100 g b.m.s.

La caracterizacidn quimica de los precipitados se realizé sobre muestras en las que se obtuvo
mayor cantidad de precipitado. El contenido de xilosacdridos en estas muestras es de alrededor
de 45-48%. En el caso de la precipitacidén a pH=2, el contenido de cenizas es del 17%, frente a la
precipitacién a pH = 5,7 donde las cenizas son el 3,7%.

En el anadlisis de los precipitados por FTIR-ATR se observan en todos los casos, las bandas
caracteristicas de los xilo-oligosacdaridos (1034 cm™, 1160-1130 cm™, 895 cm™, entre otras) y
bandas correspondientes a los compuestos fendlicos (regién de 1512 cm). De esta forma se
confirma que los precipitados obtenidos estdn compuestos por xilanos u xilooligosacaridos,
contaminados por fragmentos de lignina.
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12. ENSAYOS DE PURIFICACION Y CONCENTRACION:
PRECIPITACION CON SOLVENTES EN LICORES PROVENIENTES
DE TRATAMIENTOS ALCALINOS.

En este apartado se evalian las condiciones de la precipitacion con solventes de las
hemicelulosas extraidas de la madera por tratamiento con alcali (hidréxido de sodio) y se
analizan los precipitados obtenidos. El objetivo general es establecer las mejores condiciones de
precipitacién de las hemicelulosas.

12.1. Objetivos especificos

e Evaluar distintas alternativas de precipitacidon con etanol, tomando como variables el pH
del extracto y la relacién volumen de extracto: volumen de solvente.

e Evaluar la incidencia del contenido inicial de xilanos y fragmentos de lignina en el
extracto.

e Analizar el rendimiento y las caracteristicas de los precipitados obtenidos realizando una
precipitacién escalonada con etanol como solvente.

e Comparar el rendimiento de las fracciones precipitadas utilizando etanol y dioxano
como agentes precipitantes. Comparar las caracteristicas de los precipitados formados
con ambos solventes.

e Analizar el efecto de utilizar acido sulfurico, acido acético o acido clorhidrico para ajustar
el pH previo al agregado de solventes.

12.2. Procedimiento

Se trabajo con tres condiciones experimentales a los efectos de evaluar las distintas etapas de
este trabajo. Para ello se eligieron las condiciones experimentales con las que se reporté mayor
deseabilidad en la optimizacion de multiples respuestas del disefio estadistico efectuado y la
condicidn del disefio experimental donde se logré la mayor extraccion de xilosacaridos (Capitulo
9). Estas condiciones, asi como su caracterizacion fisicoquimica se muestran en la Tabla 12-1. A
los efectos de tener mayor volumen para poder analizar distintas condiciones de precipitacidon
con solventes, se repitieron las extracciones de licor, y por ello algunos valores son diferentes a
los reportados en el Capitulo 9.
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Tabla 12-1.Caracteristicas de los extractos utilizados. (Prom # ). (b.m.s.: base madera original seca), n=2

Extraccion 1

Temperatura = 155 °C, tiempo a T max.= 45 minutos,

Carga NaOH =16,7 %

Rendimiento extraccion (% b.m.s.) 36,6 £2,1
Sdlidos disueltos en el extracto (%) 13,5+0,3
pH 12,7 £0,2

Xilosacaridos (g/L) / Xilosacaridos (% b.m.s.)

4,1+0,1/2,1+0,1

Glucosacaridos (g/L) / Glucosacaridos (% b.m.s.)

09+0,1/0,5+0,1

Absorbancia a 280nm (dilucién 1/1500)
Extraccion 2

0,585 + 0,010
Temperatura = 155 °C, tiempo a T max.= 45 minutos,
Carga NaOH = 16,7 % - repeticion

Rendimiento extraccion (% b.m.s) 39,7+2,2
Sdlidos disueltos en el extracto (%) 15,2+0,3
pH 12,2+0,1

Xilosacdridos (g/L) / Xilosacaridos (% b.m.s.)

55+0,3/2,7+0,2

Glucosacaridos (g/L) / Glucosacaridos (% b.m.s.)

0,3+0,1/0,20,1

Absorbancia a 280nm (dilucién 1/1500)
Extraccion 3

0,612 + 0,028
Temperatura = 105 °C, tiempo a T max.= 45 min,

Carga NaOH = 16,7 %

Rendimiento extraccion (% b.m.s.) 18,2+1,6
Solidos disueltos en el extracto (%) 11,4 +£0,2
pH 12,6 +0,1

Xilosacaridos (g/L) / Xilosacaridos (% b.m.s.)

56+0,3/28+0,2

Glucosacaridos (g/L) / Glucosacaridos (% b.m.s.)

24+04 /1,203

Absorbancia a 280nm (dilucién 1/1500)
Extraccion 4

0,298 + 0,001
Temperatura = 155 °C, tiempo a T max.= 135 minutos,
Carga NaOH =6,7 %

Rendimiento extraccion (% b.m.s) 28,4+1,5
Sélidos disueltos en el extracto (%) 8,2+0,2
pH 10,9+0,1

Xilosacaridos (g/L) / Xilosacaridos (% b.m.s.)

48+0,1/24+0,1

Glucosacaridos (g/L) / Glucosacaridos (% b.m.s.)

1,2+0,2/0,6+0,1

Absorbancia a 280nm (dilucién 1/1500)

0,404 + 0,016

12.2.1.

Ensayos realizados

En primera instancia se trabajé con etanol como solvente de precipitacion. Se evaluaron
diferentes parametros que pueden influir en el rendimiento de la separacion.

a) Precipitacion con solventes a diferentes pH del extracto: Para realizar esta experiencia
se trabajo con la extraccion 1, utilizando etanol como solvente de precipitacidn. Previo
al agregado del etanol, se ajustd el pH a distintos valores: original, pH=9, pH=7 y pH=5,
utilizando 4cido clorhidrico. Se centrifugd la muestra a 3000g durante 20 minutos,
separando el precipitado obtenido y determinando el rendimiento de precipitacion de
acuerdo con los sélidos disueltos inicialmente en el licor. Al sobrenadante se agregdé dos
volumenes de etanol con agitacion (magnética) constante y agité posteriormente por
30 minutos. Se dejé decantar el precipitado por 48 horas a 4 °C. Este procedimiento se

realizé por duplicado.

b) Relacién de volumen de solvente a volumen de licor conteniendo las hemicelulosas: se
trabajé con una relacidn de Etanol : licor entre 1:1y 4:1, ajustando previamente el pH a
7. Se tomaron 4 matraces conteniendo 50 mL de licor y se ajusté el pH =7. Se centrifugd
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c)

d)

f)

la muestra durante 20 minutos a 3000g. Las distintas proporciones de etanol se
agregaron con agitacién magnética a cada matraz con el sobrenadante y se agitd
durante 30 minutos mas. Se dejé precipitar por 48 horas a 4°C y se centrifugd
nuevamente por 20 minutos a 3000g. El precipitado se secé a 37 °C hasta peso
constante.

Precipitacién escalonada. Para analizar si hay variacion en los rendimientos de
precipitacidn, asi como en las caracteristicas de los precipitados formados, se analiza la
precipitacién escalonada. Esto se realiza agregando otra porcién de etanol al
sobrenadante de una precipitacién anterior.

Incidencia de la relacién de xilosacaridos a lignina en el licor. Se repitié el procedimiento
realizado en a) pero con un licor obtenido en diferentes condiciones de extracciony que
presenta una mayor relacién xilosacaridos a lignina. Se evalué también la disolucion del
precipitado obtenido y su reprecipitacién con etanol a los efectos de purificarlo.
Precipitacidn con solventes a distintos pH, utilizando 4cidos sulfurico y acético para el
ajuste de pH. Se ensayd la incidencia en la precipitacidon de la utilizacién de otros acidos
industrialmente disponibles para ajustar el pH previo al agregado de etanol.
Precipitacién con dioxano. Se estudiaron los efectos de utilizar dioxano en lugar de
etanol como solvente de precipitacién, agregando el solvente al licor a diferentes pH.

En la Figura 12-1 se muestra un esquema de los diferentes ensayos realizados.

Andlisis realizados:

e Seevalué el rendimiento de precipitacion de los precipitados obtenidos al ajustar el
pH vy al agregar solvente, utilizando la relacidon entre masa seca de precipitado y el
contenido de sélidos disueltos del licor extraido.

e Se analizaron carbohidratos y acidos organicos (acético y férmico) y productos de
degradacion (HMF vy furfural) por HPLC, de acuerdo con el procedimiento de
NREL/TP-510-42623. Por otra parte, se midio la absorbancia a 280 nm de la muestra,
como indicativo de la presencia de lignina o fragmentos de ésta.

e El precipitado obtenido luego del agregado de solvente se disolvié en NaOH 0,1 M
y sobre esa solucion se determiné el contenido de carbohidratos y dcidos organicos
por HPLC y la absorbancia a 280 nm. Sobre algunas muestras seleccionadas se
determind la distribucion de pesos moleculares y/o el contenido de cenizas. Estas
determinaciones se realizaron de acuerdo con los procedimientos previamente
descriptos.

e Los precipitados obtenidos fueron analizados por FTIR-ATR. Se usoé el instrumento y
estandares descriptos en el Capitulo precedente.
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Ensayo a) Ensayo b)

Ajuste de pH con HCI (pH licor original, 9, 7 y
5)

2 volimenes etanol,
agitacion magnética, 48
horas a 4 °C. Centrifugacion

Ajuste de pH =7 con HCI

Agregado de etanol (1, 2, 3 y 4
volimenes por volumen de licor),
agitacion magnética, 48 horas a 4 °C.
Centrifugacion

Solucién remanente Precipitado rico en Solucién remanente Precipitado rico en

xilosacaridos

xilosacaridos
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Ensayo c)

Licor

Ajuste de pH,
centrifugacion

-
B -

Agregado de 1V etanol,
agitacion, sedimentacion a
4°C, 48 horas. Centrifugacion

Agregado de 1V etanol,
Y agitacion, sedimentacion
a4 °C, 48 horas.

Sélido obtenido al . L
Centrifugacion

agregar 1V de etanol

. b |
- Sélido obtenido al
agregar 1+1V de etanol

(n veces, n=2 - 4)

Agregado de 1V etanol,
A agitacion, sedimentacion a 4 °C,

"’" ¢ 48 horas. Centrifugacion

.-
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Ensayo d)

Ajuste de pH con HCI

(pH licor original, 9, 7,5y 2)

1 volumen etanol,
agitacion magnética,
48 horas a4 °C.
Centrifugacion

Solucién Precipitado rico
remanente

en xilosacéridos




Ensayo el)

Ajuste de pH con H,SO,

1 volumen etanol,
agitacion magnética,
48 horas a 4 °C.
Centrifugacion

Solucién
remanente

Precipitado rico

en xilosacaridos

Figura 12-1. Ensayos realizados para evaluar la precipitacion de las hemicelulosas extraidas con hidréxido de sodio.

Ensayo e2)

Ajuste de pH con acido acético
(PHOY 4,4)

1 volumen etanol,
agitacion magnética, 48
horas a 4 °C.
Centrifugacion

Solucién
remanente

Precipitado rico

en xilosacaridos

Ensayo f)

Ajuste de pH con HZSO4

(pH licor original, 9, 7y 5)

l

Precipitado

2 voliumenes dioxano,
agitacion magnética, 48
horas a 4 °C.
Centrifugacion

Solucién
remanente

Precipitado

rico en
xilosacaridos




12.3. Resultados y discusion

12.3.1. Precipitacion con solventes a diferentes pH del
extracto:

Se utilizé licor extraido a 155 °C, 45 minutos y 16,7 % de NaOH (Extraccion 1), cuyas
caracteristicas se muestran en la Tabla 12-1.

La Figura 12-2 muestra la relacién entre el peso seco del precipitado obtenido al ajustar el
pH y centrifugar el licor, respecto al contenido de sdlidos totales del licor extraido.

% solidos que precipitan al bajar el pH de licor

12,0
| I
12,7 9,1 6,9 5,0

pH

% precipitado/SS licor extraido
N~ o0 ®
o o o o

o
[=)

Figura 12-2. Sélidos precipitados al ajustar el pH del licor extraido. Corresponde al licor extraido a 155 °C, 45
minutos y 16,7 % de NaOH.

El porcentaje de material que precipité aumentd al bajar el pH hasta pH =6,9; mientras que la
porcion que precipitd a pH=6,9 y pH=5,0 es estadisticamente igual para un a = 0,05. El valor de
absorbancia a 280 nm de la soluciéon luego de ajustar el pH y separar el precipitado bajé un 15
% para pH=9,1y pH=6,9 y un 25 % a pH=5,0, respecto al valor original del licor.

Al agregar etanol a la solucién resultante y dejar sedimentar por dos dias a 4 °C, se obtuvo un
nuevo precipitado, el cual se centrifugd y secé en estufa a 37 °C para su analisis. Los precipitados
obtenidos a los 4 pH trabajados presentaron caracteristicas similares, siendo todos de color
negro y no observandose diferencias a la vista entre ellos. En la Figura 12-3 se muestra el
porcentaje de xilosacaridos que precipitaron al agregar etanol a la solucién (respecto al que se
encontraba presente en el licor previo al ajuste de pH). Se muestra también el porcentaje de
xilosacaridos que componen los precipitados obtenidos.
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% xilosacaridos que precipitaron al agregar 2V Etanol

100,0

90,0

80,0

_g 70,0

8 60,0

£ 50,0
g

a 40,0
J

X 30,0

20,0

10,0

0,0

12,7 9,1 6,9 5,0
pH
B % precipitado EtOH/xilosacaridos licor M % xilosacéridos en precipitado

Figura 12-3. Precipitados obtenidos al precipitar con dos volimenes de etanol a diferentes pH. Las barras naranjas
muestran el porcentaje de xilosacaridos que forman parte del precipitado.

De acuerdo con la Figura 12-3, al bajar el pH hasta 6,9 se logré un aumento de la fraccidon que
precipitd, hecho que no se constatod al continuar bajando el pH. Del mismo modo, al agregar
etanol al extracto a pH original, el 24,6 + 1,2 % del precipitado esta compuesto por xilosacaridos,
mientras que llegaa43,1+2,2%y 45,9 + 2,3 % para el caso de la precipitacidon a pH=6,9 y pH=5,0
respectivamente.

Como se menciond en el Capitulo 11, existen muchos reportes en la literatura donde la
precipitacidn se realiza luego de ajustar el pH a 5,5 — 6,5 con acido acético o acido clorhidrico
(Brienzo, Siqueira and Milagres, 2009; Peng et al., 2009; Bian et al., 2010; Egilés et al., 2012;
Peng, 2012), pero no encontrandose en ninguno de ellos una explicacidon del motivo de seleccidn
de este pH. Ya en 1926, O'Dwyer (O’Dwyer, 1926) reportd la precipitacién de hemicelulosas de
un extracto alcalino de madera de haya luego “del agregado de una importante cantidad de
acido clorhidrico” y dos volimenes de etanol. Segln esta autora, una porcién significativa de las
hemicelulosas de alto peso molecular precipita al bajar el pH (las denominadas “Hemicelulosas
A”). Con el agregado de dos voliumenes de etanol se obtuvo otro precipitado, en menor cantidad
y de caracteristicas diferentes (O’'Dwyer, 1926).

Longue Jr. (Longue Jr. et al., 2013) trabajaron con chips de Eucalyptus globulus y ensayaron dos
concentraciones de soda (10 y 50 %) a 100 °C, durante 100 minutos, reportando una extraccion
de 3,3 y 52 % de xilosacaridos. Al agregar 1 V de etanol al pH del licor (12,7 y 13,2
respectivamente) indicaron que precipitaron 0,3 y 1,6 % de sdélidos en base madera seca. El
precipitado del licor extraido con 50 % de soda estaba constituido en un 53 % por xilosacaridos,
4,4 % de lignina y 23 % de cenizas. El precipitado del licor extraido con 10 % de soda estaba
formado por 29 % de xilosacéridos, 12,5 % de lignina y 36 % de cenizas. Este valor de
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xilosacdaridos es similar al obtenido en este trabajo, aunque la temperatura de extraccién en
nuestro trabajo fue muy superior.

La distribucién de pesos moleculares de los precipitados se presenta en la Tabla 12-2.

Tabla 12-2. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos con 2V de etanol a diferentes pH.
Licor extraido a 155 °C, 45 minutos y 16,7% de NaOH.
pH del licor  Distribucion de pesos moleculares ‘

Mn Mw
# (Da) (Da) Mw/Mn %
Total 4080 33243 3,58
1 143868 154141 14,8
12,7 2 29864 30428 16,0
3 11407 11982 42,5
4 1325 1615 1,2
Total 8011 16873 1,2
9,1 1 16062 18433 90,7
2 1358 1633 9,3
Total 5255 16147 1,4
1 30166 30559 30,5
69 2 12204 12744 51,1
3 1324 1553 18,3
Total 8310 18658 1,3
51 1 27146 28031 45,5
’ 2 11569 12574 46,0
3 1338 1493 8,5

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 12-2, el peso molecular ponderado (Mw) es
de 33243 Da para el precipitado obtenido al agregar etanol al pH original del extracto (12,7), y
de alrededor de 16.000 a 18.000 Da para los otros pH estudiados. En el primero (pH 12,7), se
observé un pico a 154.000 Da, que no se observa en los otros casos, factiblemente lignina que
es removida al ajustar el pH a valores mas bajos. Puede verse también (Figura 12-4) que la
distribucién de pesos moleculares de los precipitados a pH 6,9 y 5,1 es similar, mientras que a
pH 9,1 no aparece resuelto un pico en el entorno de los 30.000 Da, que, si aparece en los pH
inferiores, lo que genera una distribucidn diferente que a los pH mas bajos analizados.

Y %
RO O
s pH=12,7

212165047

=

0 30 % kL) % 40 4% 4 4% 50 log(MW) 205 30 % 35 % 40 45 log(MOY)

% %
RO-TA RO
pH =5,1

=
=
T

[ T
2B 30 35 3% % 40 4% log(MW) 30 3% 30 3B = 4 4% 450 Tog(MW)

Figura 12-4. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos con el agregado de 2 voliimenes de
etanol a diferentes pH para el licor extraido a 155 °C, 45 minutos y 16,7% de NaOH.
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Comparando con otros autores, el peso molecular ponderado del precipitado obtenido por el
agregado de etanol sobre un extracto alcalino de madera de abedul, reportado por Costabel
(Costabel, 2013) fue de 19.000 Da, del orden de los obtenidos en este trabajo en pH distintos al
del licor original, aunque hay que tener presente que se estdn comprando dos tipos diferentes
de maderas de frondosas.

En la Figura 12-5 se muestra el andlisis de FTIR-ATR de los precipitados obtenidos al agregar
etanol a los distintos pH de trabajo.
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Figura 12-5. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos por el agregado de 2V de etanol a distintos pH
sobre el licor extraido a 155 °C, 135 minutos y 16,7 % NaOH. En la figura superior, espectro FTIR-ATR del
precipitado obtenido al agregar etanol luego de ajustar el pH del licor a 5 (y remover el precipitado obtenido por
el ajuste de pH). En la figura inferior, comparacion de los precipitados obtenidos al agregar etanol a distintos pH
del licor (verde: pH original del licor: 12,7; negro: pH=5 y rojo pH=7)
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En todos los precipitados de la figura se pueden observar las bandas en el entorno de 1040
cm?, de las vibraciones de estiramiento de C-C y C-O y de rotacién de C-OH, asignadas a los (1-
4)- B-xilanos. También se observan las bandas en la zona de 1160-1130 cm™ correspondientes
al estiramiento C-O-C y asignadas al enlace glicosidico, asi como el pico caracteristico a 895
cm?, de rotacién de C-H en el grupo furano, tipico del enlace B-glicosidico. Estas bandas
confirman la presencia de xilosacaridos en el precipitado. Se observa también, una banda ancha
en la zona de 3300-3500 cm, correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los grupos
O-H.

En la region entre 1427 y 1242 cm™ se pueden ver las bandas provocadas por las vibraciones de
estiramiento C=0 y de C-O-R, correspondientes a los 4dcidos metilglucorénico y grupos acetilos
del precipitado. Puede observarse que esta banda es mucho mas intensa cuando se trabaja a
pH=12,7, disminuyendo su intensidad en los precipitados a otros pH. Las vibraciones de
estiramiento de C-H asignables a los grupos CHs, CH, y CH en la regién de 2988-2862 cm™ se ven
claramente a pH=5y no se aprecian en los otros pH de trabajo.

Las vibraciones del anillo aromético en la regién de 1512 cm?, correspondientes a los
compuestos fendlicos se aprecian claramente a pH=5 y pH=7, pero no se ven claramente a
pH=12,7, factiblemente porque son enmascaradas por la banda ancha de los grupos
metiglucordnico y acetilo en este espectro. Sin embargo, las intensidades de las bandas en la
regidn entre 1600 y 1730 cm™, de las vibraciones de estiramiento de los grupos C=C y C-H
asignables a fragmentos de lignina, son mucho mas importantes a pH 12,7. Factiblemente los
polisacédridos extraidos estén formando parte de complejos lignina-carbohidratos (LCC), los que
muchas veces presentan enlaces muy estables y por ello dificiles de romper. (Balakshin,
Capanema and Berlin, 2014).

Los espectros obtenidos a pH=7 (verde) y pH=5 (rojo) son muy similares, asi como el resto de las
propiedades medidas. El precipitado obtenido a pH=9,1 presentd picos poco caracteristicos de
este tipo de muestra por lo que no se considerd para el analisis. Con estos resultados, en
principio puede establecerse que el pH=7 es un valor adecuado para la remocidn de lignina y
precipitacidn de los xilosacaridos presentes, no lograndose mejoras al bajar mas el pH (al menos
hasta pH=5).

Los andlisis de FTIR-ATR presentados son muy similares a los que se reportan en distintos
trabajos de la literatura, observdndose los mismos picos caracteristicos, fundamentalmente en
lo que corresponde a xilosacaridos. La discusidn acerca de los picos que se asignan a compuestos
de lignina es menos frecuente en la literatura, en algunos casos porque se trata de muestras que
fueron tratadas con clorito de sodio previo a la extraccidn alcalina y en otros casos porque no se
analizan estos picos (Bian et al., 2010; Eglés et al., 2012; Peng, 2012; Longue Jr. et al., 2013;
Vena et al., 2013).
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12.3.2. Relacion de volumen de solvente a volumen de licor
conteniendo las hemicelulosas.

Para determinar la relacién de etanol necesaria para precipitar las hemicelulosas se trabajé a pH
fijo y variando la relaciéon de volimenes de etanol desde 1 a 4. Se utilizo el licor correspondiente
a la extraccidn 2 (condiciones de extraccion: 155°C, 45 minutos, 16,7 % carga de NaOH).

El 58% de los sdlidos disueltos totales precipitd luego del ajuste de pH=7 con &acido clorhidrico,
y el 8 % de los xilosacaridos iniciales presentes fueron removidos en este precipitado.

En la Figura 12-6 se muestra una imagen de los precipitados obtenidos y en la Figura 12-7 se
muestran los resultados obtenidos al agregar etanol en distintas relaciones de volumenes.

Figura 12-6. Precipitados obtenidos al agregar distintas relaciones de volumen de etanol:licor, al licor extraido a
155°C, 25 minutos y 16,7 % de carga de soda (Extraccion 2), previo ajuste de pH=7.

% xilosacaridos que precipitan al agregar etanol a pH =7
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Figura 12-7. Precipitados obtenidos al precipitar con diferentes voliimenes de etanol a pH=7.
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Como puede verse en la Figura 12-6, los precipitados obtenidos fueron de color negro, similares
a los obtenidos en el item anterior. Trabajando con un volumen de etanol, precipité el 78 % de
los xilosacaridos presentes en el licor original, mientras que a medida que se aumenta el
volumen de etanol el porcentaje que precipité aumenté llegando a precipitar el 92 % de los
xilosacaridos con 4 volimenes de etanol. Respecto a la composicion del precipitado, alrededor
del 30 % del precipitado obtenido correspondié a xilosacaridos, bajando un poco este valor a
medida que aumenta la relacién de volumenes (33 % a 28%).

En la revisidn de literatura se ha encontrado el uso de diversas relaciones en el agregado de
etanol para la precipitacién de las hemicelulosas, desde relaciones menores a 1 V de etanol
(Peng et al., 2009; Peng, 2012), un volumen (Longue Jr. et al., 2013), dos volumenes (O’Dwyer,
1926; Stoklosa and Hodge, 2012), tres volumenes (Puls and Saake, 2003; Brienzo, Siqueira and
Milagres, 2009), etc., en ningln caso haciendo referencia al porqué de la eleccion de las
condiciones.

Analizando la distribucidn de pesos moleculares que se presenta en la Tabla 12-3 se observa que
para una relacion de volumen de etanol: licor de 1 se obtuvo el mayor valor de peso molecular
ponderado y que el mismo baja sucesivamente a medida que se aumenta la relacion de
volumen. Se observan dos picos, uno en la zona de aproximadamente 21000-26000 Da y otro
alrededor de 1300-1400 Da. A medida que aumenta la relacién de volimenes el porcentaje de
area del pico de menor peso molecular es mas importante.

Tabla 12-3. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos utilizando diferentes relaciones de
volumen de etanol: volumen de licor a pH=7.

Rel Vol Distribucion de pesos moleculares
Etanol:licor
Mn Mw
# (Da) (Da) Mw/Mn %
Total 4908 19340 3,9
1:1 1 21401 24798 76,3
2 1407 1718 23,6
Total 2885 14838 5,1
2:1 1 21552 24436 58,0
2 1315 1600 42,0
Total 2322 10894 4,7
3:1 1 26575 27582 34,1
2 1577 2262 65,9
Total 2171 11167 5,1
4:1 1 23606 25559 39,6
2 1361 1740 60,4

Estos resultados estan alineados con los obtenidos por Bian et al. (Bian et al., 2010), que
trabajando con proporciones escalonadas de etanol en la solucién (entre 10y 90 %) concluyeron
que las hemicelulosas menos ramificadas con peso molecular mayor fueron precipitados en
porcentajes mas bajos de etanol, mientras que con concentraciones crecientes de etanol,
precipitaron las hemicelulosas mas ramificadas, que presentaron pesos moleculares mas bajos.
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Analizando ahora el espectro FTIR-ATR del precipitado obtenido al agregar un volumen de etanol
Figura 12-8) se observan las bandas caracteristicas a los xilosacaridos (banda a
aproximadamente 1040 cm™ asignadas a los (1-4)- B-xilanos, banda correspondiente al enlace
B-glicosidico a 895 cm™), aunque no se observan bandas a 3300-3500 cm™ correspondientes a
los grupos OH. Se observan también las bandas correspondientes a los acidos metilglucorénico
y grupos acetilos a 1212 cm™ y 1413 cm™. Los precipitados obtenidos por el agregado de dos y
tres volimenes de etanol presentaron un espectro FTIR-ATR con caracteristicas similares al
obtenido por el agregado de un volumen de etanol. Sin embargo, al agregar cuatro voliumenes
de etanol, el espectro obtenido fue muy diferente, no reconociéndose las bandas caracteristicas

de los xilosacaridos.
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Figura 12-8. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos utilizando diferentes relaciones de volumen de
etanol: volumen de licor a pH=7. En la parte superior, precipitado obtenido al agregar un volumen de etanol,
indicando el nimero de onda de los picos caracteristicos. En la parte inferior, imagen comparativa de los
precipitados obtenidos por el agregado de los distintos volimenes utilizados (en este caso solo se muestra la region
entre 2000-600 cm?). Rojo: 1 volumen de etanol, negro: 2 voliumenes, verde: 3 volimenes, azul: 4 volimenes.
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Por lo antedicho se concluye que la mejor relacidon de volumen de trabajo es de 1:1, ya que si
bien precipitdé un porcentaje un poco menor de xilosacdridos (78 % frente a 92% utilizando una
relacién de 4:1), el porcentaje de estos en el precipitado obtenido al agregar 1V de etanol fue
un poco mayor y el peso molecular del precipitado fue mayor. Ademas, la menor cantidad de
etanol utilizada es otro factor importante que considerar.

12.3.3. Precipitacion escalonada

Con el objetivo de evaluar si cambian los rendimientos de precipitacion y las caracteristicas de
los precipitados obtenidos en cada agregado de etanol se realizé una precipitacion escalonada,
aumentando cada vez la relacién volumen de etanol frente al volumen de licor. Se utilizé el licor
correspondiente a la extraccién 2 (condiciones de extraccion: 155°C, 45 minutos, 16,7 % carga
de NaOH). Se agregaron en total 4 volimenes de etanol al licor.

El 58% de los sdlidos disueltos totales precipitd luego del ajuste a pH=7, y 8% de los xilosacaridos
iniciales presentes son removidos en este precipitado.

La Figura 12-9 indica el porcentaje de xilosacaridos que precipitd al agregar el etanol de forma
escalonada, asi como el porcentaje de xilosacaridos que compone cada uno de los precipitados
obtenidos.
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Figura 12-9. Precipitados obtenidos al agregar el etanol de forma escalonada.

Puede observarse que en el primer agregado de etanol precipité casi el 80% de los xilosacdaridos
presentes en el licor original. Mientras que, por el agregado de una nueva fraccién de etanol al
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sobrenadante de la primera precipitacidon, se logra remover 10% mas de los xilosacaridos
originariamente presentes. El agregado de una nueva fraccién de etanol removié menos de 4%,
que, si se realiza un balance de masa, es la fraccion de xilosacaridos que quedaba remanente en
el licor. No se removieron xilosacaridos por el agregado de una nueva porcién de etanol, como
es de esperar de acuerdo con los resultados del balance de masa. Analizando la composicién del
precipitado, aproximadamente el 30% del precipitado obtenido correspondié a xilosacaridos
luego del agregado de un volumen de etanol al licor. La fraccion de xilosacaridos presentes en
los restantes precipitados fue cada vez menor, como se observa en la Figura 12-9.

Tabla 12-4. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos utilizando diferentes relaciones de
volumen de etanol: volumen de licor a pH=7.

Volumen de
etanol Distribucion de pesos moleculares
agregado
Mn Mw o
# (Da) (Da) Mw/Mn %
Total 18796 26028 1,4
1 1 23937 26550 76,8
2 1733 2101 23,2
Total 2800 6362 2,3
1+1 1 28759 29053 0,9
2 2572 4137 99,1
14141 Total 3059 5446 1
1 3059 5446 100
Total 2580 3978 1
4141+ 1 2580 3978 100

De la distribucién de pesos moleculares de los precipitados obtenidos, puede verse que para el
caso del primer agregado de etanol se tiene un peso molecular ponderado de alrededor 26000
Da, formado por % de un componente de peso molecular de 26550 y % por un componente de
bajo peso molecular. El precipitado obtenido al agregar otro volumen de etanol al sobrenadante
presenta un peso molecular ponderado mucho mds bajo (6362 Da), y como puede verse estd
practicamente compuesto en su totalidad por un componente con un peso molecular de peso
molecular de alrededor de 4000 Da. Al continuar agregando etanol a los liquidos sobrenadantes,
el peso molecular de los precipitados obtenidos continta descendiendo.

Existen varios trabajos en la literatura que realizan precipitacion escalonada sobre diversas
materias primas lignocelulésicas ((Peng et al., 2009; Bian et al., 2010; Peng, 2012; Sun et al.,
2013). En estos se trabaja con biomasa sin extractivos y previo a la separacidon de las
hemicelulosas se realiza un tratamiento con clorito de sodio en medio acido de forma de
remover lignina. La extraccion de las hemicelulosas de la biomasa se realiza con KOH en cargas
entre 10-50 % a temperatura ambiente por 16 — 24 horas. En todos los casos la precipitacién con
etanol se realiza a pH 5,5 ajustado con 4cido acético, no indicandose la razén de la eleccion de
ese pH. La precipitacion escalonada con etanol se reporta trabajando con concentraciones de
etanol en la solucién entre 10 — 90 %. Los autores sefialan que encuentran diferencias en las
fracciones de las hemicelulosas precipitadas, fundamentalmente en la distribucidn de pesos
moleculares de las distintas fracciones. En el caso del presente trabajo, dada la baja cantidad de
hemicelulosas que precipita (debido al bajo rendimiento de la extraccién alcalina), se resolvié
no separar las fracciones por debajo de un volumen de etanol agregado y por ello no se ensayd
esta alternativa.
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La Figura 12-10 muestra los espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos en este trabajo.
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Figura 12-10. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos por el agregado etanol de forma escalonada. En la
parte superior, espectro del precipitado obtenido al agregar un volumen de etanol, indicando el niimero de onda
de los picos caracteristicos. En la parte inferior, imagen comparativa de los precipitados obtenidos por el
agregado de etanol de forma escalonada (negro: 1 volumen etanol, rojo: 1+1 volumenes etanol, verde: 1+1+1
volimenes etanol, azul: 1+1+1+1 volimenes etanol)

La parte superior de la Figura 12-10, corresponde al espectro FTIR-ATR del precipitado obtenido
por el agregado del primer volumen de etanol al licor, cuyo pH fue ajustado previamente a 7,
con acido clorhidrico. Se observan las bandas caracteristicas a los xilanos a alrededor de 1040
cm?, asi como la banda caracteristica del enlace glicosidico a 895 cm™. Se observan también las
bandas en la zona de 1550 cm™ asignadas a fragmentos de lignina. De acuerdo con esto y
conjuntamente con los andlisis de HPLC se puede decir que el precipitado esta formado por
xilosacaridos de alto peso molecular, unidos a fragmentos de lignina, como fue mencionado
previamente. Al agregar sucesivamente etanol a los licores sobrenadantes, la banda a 1040 cm’
!, se vuelve cada vez menor. El pico a 895 cm™, no se aprecia, ya en el segundo agregado de
etanol, lo que confirma que la fraccidn de xilosacaridos unida por enlace glicosidico es muy baja.
No obstante, se intensifican las bandas en la zona de 1550 cm™, asignadas a los compuestos
fendlicos.

Por lo visto en este ensayo, no resulta interesante separar las fracciones de xilosacaridos que
precipitan por el agregado de etanol de forma escalonada, ya que con el primer volumen
agregado precipita un alto porcentaje de los xilosacaridos de alto peso molecular presentes.
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12.3.4. Evaluacion del pH de agregado de solvente - Incidencia
del contenido inicial de lignina.

A los efectos de analizar como varian los resultados obtenidos previamente si se trabaja con una
muestra obtenida en diferentes condiciones, se repitid el procedimiento del apartado a)
(precipitacién con etanol a distintos pH), trabajando ahora con el licor extraido en condiciones
menos severas de temperatura, donde fundamentalmente, el contenido de lignina, medido por
la absorbancia de la solucidn a 280 nm, es menor. De esta forma se trabajé con el licor de la
extracciéon 3 (condiciones de extraccion: 105 °C, 45 minutos, 16,7 % carga de NaOH). En este
analisis se incluyé la alternativa de precipitar a pH alrededor de 2. De acuerdo con los resultados
precedentes, se utilizé 1 volumen de etanol para precipitar.
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Figura 12-11. Sélidos precipitados al ajustar el pH del licor extraido. Corresponde al licor extraido a 105 °C, 45
minutos y 16,7 % de NaOH.

Nuevamente los precipitados obtenidos son de color negro. Como se puede apreciar en la Figura
12-11, el porcentaje de solidos que precipité entre el pH=9 y 5 es similar, alrededor de 7 % del
contenido inicial de sélidos disueltos. Sin embargo, al bajar el pH a 2 este porcentaje aumenta
sensiblemente, alcanzando el 27 %. La absorbancia a 280 nm del licor remanente (considerando
una dilucion 1 en 500) bajé un 15 % para los pH 9y 7, un 20% para pH 5y un 60 % a pH 2. En la
Figura 12-12 se pueden observar las caracteristicas de los licores a los distintos pH.
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Figura 12-12. Licores obtenidos luego del ajuste de pH. De izquierda a derecha: licor obtenidoapH9,7,5y
alrededor de 2.

Comparando estos valores con los obtenidos con el licor con mayor contenido de lignina
(analizados en el item a), en ese caso precipitd una fraccién un poco mayor de los sélidos
disueltos iniciales (llegando hasta 13 % de los mismos), lo que se explicaria por el mayor
porcentaje de lignina en la solucidn. Igualmente, la cantidad de sélidos precipitados aumenté al
bajar el pH hasta 7 y luego se mantuvo estable (recordar que se disminuyd el pH solo hasta
pH=5); a diferencia del caso analizado ahora, donde la remocién de sélidos entre pH=9 y pH=5
se mantuvo estadisticamente igual.

Analizando el contenido de xilosacéridos del licor luego del ajuste de pH, precipitaron alrededor
del 35 % de los xilosacaridos a pH 9y 7, aumentando este valor a aproximadamente 46 % a pH
5 y 2. Estos resultados se ajustan a los reportados por O’'Dwyer (O’Dwyer, 1926) donde se
menciona la precipitacion de una fraccién de las hemicelulosas presentes al bajar el pH.

Al agregar etanol a la solucidn resultante, los precipitados obtenidos en los pH trabajados entre
12,4y 5,1 presentaron caracteristicas similares, siendo todos de color pardo y no observandose
diferencias a la vista entre ellos. Sin embargo, el precipitado obtenido a pH 1,9
(aproximadamente 2), presentd una coloracidn parda un poco mas clara, principalmente visible
en humedo (Figura 12-13).

Figura 12-13. Precipitados obtenidos luego del agregado de etanol al licor con pH ajustado. Izquierda: pH
ajustado en 5,1, a la derecha pH=1,9.
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En la Figura 12-14 se muestra el porcentaje de xilosacaridos que precipitd al agregar etanol a la
solucidn, con respecto al que se encontraba presente en el licor previo al ajuste de pH. Se
muestra también el porcentaje de xilosacaridos en los precipitados obtenidos.
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Figura 12-14. Precipitados obtenidos al precipitar con etanol a diferentes pH. Las barras naranjas muestran el
porcentaje de xilosacaridos que forman parte del precipitado.

De acuerdo con la Figura 12-14, la mayor fraccidn de xilosacaridos precipitados se obtuvo al
trabajar al pH original del licor (31%), descendiendo a alrededor de 20 % de los xilosacéridos
iniciales presentes en el precipitado, cuando se trabajé entre pH 9 y 5. A pH 1,9 la fraccién de
xilosacdaridos que precipita por el agregado de etanol es de alrededor de 15%. El contenido de
xilosacaridos en el precipitado fue de 13% con pH original del licor y entre 18 y 24 % con los

otros valores de pH ensayados, no observandose grandes cambios en las caracteristicas del
mismo.

12-20



{[—_extfeb 19pHEIVEICHT JW .

%5 W
] /"’Wﬂw ¥
%l |

896,90/93,61—

087,55/90,91 ==l

1338,60/91,53—

3871 13/8886—5
2312,65/93,44—
1656,85/91,965
1535,34/88, 77—

586.36/86.45

1043,49/79,63~

ATR cml

2500 250 2000 1720 1500 120 1000 70
ATR cml

Figura 12-15. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos precipitando con el licor a distintos pH. En la parte
superior, espectro del precipitado obtenido al agregar un volumen de etanol a pH=5, indicando el niumero de
onda de los picos caracteristicos. En la parte inferior, imagen comparativa de los precipitados obtenidos por el
agregado de etanol a los distintos pH ensayados (en este caso solo se muestra la regién entre 2000-600 cm?)
(azul: pH original del licor= 12,4; naranja: pH 9; rojo: pH 7; verde: pH 5 y negro pH 2) .

Analizando los espectros FTIR-ATR, en todos los espectros se pueden observar las bandas
caracteristicas a los (1-4)- B-xilanos y a los enlaces B-glicosidico que se discutieron en mayor
profundidad en al item a) de esta seccion. Se observan también las bandas en la region de 1510
cm?, asignadas a los compuestos fendlicos. Ambas observaciones vuelven a confirmar la
presencia de xilosacaridos y fragmentos de lignina en el precipitado.

La distribucion de pesos moleculares de los precipitados se presenta en la Tabla 12-5.
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Tabla 12-5. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos con 1V de etanol a diferentes pH.
Licor extraido a 105 °C, 45 minutos y 16,7% de NaOH.

pH del licor  Distribucion de pesos moleculares
Mn Mw

# (Da) (Da) Mw/Mn = %

Total 1772 9870 5,85
12,4 1 22729 24350 36,5
2 1159 1561 63,5

Total 3122 16860 5,40
. 1 42937 43899 10,0
’ 2 22815 24378 47,8
3 1420 1930 42,2

Total 4310 22745 5,28
51 1 48801 52508 17,0
’ 2 21699 23660 56,5
3 1309 1699 26,5

Total = 21038 26569 1,26
1,9 1 44481 46150 17,2
2 18960 22497 82,8

En estos casos, ha medida que se realizé la precipitacién a pH menor se hizo cada vez mas
predominante el pico de interés en la region de 22.000 -24.000.

REDISOLUCION Y REPRECIPITACION.

El precipitado obtenido a pH 7 y con el agregado de 1 volumen de etanol se redisolvié en agua
destilada, produciéndose una solucion oscura de pH 9,1 y con un contenido de sdlidos disueltos
de 4,6 g/L. Sobre esta se agregd etanol en una en relaciéon 1:1. Se evalué como cambia la
conformacién y caracteristicas del precipitado al re-disolverlo y volver a agregar etanol.

Al agregar etanol en las condiciones mencionadas en los apartados anteriores, el rendimiento
de precipitacion fue del 6,6 %. Si bien el precipitado ain mantiene el color pardo, es de aspecto
diferente a los anteriores. A diferencia de otros en que era particulado o de films quebradizos,
en este caso se formo un film liviano, mas resistente a la manipulacion (Figura 12-16).

El analisis de carbohidratos, luego de disolverlo en hidréxido de sodio 0.1 M (a los efectos de
mantener las mismas condiciones en que fueron medidos los demas precipitados), indicd un
contenido de xilosacaridos del 36 %, mejorando frente al contenido del precipitado original,
pero siendo todavia muy bajo, aun mas si se considera el magro rendimiento de la
reprecipitacién. La absorbancia a 280 nm paso de 1,431 para el precipitado sin redisolver y
reprecipitar a 0,076 (ambos considerando dilucidn de 1/50), lo que indica que se logré eliminar
compuestos fendlicos en la reprecipitacion.

Al realizar el cromatograma para el estudio del peso molecular de este compuesto, el mismo

presentd un solo pico que corresponde a un peso molecular medio ponderado (Mw) de 36.370
+ 56 Da.
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Figura 12-16. Precipitado obtenido al disolver el precipitado a pH 7 y un volumen etanol y volverlo a precipitar
con etanol (1V).

El precipitado fue analizado por FTIR-ATR, obteniéndose el espectro que se muestra en la Figura
12-17.

1 — extfeb 19pH7 1V B:OH repredipitada nom|
% ] / \
. \ v/ v/‘{\
] \I/ Lok O.‘l\
] b © I R
. - N o W
. g NI
50 E) 3 ,,,,,,,, g_g'g ........ 8 ...............
) s & & OB
7 » L2 g ( %
i ] S =
. "lILE
% N& |
- N
_ o
&
1 o
- g
0 o
i 5
i S
1 >
_ ™~
- <
4000 30 3000 2500 2000 1500 1000
ATR(KRSH) o

12-23



] |— extfeb 19pH7 IVECH ipitada nom|
1 — extfebpH7 IVECH
%T

i VA_AW.VMA /\ A.m ™M

o
a ~ 0 ~
] ™ SIMUR
- he el g el 1A
] g Ng g8\ Mg
b ) Ql NS =2
] T " s \| A 3
] - ‘\ V N
] 3
] S

&
T 3
T Te)
] >
2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 &0 600

ATR(KRSH) om

Figura 12-17. En la parte superior, espectro FTIR-ATR del precipitado obtenido luego de disolver y reprecipitar con
etanol el precipitado a pH 7 y 1 volumen de etanol. En la parte inferior, imagen comparativa del precipitado
obtenido a pH 7 y 1 volumen de etanol (rojo) y del precipitado obtenido luego de la redisolucién del precipitado y
reprecipitacion (negro) (se muestra la regién entre 2000-600 cm™).

Al redisolver y reprecipitar, el precipitado presenta sefiales muchos mas “limpias”,
observandose mas intensamente las bandas correspondientes a los xilosacaridos y bajando
mucho la intensidad de las bandas correspondientes a los compuestos fendlicos (regién de 1500-
1600 cm™). Posiblemente la reprecipitacion con etanol, favorecié la remocién de compuestos
fendlicos, aunque como se menciond sélo se aumentd parcialmente el contenido de
xilosacaridos presentes (36 % de la composicidn del precipitado). Por la baja cantidad del mismo
no fue posible realizar ensayo de cenizas de forma de determinar si el resto de los sdlidos
disueltos pueden corresponder a sales inorgdnicas, como un excedente de hidréxido de sodio,
por ejemplo.

12.3.5. Precipitacion con solventes a distintos pH, utilizando
acidos sulfurico y acético para el ajuste de pH

AJUSTE DE PH CON ACIDO SULFURICO

Dado que el 4cido clorhidrico tiene propiedades corrosivas, su uso industrial presenta ciertas
desventajas. Se analizé el uso de otros acidos normalmente utilizados a nivel industrial y
reportados en la bibliografia de este tema (Wolfrom and Stuart Tipson, 1955; Peng et al., 2012;
Costabel, 2013). Para ello se ajustd el pH del licor a distintos valores, trabajando con acido
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sulfirico o acido acético. Para el caso de los ensayos con acido sulfurico se utilizé licor extraido
a 155 °C, 135 min, 6.7% NaOH (Extraccién 4). Se repitié el procedimiento realizado en a).

% solidos que precipitan al ajustar el pH de licor

m Ac. sulfdrico Ac. clorihidrico
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 =

== mE [ -
licor original 9 7 5 2

% precipitado/SS licor extraido
o
o

pH

Figura 12-18. Sélidos precipitados al ajustar el pH del licor extraido con acido sulfurico y acido clorhidrico. Los
valores reportados para acido clorhidrico son los valores previamente reportados en el item a).

Al igual que con el uso de acido clorhidrico, el porcentaje de material que precipité aumenta a
medida que baja el pH (Figura 12-18). El valor de absorbancia a 280 nm de la solucién luego de
ajustar el pH y separar el precipitado bajé un 7,5 % para pH=9, un 11% para pH=7y un 14 % a
pH=5, respecto al valor original del licor. Estos porcentajes son menores a los obtenidos con el
licor utilizado en a) (barras naranjas), dado que, por las condiciones de extraccidn, el contenido
de lignina del licor original es menor en este caso. Sin embargo, al bajar el pH a 2, precipité mas
del 50 % de los solidos disueltos iniciales y la absorbancia bajé un 47 %.

Respecto a los xilosacaridos un 14,5 * 0,4 % precipito al ajustar el pH a 5; mientras que, para los
pH mayores analizados, no se registraron pérdidas de xilosacaridos por el ajuste de pH. Sin
embargo, al ajustar el pH en 2 se removieron un 68 % de los xilosacaridos presentes.

La Figura 12-19 muestra una imagen de las caracteristicas de los sélidos obtenidos al bajar el pH
(hasta pH 5) y luego del agregado de etanol. Al igual que en las condiciones anteriores, se
obtuvieron precipitados pardo-negros.
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Figura 12-19. En la parte superior, precipitados obtenidos al bajar el pH del extracto y centrifugar. En la parte
inferior, luego del agregado de 2 voliumenes de etanol.

Por otro lado, al agregar un volumen de etanol al liquido remanente a pH 2 se obtuvo un
precipitado de caracteristicas diferentes a los anteriores, que presentd un color amarillento
(Figura 12-20).

Figura 12-20. Precipitado obtenido al agregar 1 volumen de etanol a pH=2 ajustado con acido sulfurico.

Como puede verse en la Figura 12-21, al pH original, precipitaron el 44 % de los xilosacaridos
presentes en el licor original, mientras que este valor aumenta a medida que baja el pH. A pH=
5,3 se logra precipitar el 8 % de los xilosacaridos iniciales presentes y se precipitan
completamente los xilosacaridos remanentes al trabajar a pH 2. Estos valores son mayores a los
obtenidos al precipitar con acido clorhidrico. Respecto a la composicién del precipitado, el 30 %
del precipitado obtenido al agregar etanol a pH 5 correspondié a xilosacaridos, mientras que a
pH= 9 este valor fue de 26 %. Sin embargo, solamente un 2% del precipitado obtenido a pH 2
corresponde a xilosacdridos. En este caso el contenido de cenizas fue de 52%. La composicion
de los precipitados en términos de xilosacdridos es un poco menor a los obtenidos ajustando el
pH con acido clorhidrico. Particularmente en el caso del precipitado obtenido a pH 2 el
porcentaje de xilosacaridos en el precipitado es extremadamente bajo debido a la gran
proporcién de sdélidos inorganicos que precipitan.
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Figura 12-21. Precipitados obtenidos al precipitar con dos volumenes de etanol a diferentes pH y utilizando acido
sulfurico o acido clorhidrico para el ajuste de pH a distintos valores. Las barras naranjas o amarillas muestran el
porcentaje de xilosacaridos que forman parte del precipitado.

Tabla 12-6. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos con 2V de etanol a diferentes pH.
Licor extraido a 155 °C, 135 minutos y 6,7% de NaOH.

pH del licor  Distribucion de pesos moleculares
Mn Mw

# (Da) (Da) Mw/Mn %
, Total | 1926 5682 2,95
10,9 (licor 1 27048 27682 13,3
original)
2 1686 2307 86,7
Total = 1983 5720 2,88
9 1 28239 28678 11,9
B 1762 2625 88,1
Total | 1989 7895 3,97
7 1 27343 27945 22,6
2 1565 2048 77,4
Total = 4714 17773 3,77
5 1 22077 24567 69,8
2 1671 2039 30,2

El peso molecular promedio de todos los precipitados indicados en la Tabla 12-6, a excepcidn
del obtenido a pH=5 fue significativamente mas bajo que los obtenidos en los ensayos de
precipitacién realizados en iguales condiciones pero con el licor de la Extraccién 1 (Tabla 12-2).
Esto puede deberse a la menor presencia de fragmentos de lignina, en este caso por utilizar una
carga de soda mas baja, o a la hidrdlisis parcial de las hemicelulosas al trabajar a pH mas bajo en
la extraccion. En el andlisis de la distribucion de pesos moleculares del precipitado en etanol
obtenido a pH 2 no se detectaron picos (utilizando el RID como detector), lo que confirma el
bajo contenido de xilosacaridos en el precipitado.
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A partir del anadlisis de FTIR del precipitado (Figura 12-22) obtenido al pH original del licor, se
observd una mayor presencia de lignina que a los otros pH, dada por la intensidad relativa de
los picos en la zona de 1510 cm™ y en la regién entre 1600y 1730 cm™. Por otro lado, se visualiza
claramente la banda caracteristica de las vibraciones de estiramiento y rotacién de los (1-4)- B-
xilanos alrededor de 1040 cm™. Al bajar el pH, es notoria la disminucién de la intensidad de los
picos que corresponden a fragmentos de lignina, pero comienza a enmascarase la banda de los
xilanos mencionada, ya que aparece una banda alrededor de 1100 cm™ que, mediante el
software del instrumento, se asigna a sulfato de sodio. A pH =5 esta banda aumenta mucho de
intensidad, no permitiendo definir si existen la banda a 1040 cm, caracteristica de los xilanos.
En estas condiciones, las caracteristicas del precipitado obtenido al agregar etanola pH=7y 9
fueron similares. Consultado el “Lange’s Hanbook of Chemistry, 15" Ed.”, el sulfato de sodio es
insoluble en etanol (solubilidad: 0,44 g / 100g solvente) por lo que se explica que los grupos
sodio y sulfato presentes, precipiten al cambiar el solvente.
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Figura 12-22. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos por el agregado de 2V de etanol a distintos pH
sobre el licor extraido a 155 °C, 135 minutos y 6,7 % NaOH (azul: licor original pH=10,9; verde: pH 9; rojo: pH 7;
negro: pH 5.

Costabel (Costabel, 2013) trabajando con un extracto alcalino de abedul, evalué la precipitacion
de xilanos por acidificacion con acido sulfurico hasta pH 9,0, 7,3 y 4,5. En el sobrenadante
agrego 1 volumen de etanol al pH original del licor extraido. No detalla el rendimiento de
precipitacion de los distintos precipitados, pero sefiala que, el 74-77% de los precipitados
obtenidos por el agregado de acido esta formado por compuestos de xilosa, mientras que
este valor corresponde al 42% en el caso del precipitado obtenido por el agregado de etanol.
No se sefiala a qué corresponden los demas componentes de los precipitados, ni las
caracteristicas fisicas de éstos.

AJUSTE DE PH CON ACIDO ACETICO

Dado que el ajuste de pH con acido sulfurico presentd los problemas de solubilidad del sulfato
de sodio mencionados, en los ensayos siguientes se utilizé acido acético glacial en lugar de acido
sulfarico. En este caso se trabajé con el licor obtenido en la Extraccion 3 (105 °C, 45 minutos y
16,7% NaOH). Se ajusté el pH a 9y a 4,4 (ya que es cercano al valor de pKa del acido acético y
por ello no se logra bajar el pH mas alla de este valor).

Al ajustar el pH precipitd el 45 % de los sélidos disueltos a pH=9 y el 58% a pH=4,4. El precipitado
obtenido, una vez seco, presentd un aspecto de film gelificado, de color negro, posiblemente
por la acetilacidon de la lignina que compone el precipitado. No fue posible determinar el

12-28



contenido de xilosacaridos del sobrenadante, ya que el pico correspondiente al dcido acético en
el cromatograma enmascaro los demas picos de la region.

Existen referencias bibliograficas (Wolfrom and Stuart Tipson, 1955; Peng, 2012) donde ajustan
el pH a 5,5 con acido acético y obtienen un precipitado de las denominadas “Hemicelulosas A”.
Pero en estos casos se realizé previamente unas deslignificacion del material con clorito de
sodio, por lo que los resultados obtenidos no son comparables. Por otra parte (Lisboa et al.,
2005; Santiago and Pascoal Neto, 2008) trabajando con licor negro de Eucalyptus globulus y
Costabel et al. (Costabel, 2013), trabajando con un licor alcalino de madera de abedul, ajustan
el pH con acido acético, pero posterior al agregado de dioxano, por lo que no se puede comparar
con los resultados de este trabajo.

En la Figura 12-23 se pueden observar los precipitados obtenidos al agregar un volumen de
etanol a las soluciones luego del ajuste de pH y remocidn de los sélidos formados.

Figura 12-23. Precipitados obtenidos al agregar etanol a las soluciones con pH ajustado con acido acético. A la
izquierda, pH ajustado a 9; a la derecha pH ajustado a 4,4.

Los precipitados obtenidos al agregar etanol presentaron el mismo aspecto negruzco que los
precipitados obtenidos al ajustar el pH con acido clorhidrico. Particularmente el precipitado a
pH 4,4 fue mas heterogéneo, presentando zonas un poco mas claras. Tanto a pH 9 como a pH
4,4, al agregar un volumen de etanol, precipitd el 20 % de los xilosacaridos presentes en el licor
original. A pH 9, el 10 % del precipitado obtenido corresponde a xilosacaridos, mientras que a
pH 4,4, el porcentaje de xilosacaridos en el precipitado es de 18%.

La distribucion de pesos moleculares de los precipitados mostré un solo pico resultando en un
Mw de 32865 Da para el precipitado a pH 9 y de 28345 Da para el precipitado de pH 4,4.

Del analisis de los espectros de FTIR-ATR obtenidos a partir de los sélidos precipitados con etanol
a pH 9 y pH 4,4, se puede sefialar que ambos espectros fueron muy similares, pero no se
identifican los picos caracteristicos de los xilosacaridos (Figura 12-24).
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Figura 12-24. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos luego del agregado de un volumen de etanol, luego
del ajuste de pH a 9y 4,4 con acido acético.

Timell (Timell, 1964) seiald que en “en las primeras investigaciones sobre xilanos de madera de
frondosas, a menudo se usaba hidroxido de potasio acuoso (en lugar de hidréxido de sodio),
presumiblemente debido a la alta solubilidad del acetato de potasio”. Analizando la solubilidad
del acetato de sodio la misma corresponde a 5,3 g/100 g etanol, por lo que se puede mencionar
como poco soluble. Para el caso del acetato de potasio, no ha sido posible encontrar el valor de
solubilidad en etanol, pero si la definicidon de “soluble” en este solvente (Winkler, no date).

12.3.6. Precipitacion a diferentes pH utilizando dioxano como
solvente.

A los efectos de evaluar que sucede con la precipitacién de las hemicelulosas con el agregado
de un solvente distinto al etanol y de acuerdo con la revisién bibliografica, se decidié utilizar
dioxano como solvente de precipitacion. Se trabajé para ello con licor obtenido en la Extraccion
4 (155°C, 135 minutos y 6,7% de carga de soda). Se agregaron dos volumenes de dioxano a cada
fraccion de licor a analizar, trabajando al pH original del licor y ajustando el pH a valores de 9, 7
y 5 con acido sulfurico.

Se removio entre 6,6 y 13,2 % de los sélidos iniciales disueltos al regular el pH a los valores
indicados y centrifugar.

Al agregar 2 volimenes de dioxano se logré la mayor precipitacidon de xilosacaridos trabajando
al pH original del licor, donde precipitd el 57% de los xilosacaridos originales presentes, mientras
que, a pH menores, precipité entre 33% de los xilosacaridos originales a pH 9y en el entorno de
45% a pH menores (Figura 12-25). No se encontré una justificacién para el apartamiento de la
tendencia a pH 9, asignandose a factores experimentales. A diferencia de la precipitacion con
etanol, donde a menor pH precipita un porcentaje mayor de xilosacdridos, para el dioxano, se
remueven mas xilosacdridos a mayor pH de trabajo. Los precipitados obtenidos con dioxano
también son de color negro. El precipitado a pH 5 fue heterogéneo, con zonas de color negro y
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zonas mas cristalinas de color blanquecino, lo que es indicativo de la precipitacidn de alguna sal
inorganica.

Respecto a la composicion de los precipitados, al pH original (11,0), el 21% del precipitado
obtenido correspondié a xilosacaridos. A los otros pH analizados, solo el 10% o menos del
precipitado estuvo compuesto por xilosacaridos (Figura 12-25).

% xilosacaridos que precipitan al agregar 2V dioxano o

etanol
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% xilosacaridos en precipitado con dioxano I % xilosacdridos en precipitado con etanol

Figura 12-25. Precipitados obtenidos al precipitar con dos volimenes de dioxano a diferentes pH y su
comparacion para la precipitacion con etanol en las mismas condiciones.

Santiago y Pascoal Neto (Santiago and Pascoal Neto, 2008) utilizaron licor negro proveniente de
pulpeo Kraft de Eucalyptus globulus. Realizaron la precipitacidon con dos volimenes de dioxano
y posteriormente al agregado de éste, ajustaron el pH a 5 con acido acético. Destacaron que el
78-84% de los polisacaridos del precipitado son xilosacaridos, pero no mencionan la
composicion completa del precipitado ni el aspecto de este. Por otro lado, Costabel (Costabel,
2013) utilizando licor de abedul extraido a 95 °C, 60 minutos y 2,5 M NaOH, y precipitando con
dos volumenes de dioxano con posterior ajuste del pH a 5 con acido acético, reportd que el 63
% del precipitado obtenido estaba compuesto por xilosacaridos, mientras que el 23%
correspondia a lignina. No se menciona el aspecto del precipitado obtenido.

La distribucion de pesos moleculares de los distintos precipitados se muestra en la Tabla 12-7.

12-31



Tabla 12-7. Distribucion de pesos moleculares de los precipitados obtenidos con 2V de etanol a diferentes pH.
Licor extraido a 155 °C, 135 minutos y 6,7% de NaOH.

Rel Vol Distribucion de pesos moleculares
etanol:licor
Mn Mw
# (Da) (Da) Mw/Mn %
Total 2300 6750
11,0 1 28924 29314 2,93 15,0
2 1980 2780 85,0
Total 2110 9566
9,1 1 25168 26428 2,50 30,9
2 1496 2019 69,1
Total 2974 10494
7,1 1 21670 23407 2,07 37,8
2 1952 2658 62,2
Total 3688 4110
>1 1 3688 4110 L1 100

Comparando la distribucién de pesos moleculares de los precipitados con dioxano frente a los
gue presentan los precipitados con etanol del mismo licor (Tabla 12-6), se observa que, para los
precipitados a pH de 11, 9y 7, el Mw fue similar, estando compuesto éste por dos picos, uno
alrededor de 27000 Da y otro en orden de 2000 Da. En todos los casos, la fraccién de peso
molecular mayor fue siempre un poco superior para los precipitados con etanol que para los
precipitados con dioxano. A pH 5, para el caso de la precipitacion con dioxano, solo se encontré
un pico correspondiente a Mw 4110 Da, mientras que en el caso de etanol mantuvo la tendencia
de los otros pH de dos picos en el entorno descripto. Este comportamiento factiblemente sea
por las diferencias de la estabilidad de las soluciones de los distintos solventes a diferentes pH,
pero como no fue medida la constante dieléctrica, potencial zeta u otra condicién de los
solventes, no se puede discutir en mas profundidad este comportamiento. El peso molecular
ponderado de estos precipitados, al igual que los obtenidos al precipitar el mismo licor con
etanol, estdn muy por debajo del peso molecular obtenido cuando se utiliza una mayor carga de
soda, de acuerdo a lo que se discutié en el item b) de este apartado.

Costabel reportd un peso molecular ponderado de 20.000 Da para el precipitado obtenido con
chips de abedul previamente mencionado (Costabel, 2013). Santiago y Pascoal Neto (Santiago
and Pascoal Neto, 2008) en el estudio con licor negro Kraft de eucalipto previamente
mencionado, reportaron un peso molecular de 28.000 Da para el precipitado obtenido al final
de la fase de impregnacion (120 °C, 45 minutos, alcali activo 14 % Na,0), bajando este a 15.000
-17.000 Da a 160 °C. Al finalizar la etapa de pulpeo (80 minutos a 160 °C) el peso molecular del
precipitado obtenido vuelve a subir, alcanzando 22.000 Da; los autores no explican este
comportamiento, aunque se puede atribuir a la contaminacidon con lignina del precipitado
obtenido. Estos valores son significativamente mayores a los obtenidos en la precipitacién con
dioxano en este trabajo, aunque es muy similar a los obtenidos al precipitar con etanol la
extracciéon 1 (155°C, 45 minutos y 16,7 % NaOH), como se describié en el item a) de este
apartado.

El espectro FTIR-ATR de los precipitados obtenidos a los diferentes pH, se muestra en la Figura
12-26.
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Figura 12-26. Espectros FTIR-ATR de los precipitados obtenidos utilizando 2V de dioxano a distintos pH. a) Espectro
obtenido a pH original del licor extraido, identificandose los picos caracteristicos. b) espectro a pH =9 con la
identificacion de picos caracteristicos. c) comparacion de espectros a los 4 pH utilizados.
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En la Figura 12-26 se observa que al pH original del licor se ven los picos caracteristicos de los
xilosacaridos, asi como algunos picos correspondientes a los fragmentos de lignina. Sin embargo,
al bajar el pH a 9, es notable el pico a 1100 cm™ que corresponde el sulfato de sodio, pico que
enmascara los picos de los xilosacaridos a pH menores. La presencia de sulfato de sodio en el
precipitado no puede evitarse por el cambio de solvente de etanol a dioxano.

Posteriormente se repitid la precipitacién utilizando dos volimenes de dioxano, sobre el licor
de la Extraccion 3 (105 °C, 45 minutos y 16,7 % NaOH) y trabajando a dos pH, el original del licor
(12,6) y el pH ajustado a 7 con acido clorhidrico. Al ajustar el pH precipitaron el 7 % de los sélidos
disueltos del licor original y el 35 % de los xilosacéridos presentes. Con el agregado de dioxano
precipitd el 30% de los xilosacaridos presentes en el licor original a pH 12,4 y 21 % de los éstos
a pH 7. El contenido de xilosacaridos en los precipitados fue del entorno de 49 % en ambos casos.
Los valores obtenidos son similares a los encontrados utilizando etanol para el mismo licor. Dado
que el dioxano es un solvente mas costoso y ambientalmente menos amigable que el etanol, no
se considera ventajoso utilizarlo.
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12.4. Conclusiones

Se estudiaron diferentes condiciones de precipitacion con solventes de xilosacaridos
provenientes de extractos alcalinos. Se confirma que el etanol es un buen solvente para
precipitar las hemicelulosas provenientes de una extraccion alcalina.

Bajar el pH antes del agregado de etanol permite la separacién de una fraccién de fragmentos
de lignina, que de lo contrario precipitaria con el agregado de etanol. Los mayores rendimientos
de precipitacion de xilosacaridos y proporcidn de xilosacaridos se logran ajustando el pHa 7. A
pH 9 se logran rendimientos un poco mas bajos, pero se debe considerar que el agregado de
acido para ajustar el pH es menor. Al continuar bajando el pH a 5, si bien el contenido de
xilosacdaridos en el precipitado es mayor, el rendimiento en conjunto baja, ya que existen
pérdidas de xilosacaridos por el ajuste de pH. Trabajando a pH 2, existe una pérdida de
xilosacdaridos por ajuste de pH que no lo hace aceptable.

Trabajar con altas concentraciones de licor en la extraccion permitié obtener precipitados de
alto peso molecular, en el orden de 18000 Da.

Los espectros FTIR-ATR de las condiciones seleccionadas, presentaron los picos caracteristicos
de la presencia de xilosacaridos en el precipitado, aunque se observan también picos asignables
a grupos fendlicos, que corresponden a fragmentos de lignina. En algunos casos la presencia de
sulfato de sodio enmascard algunos picos caracteristicos de los xilosacaridos.

Referente a la cantidad de etanol a agregar, se encontré que trabajar con el agregado de 1
volumen de etanol, se obtienen rendimientos de precipitacion alto, los que aumentan
levemente al agregar una mayor cantidad del solvente. Sin embargo, dado lo relativo del
aumento, no se justifica utilizar mas solvente y se considera como éptimo el agregado de un
volumen de etanol. Los precipitados obtenidos presentan todos caracteristicas similares.

En las condiciones analizadas, no se considerd relevante realizar una precipitacién escalonada
de las hemicelulosas presentes.

Se utilizé 4cido clorhidrico para el ajuste de pH en la mayoria de los casos, salvo los mencionado
explicitamente. Cambiar este acido por acido sulfirico o acético, no arrojé buenos resultados,
ya que al agregar el etanol se produce la precipitacion de las correspondientes sales de sodio.

De acuerdo con los resultados obtenidos, no se encontrd que el dioxano sea un mejor solvente

que el etanol para precipitar las hemicelulosas. Mds aun si se considera el costo y disponibilidad
del etanol frente al dioxano como solvente precipitante.

12-35



13. ENSAYOS DE PURIFICACION Y CONCENTRACION: RESINAS
DE INTERCAMBIO

Este trabajo fue parte de dos proyectos de investigacion:

La purificacion del licor de 180 °C, 10 minutos que se utilizé para purificar los xilosacdridos
presentes es parte del Proyecto de Investigacion “DOC.CB2G.2018 01. Pretratamiento de
impregnacion alcalina y explosion con vapor para la produccidon de etanol con separacion de
hemicelulosas y lignina” financiado por el CIDEB.

La purificacidn del licor de 200 °C, 10 minutos, con el objetivo de producir jarabe de xilosa fue
parte del proyecto ANII-FSE_1 2016 1 131996- “Produccion y recuperacion in situ de
biobutanol combustible a partir de eucalipto”. Del trabajo realizado en este proyecto surgio una
publicacidn en revista referada:

CEBREIROS F.; RISSO F.; CAGNO M.; CABRERA M.N.; ROCHON E.; JAUREGUI G.; BOIX E.; BOTHIG
S.; FERRARI M.D.; LAREO C.; (2020); “Enhanced production of butanol and xylosaccharides from
Eucalyptus grandis wood using steam explosion in a semi-continuous pre-pilot reactor”; Fuel;
doi: 10.1016/j.fuel.2020.119818.

En ambos casos se utilizaron licores provenientes del tratamiento de explosion a vapor sobre
aserrin industrial o pequefas fracciones de Eucalyptus Grandis.

13.1. Objetivos especificos

e Analizar la utilizacién de resinas de intercambio idnico y/o de adsorcion como método
de purificaciéon y concentracion de los xilosacaridos obtenidos en el tratamiento de
Explosion de vapor.

e Determinar las mejores secuencias de resina a emplear para la purificaciéon de
xilooligosacaridos (XOS) y xilosa provenientes del tratamiento de explosién a vapor.

e Comparar los resultados obtenidos en el objetivo anterior, al utilizar un licor con mayor
concentracién de xilosacaridos y de compuestos a remover.

13.2. Procedimiento

13.2.1. Licores utilizados

La utilizacién de una mezcla de xilooligosacdridos de bajo peso molecular y xilosa se puede
comercializar a los productores de xilitol. Se fij6 como objetivo de purificacién un 85% minimo
de xilosacdridos en el contenido total de sélidos disueltos en el producto final. Este valor se
determind por conversaciones con el Dr. James Biasca, de Stora Enso, quien esta trabajando en
la planta demostrativa de produccién de jarabe de xilosa a partir de bagazo de cafa en Raceland,
Louisiana, Estados Unidos.
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Para determinar las mejores condiciones de purificacién de xilosacaridos se utilizé licor obtenido
por el prensado de la biomasa obtenida al realizar la explosién a vapor a 180 °C, 10 minutos. El
equipo utilizado para los ensayos de explosidn a vapor, asi como la operativa de trabajo es el
mismo que el descripto en el Capitulo 8.

En este caso se utilizd aserrin industrial de una empresa de fabricacién de tableros de madera
de Eucalyptus Grandis. El aserrin utilizado provino del aserrado para la produccién de las tablas,
previo a su secado (aserrin “verde”). El mismo se secd a 40 °C y se conservé para su uso. La

Tabla 13-1 muestra la caracterizacion quimica del material de partida y la Figura 13-1 su
distribucidn de tamafio.

Tabla 13-1.Composicion quimica de la biomasa utilizada (n=4). A la izquierda imagen del aserrin industrial
utilizado.

Componente %toc \
Extractivos (etanol/agua) 3,6+0,8
Cenizas 0,3+0,1
Lignina soluble en acido 2,5+0,1
Lignina insoluble en acido 28,0+0,1
Glucanos 43,6 +2,1
Xilanos 11,1+0,5
Arabinanos 0,05+ 0,01
Grupos acetilos 3,0+0,2

Distribucidn del tamaiio de particula
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Figura 13-1. Distribucién del tamafio de particula de la biomasa de eucalipto utilizada.

La composicién del licor utilizado para la produccién de una corriente rica en XOS y xilosa se
muestra en la Tabla 13-2.
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Tabla 13-2. Composicidn del licor obtenido por la explosion de vapor a 180 °C y 10 minutos.

Licor 180°C, 10 minutos (g/L)

pH 3,39+ 0,02 Sélidos disueltos (g/L) 36,3+0,1

Glucosa (g/L) 0,5+0,1 Glucosacaridos (g/L) 1,2+0,1

Xilosa (g/L) 12,5+0,1 Xilosacaridos (g/L) 24,7+ 0,5

Ac. acético 9,3+0,2 Ac. férmico 0,8+0,1

Furfural 0,05 +0,01 Absorbancia a 280 nm 0,923 £ 0,002
(dil 1:100)

Peso molecular- Mw (Da) 312+4

El componente mayoritario en el licor fueron los xilosacdridos, encontrdndose estos
practicamente el 50 % como xilosa y el 50 % xilooligosacdridos con bajo indice de polimerizacidn,
lo que queda demostrado por el peso molecular ponderado del extracto y la distribucién relativa
de las areas en el cromatograma de determinacién de peso molecular (graficadas en la Figura

13-2, Licor 1).

La baja concentracion de furfural y acido acético del licor se debe a que el mismo se encontraba
mayoritariamente en la fraccién correspondiente al condensado del equipo de explosion de
vapor. La absorbancia a 280 nm indica la presencia de fenoles posiblemente provenientes de los
extractivos y de la lignina facilmente removible de la madera. El bajo contenido de
glucosacaridos en el licor, factiblemente provenientes de la fraccion de hemicelulosas, indica

bajo o nulo ataque de la fraccidn de celulosa con el tratamiento realizado.

Distribucion de los DP de los xilosacaridos en los licores
utilizados
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Figura 13-2. Distribucion del nivel de polimerizacion (DP) de los xilosacaridos presentes en los licores obtenidos.



Considerando el contenido de xilosacaridos (24,7 + 0,5 g/L) y el de sdlidos disueltos (36,3 + 0,1
g/L) presentes en el licor, se establece que el 68 % de los sélidos disueltos en el licor de partida
son xilosacaridos (xilosa y XOS).

Por otro lado, para comparar con un licor con mayor concentracion, se utilizé el licor obtenido
a 200 °Cy 10 minutos, del tratamiento de explosién a vapor que se discutié en el Capitulo 8. En
la Tabla 13-3 se muestran las caracteristicas del licor mientras que en la Figura 13-2 se muestra
la distribucién de los niveles de polimerizacion de los xilosacdridos presentes en este licor (Licor
2 en el grafico).

Tabla 13-3. Composicion del licor obtenido por la explosion de vapor a 200 °C y 10 minutos.
Licor 200°C, 10 minutos (g/L)

pH 2,49 +0,02 Sélidos disueltos (g/L) 86,9+1,2
Glucosa (g/L) 1,8+0,2 Glucosacaridos (g/L) 54+0,2
Xilosa (g/L) 32,2+0,4 Xilosacéridos (g/L) 47,7 £ 0,5
Ac. acético 14,5+0,2 Ac. férmico 5,9+0,2
Furfural 1,4+0,1 Absorbancia a 280 nm 1,022
(dil 1:500)
Peso molecular — Mw (Da) 236+ 3
13.2.2. Ensayos con resinas.

Los ensayos se realizaron con la resina en columna y de forma secuencial utilizando para ello
dos tipos de resinas diferentes, de acuerdo con el esquema que se presenta en la Figura 13-3.
En los ensayos realizados con el licor obtenido a 180 °C, 10 minutos, se trabajé con un exceso
de resina, 10 gramos por cada 50 mL de licor, de forma de que, en esta instancia, el agotamiento
de la resina no ocasionara una disminucion en el rendimiento. En los ensayos realizados con el
licor obtenido a 200 °C, 10 minutos se trabajé con 30 mL de licor y 10 g de resina salvo que se
exprese otra cosa en el analisis de los datos.

El procedimiento fue el siguiente: Un volumen determinado de licor (N en la figura) se paso por
la columna con la Resina 1. Se agitd la resina con una varilla durante 1 minuto de forma que el
licor entre en contacto con la resina y se dejé en reposo durante 10 minutos. Posteriormente se
eluyd el licor (N°) a una velocidad de 1 mL/min. El licor eluido se colocé en la columna con la
Resina 2 y se repitid el procedimiento realizado con la columna 1.
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Figura 13-3. Esquema de elucidn del licor por dos columnas en serie.

Para recuperar las porciones de xilosacaridos que pudieren haber quedado ocluidas en la resina,
se enjuagd esta con dos porciones de 20 mL de agua destilada, eluyendo a 1 mL/min. Las aguas
de lavado fueron recolectadas y analizadas de igual manera que los licores eluidos. En las
primeras etapas de trabajo se enjuago varias veces mas, pero dado que se recolectdé una
cantidad apreciable de xilosacaridos sélo hasta en el segundo lavado, se establecié el
procedimiento de lavar dos veces. La Figura 13-4 muestra el esquema de trabajo realizado con
cada columna.
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Aplicacion Elucién lavadol  Lavado 2 Regeneracion
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)
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:'gg:@u

Figura 13-4. Esquema de trabajo para la recuperacion de compuestos ocluidos en las columnas.

La Tabla 13-4 muestra las resinas utilizadas y sus caracteristicas fundamentales.
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Tabla 13-4. Resinas utilizadas, descripcion y uso recomendado del fabricante. La informacion fue tomada de las
fichas técnicas de las resinas.

Resina
Amberlite® XAD

Amberlite®
XAD-4
Amberlite®
XAD-16N
Dowex™
Marathon™-11

Dowex™ 66

Purolite A503

Descripcion
Resinas macroreticulares no

ionicas que adsorben vy
liberan especies idnicas a
través de interacciones
hidrofébicas y  polares;

Usualmente utilizadas bajo
condiciones isocraticas.

Matriz de estireno-
divinilbenceno (DVB)

Resina de intercambio
aniénico base fuerte. Matriz
de estireno-divinilbenceno
(DVB)

Grupo funcional: amina
cuaternaria

Resina de intercambio
aniénico débilmente basica.
Grupo funcional: poliamina
Resina anidnica fuerte.
Matriz de estireno-
divinilbenceno (DVB)

Grupo funcional: amina
cuaternaria

Uso recomendado
Las resinas no polares XAD se
usan generalmente para la
adsorcion de sustancias
organicas de sistemas acuosos y
disolventes polares.

Para pesos moleculares
relativamente bajos

Para pesos moleculares medios,
hasta 40.000 Da
Desmineralizacion de aguas con
alto contenido organico y como
depurador orgdnico. (Donada
por UPM Fray Bentos)

Para el pulido en lecho mixto de
jarabes de maiz con alto
contenido de fructosa.
Desmineralizacion y
decoloracién de azucares en la
industria azucarera y de
produccién de bioetanol de
primera generacién (Donada
por Alur- Planta de Paysandu)

pH

No
hay
datos

Previo a su uso las resinas se enjuagaron de acuerdo con la recomendacion del fabricante y luego
de su uso se regeneraron siguiendo los lineamientos del fabricante. Particularmente las resinas
del tipo XAD, donde el fabricante ofrece una gama amplia de regenerantes, las mismas fueron

regeneradas utilizando acetona 75 % v/v de acuerdo con Schwartz y Lawoko (Schwartz and

Lawoko, 2010).

La Tabla 13-5 muestra los ensayos realizados con el licor producido en el tratamiento de
explosién a vapor a 180 °C, 10 minutos.

Tabla 13-5. Ensayos realizados con resinas en columna sobre el licor de explosién a vapor para purificar los
xilosacaridos utilizando el licor de explosion a vapor obtenido a 180°C y 10 minutos.
Agregado de

Ensayo

11
1.2

3.1
3.2
4.1
4.2
5.1
5.2

H,S04 95% hasta
pH =1

Resina 1

Resina 2

NO XAD-4 Marathon 11
Sl XAD-4 Marathon 11
NO Marathon 11 XAD-4

Sl Marathon 11

Sl Dowex 66

NO XAD-4 Dowex 66
NO Dowex 66 XAD-4
NO XAD-16N Dowex 66
NO Dowex 66 XAD-16N
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La Tabla 13-6 muestra los ensayos que se realizaron sobre el licor obtenido a 200 °Cy 10
minutos de tiempo de residencia en el reactor de explosién de vapor.

Tabla 13-6. Ensayos realizados con resinas en columna sobre el licor de explosion a vapor para purificar los
xilosacaridos utilizando el licor de explosion a vapor obtenido a 200°C y 10 minutos.

Ensayo pH Resina 1 Resina 2
6.1 3,2 (Original licor) XAD-4 Purolite A 503
6.2 1 XAD-4 Purolite A 503
7 3,2 (Original licor) Purolite A 503 XAD-4
8.1 3,2 (Original licor) Dowex 66 XAD-4
Dowex 66 (mayor
8.2 3,2 (Original licor) | relacion resina:licor
que en 8.1)
13.2.3. Analisis realizados.

Las fracciones eluidas (licores y aguas de lavado) fueron caracterizadas en términos de pH,
solidos disueltos, contenido de carbohidratos y dcidos organicos (acético y férmico) y productos
de degradacion (HMF y furfural) por HPLC, de acuerdo con el procedimiento de NREL/TP-510-
42623. Por otra parte, se midié la absorbancia a 280 nm de la muestra, ajustando el pH a 6 (pH
del agua destilada), como indicativo de la presencia de lignina o fragmentos de ésta. Sobre el o
los ensayos que presentaron las mejores condiciones de separacién se analizé la distribucién de
pesos moleculares del eluido y lavados realizados. Para ello se realizé la técnica de HPLC-SEC
con detector RID, utilizando una columna Bio-Rad Aminex HPX-42A, agua como fase movil y
trabajando a 60 °C de temperatura y un flujo de 0,6 mL/min. La curva de calibracién se realizé
utilizando como estandares: xilosa (Sigma Aldrich) y xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa vy
xilopentosa (Megazymes, Irlanda).

13.3. Resultados y discusion.

13.3.1. Ensayos 1.1y 1.2.

Enlos ensayos 1.1y 1.2 se colocaron una resina de adsorcion (XAD-4) y a continuacion una resina
anidnica fuerte. El objetivo fue con la resina de adsorcién retener los compuestos fendlicos y
furfural, mientras que con la resina anidnica se buscaba retener los grupos acetilos, urdnicos,
férmico etc. Considerando que el acetato, formiato etc., son base conjugadas de acidos débiles,
pero con una constante de disociacidn relativamente alta (Ka acido formico = 1,8 E-4 y Ka acido
acético = 1.8 E-5), se considerd que podria ser factible que quedaran retenidos en una resina
anidénica fuerte. Por disponibilidad, al momento de realizar el ensayo se utilizé una resina
anidnica fuerte, ya que es una resina ampliamente disponible comercialmente y con un costo
muy inferior que las resinas mas especificas que las de pulido de carbohidratos como la Dowex
66, etc.

Se trabajé inicialmente con la resina XAD-4 en dos condiciones diferenciales entre un ensayo y
otro. En el caso del ensayo 1.1 se agrego el licor al pH original del licor (2,49 + 0,02) y para el
ensayo 1.2, se ajustd el pH previamente en 1,0 y se elimind el precipitado formado. Esta
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condicion de pH fue tomada del trabajo de Schwartz y Lawoko (Schwartz and Lawoko, 2010),
donde optimizaron la remocién de furfural y compuestos fendlicos a diferentes pH, a partir de
extractos de tratamiento hidrotérmico y de licor verde sobre una mezcla de chips de madera de
latifoliadas de climas frios.

En la Figura 13-5 se muestra la fraccion de xilosacaridos, acidos alifaticos (acético, formico y
levunilico) y compuestos fendlicos (Absorbancia a 280 nm) que se recuperaron (y por diferencia
los que quedaron retenidos) en la columna XAD-4 en las condiciones del ensayo 1.1.
Particularmente se quiere sefalar que sélo eluyendo el volumen que corresponde a licor,
quedaron retenidos el 85 % de los compuestos fendlicos y el 54 % de los acidos alifaticos, pero
solo se recuperaron en el licor eluido el 66 % de los xilosacdridos presentes, lo cual baja en forma
importante la produccién del producto de interés. Sin embargo, al realizar un “lavado” de la
resina con agua destilada, se recuperaron los xilosacaridos que no se encontraban unidos a la
resina sino ocluidos en el lecho y luego del segundo lavado, solo un 9% de los mismos se
perdieron en el tratamiento. Un tercer lavado no removié mas carbohidratos. Con los lavados
también eluyen acidos alifaticos y compuestos fendlicos, estos ultimos en mucho menor
porcentaje.

100,0
80,0

60,0

%

40,0

20,0

0,0
Xilosacaridos Acidos alifaticos Lignina

M Licor eluido m ler lavado 2do lavado Retenido

Figura 13-5. Retencion de xilosacaridos, acidos alifaticos (acético, formico y levunilico) y compuestos fendlicos en
la resina XAD-4 en las condiciones del ensayo 1.1. Se indica como incide recuperar los xilosacaridos en las aguas de
lavado frente a recuperar sélo el licor eluido.

Para evitar la dilucién del licor conviene no mezclar estas aguas de lavado con el licor, y pensar
en una configuracion industrial con una recirculacién de las aguas de lavado hasta enriquecerlas
en xilosacdridos, o eventualmente su uso en otra parte del proceso.

A partir de aqui, los graficos de retencion y/o recuperacidon de compuestos incluirdn no sélo la
recuperacion del licor sino también las fracciones de compuestos que estaban presentes en las
aguas de lavado, ya que el comportamiento mostrado para la resina XAD-4 se repite para las
otras resinas utilizadas.
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En la Figura 13-6 se muestran los resultados obtenidos trabajando con la resina XAD-4 colocando
el licor a pH original y a pH ajustado a 1. Los valores de remocién del ensayo 1.2 incluyen la
fraccién que se elimind con el precipitado obtenido al ajustar el pH y que se separd por
centrifugacién, y la fraccion que efectivamente quedé retenida en la columna.
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M Xilosacéridos ~ ® Comp. fendlicos Acidos alifaticos

Figura 13-6. Ensayos con la resina XAD-4 en dos condiciones de pH del licor, pH original (3,39) y pH=1,12.

Se confirma la retencién de compuestos fendlicos con la resina Amberlite XAD-4. Trabajando al
pH original del licor, la retencidn fue del 77,7 £ 3,3 % de los compuestos fenélicos inicialmente
presentes en el licor, quedando retenidos también un 31,2 + 1,7 % de los &acidos alifaticos
presentes. Si bien no es objetivo con esta resina la remocion de estos acidos es ventajoso para
el proceso que una fraccién de estos quede retenida. Como desventaja, se removieron 9,6 + 1,4
% de los xilosacaridos presentes en el licor. La remocidn de furfural del licor fue completa, pero
cabe seialar que la concentracién de furfural en el licor era baja, ya que la mayor parte estaba
presente en el condensado del sistema de explosidn a vapor. Al bajar el pH ocurrié una remocion
de 19,7 £ 0,6 % de los compuestos fendlicos por precipitacion, mientras que un 50% adicional
guedé retenido en la resina. La remocién total de compuestos fendlicos en este caso fue de 69,4
+ 3,4 %, menor que la conseguida trabajando al pH original del licor, siendo ademds mayor la
retencién de xilosacdridos trabajando a pH = 1. De esta forma se concluye que no es conveniente
bajar el pH previo a pasar el licor por la resina XAD-4.

La capacidad de adsorcién de la resina XAD-4 para compuestos fendlicos es atribuida a la
interaccion hidrofébica entre su matriz de estireno-DVB y los anillos fenélicos (interaccion n-nt
de los anillos aromaticos de la matriz y los fenoles) (Weil et al., 2002; Yu and Christopher, 2017).

Schwartz & Lawoko (Schwartz and Lawoko, 2010), quienes sugieren trabajar con la resina a pH=1
para una remocion mas eficiente, reportaron una remocion del 100 % de furfural y de 88 % de
lignina soluble en acidos, mientras que la retencién de xilosacaridos en la resina fue de 4%.
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Reportaron también una retencion del 20 % del acido acético presente. Estos autores trabajaron
con el licor proveniente del tratamiento hidrotérmico a H=600 sobre una mezcla de chips de
maderas de latifoliadas de climas frios. Comparando con nuestro trabajo, estos autores lograron
una remocién un poco superior de los compuestos fendlicos con una pérdida de carbohidratos
un poco menor. Su concentracién mayor de lignina y menor de carbohidratos en el licor que la
gue se utilizd en nuestro trabajo podria justificar las diferencias obtenidas. La importancia en la
retencidn selectiva de compuestos fendlicos y carbohidratos fue discutida en el trabajo de Yu &
Christopher (Yu and Christopher, 2017), quienes estudiaron las isotermas de adsorcién de
lignina soluble en dacidos (ASL) y de la mezcla de xilosacaridos (xilosa y xilooligosacaridos)
presentes en la solucién obtenida, trabajando con licor proveniente de tratamiento
hidrotérmico de dlamo. Encontraron que las capacidades de adsorcion de XAD-4 para xilosa y
XOS se correlacionaron negativamente con la relacién licor : resina, lo que indica que la resina
XAD-4 tenia una mayor afinidad por los compuestos fendlicos que por los xilosacaridos. A una
mavyor carga de resina (mayor relacidn resina / ASL o xilosacéridos en el licor), los sitios de
adsorcién en XAD-4 son abundantes para la adsorcidon de ambos compuestos. Con una carga de
resina mas baja, la competencia por la adsorcion de los sitios se vuelve mas fuerte, lo que lleva
a la reduccion de la adsorcién de los xilosacaridos. El desplazamiento es comun en la adsorcion
de una mezcla de compuestos que tienen diferente hidrofilicidad y concentraciones en la
solucioén.

Walton (Walton, 2009) utilizé la resina XAD-4 para purificar el licor obtenido por tratamiento
hidrotérmico (H=600) de una mezcla de chips de maderas del sur de Estados Unidos. Previo a
ser colocado en la resina, el licor fue hidrolizado a pH= 1 en autoclave, para la conversién de los
carbohidratos (mayormente xilosacaridos) en sus mondémeros. La autora indica que si bien la
adsorcién en la resina fue altamente efectiva para eliminar la lignina fendlica y el furfural (no
indica los porcentajes de retencion), resultd en una pérdida significativa de monosacaridos. Sélo
el 53 % de los monosacdridos presentes fue recuperado en el licor eluido. Este valor es similar
al que obtenemos en nuestro trabajo, si sélo se considera la recuperacion por la elucién del licor
(66 %) y no se recolectan las aguas de lavado.

Por su parte Lehto & Alen (Lehto and Alén, 2012), trabajando con licores provenientes del
tratamiento hidrotérmico (130 — 150 °C durante 30-120 minutos) de chips de abedul, utilizaron
la resina XAD-4 para la remocién de los compuestos no azucares. Trabajaron al pH obtenido
luego de regenerar la resina con NH4OH y a pH neutro, no justificando el motivo de la eleccién
de estos pH. El tratamiento con resina elimind aproximadamente un tercio de la lignina inicial
disuelta y casi el 90% del furfural, mientras que no hubo remocién significativa de los
carbohidratos, ni en su forma de mondmeros ni de oligdmeros. Indicé también que no encontré
diferencias trabajando con el pH original del licor o a pH neutro. El contenido de carbohidratos
en los licores utilizados no alcanza a 6 g/L y el de lignina soluble es menor a 5 g/L.

Nitzsche et al. (Nitzsche, Grongroft and Kraume, 2019) modelaron las isotermas de adsorcion de
compuestos fendlicos, primero en soluciones binarias con fenol y xilosa y luego en un licor
extraido por tratamiento “organosolv” (etanol- agua) de residuos de haya. Para el caso de las
soluciones binarias conteniendo fenol y xilosa, reportaron una retencidn de fenol del 90 %y 5 %
de la xilosa presente en la resina XAD-4 (para una relacion resina: solucién de 5 g/mL), igual a la
usada en nuestro trabajo). Trabajando con el licor extraido, se retienen alrededor del 80 % de la
lignina presente y alrededor de 8 — 9 % de los xilosacdridos presentes, valores muy similares a
los obtenidos en nuestro trabajo.
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Para continuar con la purificacion de los licores obtenidos, el licor eluido de la resina 1 (en este
caso XAD-4), fue alimentado a la segunda columna, que contenia la resina aniénica fuerte Dowex
Marathon 11. Como se menciond previamente, el fin principal fue remover los acidos alifaticos
presentes. En la Figura 13-7 se muestra la retencion de los compuestos de interés en ambas
resinas colocadas en serie.
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& % Ret. Comp. Fendlicos R2 % Ret. Ac. alifaticos R1 % Ret. Ac. alifaticos R2

Figura 13-7. % de retencidn utilizando la resina XAD-4 en dos condiciones de pH del licor, pH original (3,39) y
pH=1,12 en serie con la resina Marathon 11.

Figura 13-8. Ensayo 1.1. Eluido de la resina XAD-4 (a la izquierda) y de la resina Marathon 11 (derecha).

Como puede observarse, la resina anidnica fuerte retuvo los acidos alifaticos un 46,1 + 1,2 %
cuando se trabajo al pH original del licor y 49,1 + 1,2% a pH=1. En el caso del ensayo 1.1, donde
se habia retenido un 31,2 + 1,7 % de los acidos alifaticos en la resina XAD-4, se logré una
remocion de 77,3 = 1,7% con ambas resinas en serie, la cual, en principio se puede considerar
aceptable. Sin embargo, el 59,6 £ 2,1 de los xilosacaridos quedod retenido en la columna anidnica,
lo cual es inaceptable para el objetivo de su purificacion y concentracién. Para el caso del ensayo
1.2, la remocion de xilosacaridos en la resina 2 fue de 33,5 + 1,8 %, y la remocion total de
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xilosacaridos con las dos resinas en serie fue de 75,5 * 2,1 %. Por ello se descartd este
procedimiento de purificacion.

13.3.2. Ensayo 2

El ensayo 2 fue similar al ensayo 1.1 pero cambiando el orden de la resina. Se puede observar
en la Figura 13-9 la retencidn de los distintos componentes analizados en ambas columnas en
serie. Se indica también el ensayo 1.1 para poder realizar la comparacidon mas directamente.
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Figura 13-9. % de retencidn utilizando la resina Marathon 11 en serie con la resina XAD-4. R1 y R2 refieren al
orden de la serie en que fue tratado el licor,

La resina anidnica fuerte tuvo un comportamiento inesperado en cuanto a su retencién de
acidos organicos, ya que retuvo una proporcién mayor cuando fue colocada como segunda en
la serie que cuando se colocd al comienzo. Una posible explicacién es que los acidos himicos,
factiblemente presentes en el licor y que forman uniones irreversibles con las resinas anidnicas,
hayan quedado retenidos en la resina XAD-4 en el ensayo 1.1y en la resina anidnica en el ensayo
2, sacando capacidad de intercambio a la resina anidnica. Sin embargo, dado que se agregd
resina en exceso, no deberia verse este tipo de interferencias.

Por otro lado, el porcentaje de retencidn con ambas resinas en serie fue practicamente el mismo
(77,1 y 77,3 %), sin importar el orden de las resinas. Lo mismo sucedié con los compuestos
fendlicos, el porcentaje de retencion fue de alrededor 77 % para la resina que se ponga en
primera instancia y de 20 % para la resina puesta en segunda instancia, ya sea la resina de
adsorcién o la anidnica fuerte. En el trabajo de Zeitoun et al. (Zeitoun et al., 2010) se menciona
que este tipo de resinas anidnicas combinan los mecanismos de retencién por intercambio
anidnico y adsorcion, lo cual justificaria el comportamiento similar respecto a la remocién de
compuestos fendlicos y acidos alifaticos; sin embargo no se ha podido confirmar esta
informacién en los reportes técnicos de la resina. Sobre la retencién de xilosacdridos, se pierde
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21,6% de los mismos en la resina anidnica y alrededor de 75% entre las dos resinas, lo cual es
inaceptable para los objetivos de purificacidn y produccion de azucares.

Las resinas anidnicas fuertes han sido ensayadas, desde hace varios afios, para la detoxificacion
de hidrolizados lignoceluldsicos, previo a la hidrolisis enzimdatica o fermentacion,
fundamentalmente luego de tratamientos acidos (Palmaqvist and Hahn-H&gerdal, 2000; Huang
etal., 2008). Estos tratamientos se han enfocado en la eliminacion de inhibidores de hidrélisis o
fermentacién y en los niveles de recuperaciéon de celulosa o glucosa. Hay menos reportes de la
recuperacion de xilosa luego del tratamiento. Nilvebrant et al. (Nilvebrant et al., 2001)
utilizaronn una resina anidnica fuerte (Biorad AG 1-X8) en base OH" sobre el extracto producido
por tratamiento con vapor sobre chips de abeto, previamente impregnados con acido sulfurico.
El rendimiento de etanol en el hidrolizado obtenido luego de utilizar esta resina a pH 10 fue
mayor que la obtenida al utilizar la resina de adsorcién XAD-8 (similar a XAD-4) al mismo pH, lo
gue indicaria una mayor eficiencia en la remocién de inhibidores de la resina anidnica. Sin
embargo, luego del tratamiento con la resina anidnica se recupera solo el 25 % de la glucosa
inicialmente presente. No se reportan los valores de xilosa. Ya en 1953, Phillips y Pollard (Phillips
and Pollard, 1953), trabajando con jugo de manzana vy sidra, indicaron que los carbohidratos
eran extensamente degradados por las resinas anidnicas fuertes en su forma OH,
produciéndose acidos organicos (identificados cualitativamente por cromatografia en papel).

Por su parte, Yu & Christopher (Yu and Christopher, 2017), trabajando con licor hidrotérmico de
alamo, indicaron una alta remocién de lignina soluble en acido (mayor al 90%) y una pérdida de
xilosacaridos menor al 20%, utilizando una resina anidnica fuerte en su forma OH" (resina
Amberlite IRA 400).

Hay diversos trabajos reportados sobre la remocidn de inhibidores previo a la produccién de
xilitol por fermentacién utilizando hidrolizado de bagazo de cafa de azucar (Villarreal et al.,
2006; Vidals Verde et al., 2006; de Arruda et al., 2011). Sin embargo, en ellos se utiliza una
secuencia de resinas de intercambio idnico en serie (anidnicas fuerte y débil y catidnicas) pero
no se detallan las caracteristicas de los eluidos a la salida de cada etapa. Estos trabajos reportan
una eficiente remocién de compuestos fendlicos y acidos con bajas pérdidas de azucares.

Maciel de Mancilha y Karim, trabajando con hidrolizado de rastrojo de maiz, reportaron una
nula remocién de acido acético y una alta remocidn de furfural y HMF, asi como una alta
recuperacion de xilosa utilizando resinas aniénicas fuertes en forma Cl - (Maciel de Mancilha and
Karim, 2003).

Kumar et al. (Kumar et al., 2018) utilizaron mazorcas de maiz para la produccién de xilitol y
analizaron la detoxificacién del hidrolizado con resina catidnica fuerte (para la eliminacién de
los cationes de las sales formadas) y anidnica fuerte en serie, previo a su fermentacion. Posterior
a la resina anidnica reportaron una recuperacion de 96.2 + 4.80 de la xilosa y de 78.0 £ 3.90 de
acido acético. A pesar de que la recuperacion de xilosa fue alta, la remocion de acidos fue baja,
por lo que el uso de la resina, en las condiciones utilizadas, no fue adecuado para el objetivo.

De esta forma, se puede concluir que los resultados obtenidos utilizando resinas anidnicas
fuertes para la remocidn de acidos alifaticos y compuestos fendlicos son dispares, asi como la
recuperacion reportada de los carbohidratos de interés. Factiblemente, las condiciones de
utilizacion y las propiedades del licor son determinantes para el éxito, y no estdn completamente
sefialados en la literatura.
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13.3.3. Ensayos 3.1y 3.2

En los ensayos 3.1y 3.2 se evalud si la precipitaciéon de compuestos al bajar el pH =1 (con acido
sulfarico) era adecuada para la eliminacién de derivados de lignina, evitandose de esta forma la
resina XAD-4, por lo que, la solucidn resultante luego de separar el precipitado formado a pH=1
se paso Unicamente por la resina anidnica. En el caso del ensayo 3.1 se utilizé la resina anidnica
fuerte Marathon 11y en el caso del ensayo 3.2 se utilizé la resina anidnica débil Dowex 66 (Figura

13-11y 13-11).

.
l
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Figura 13-10. A la izquierda: Precipitados obtenidos al agregar acido sulfirico hasta pH = 1 y el sobrenadante
obtenido previo a ser colocado en las resinas anidnicas. A la derecha: eluido de las resinas anidnicas.
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Figura 13-11. % de retencion en el precipitado obtenido al llevar el licor a pH=1 y posterior a las resinas anidnicas.
En el ensayo 3.1 se utilizé la resina Marathon 11 (anidnica fuerte) y en el 3.2 la resina Dowex 66 (anidnica débil).

Al bajar el pH a 1 con 4cido sulfurico se formd un precipitado negro que contiene principalmente
los derivados de lignina (Figura 13-10). Como se observa en la Figura 13-11, se logré una
remocion de los compuestos fendlicos del 24 + 1,6 % con el precipitado. No obstante, se
perdieron 13,0 + 1,2 de los xilosacaridos presentes. Al pasar los liquidos obtenidos luego de
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separar el precipitado por las resinas anidnicas, se logré una remocién de compuestos fendlicos
de alrededor del 60 % (respecto al contenido del licor de explosién de vapor), pero no se
removieron los acidos alifaticos. El color de los licores eluidos se condice con la remocién de los
compuestos fendlicos (Figura 13-10). Analizando las causas de este comportamiento, se
concluye que esto es predecible, ya que la solucidn tenia un exceso de aniones sulfato
provenientes del acido sulfurico utilizado para disminuir el pH. El orden de selectividad de las
resinas anidnicas fuertes es OH < CH3COO" < CI" < HSO3 < HSO4 y para las resinas anidnicas
débiles es HCCl3™ < CH3COO" < CI' < HSO4 < citrato < OH" (Paul Chen et al., 2006). Por lo cual, el
ion sulfato acido tiene una afinidad mucho mayor por los sitios activos de las resinas anidnicas
que el ion acetato.

Takahashi et al. (Takahashi et al., 2013), procuraron remover acido acético de los licores de
pulpeo del proceso al sulfito, para luego utilizar la xilosa en la produccién de etanol. Reportaron
que con el licor sin ninglin tratamiento previo, no fue posible la remocidn de acido acético del
licor. Esta conclusidn es conicidente a la de nuestro trabajo y se justifica por lo expresado en el
parrafo anterior.

Se podria considerar precipitar el exceso de iones sulfato con carbonato de calcio, evitando subir
el pH a un valor superior de 7, ya que las resinas anidnicas débiles, al tener como grupo funcional
una amina terciaria, necesitan estar protonadas para poder actuar como sitio activo
(Alexandratos, 2009). Si bien esta opcidn se tuvo en cuenta, se descartd ya que por un lado existe
una precipitacion de carbohidratos que coprecipitan con el sulfato de calcio formado (Palmqvist
and Hahn-Héagerdal, 2000; Huang et al., 2008; Mateo et al., 2013), a lo que deben sumarse los
carbohidratos que quedan retenidos en la resina y los que se pierden al bajar el pH a 1. Se
concluyd que una alternativa que requiera dos etapas de precipitacién por cambio de pH para
eliminar los compuestos fendlicos y la introduccion de reactivos quimicos (que aumentan el
contenido de sélidos disueltos en la solucién que luego hay que remover), no es atractiva de
analizar.

13.3.4. Ensayo 4.1y 4.2

En el ensayo 4.1. se trabajo con la resina XAD-4 en primera instancia y para la remocién de los
acidos alifaticos se ensay6 la resina Dowex 66. Esta Ultima, ademds de ser una resina anidnica
débil, esta desarrollada para la purificacién de soluciones ricas en azucares. En el ensayo 4.2 se
invirtié el orden de las resinas.
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Figura 13-12. De izquierda a derecha: Licor de la explosion de vapor, eluido de la resina XAD-4 y eluido de la
resina DOWEX 66
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Figura 13-13. % de retencidn utilizando la resina XAD-4 y Dowex 66. 4.1: XAD-4 + Dowex 66; 4.2: Dowex 66 + XAD-
4

La remocién colocando la resina XAD-4 en primera instancia se discutié en el Ensayo 1.1. En este
caso se removid un porcentaje un poco menor de los componentes analizados que en el ensayo
1.1, lo que se puede atribuir a variaciones experimentales de los ensayos o a la pérdida de
eficiencia de la resina por haber sido regenerada varias veces. En este ensayo, al pasar el eluido
de la resina XAD-4 por la resina Dowex 66, se logré una muy buena remocion de los compuestos
fendlicos (casi 94 % sumando lo removido por ambas resinas) y de acidos débiles (80 %). La
Figura 13-12 muestra el aspecto de los licores obtenidos antes y después de pasar por las resinas,
evidenciando la pérdida de coloracidn de la solucidon por la remociéon de los compuestos
fendlicos. Pese a ello, la fraccion retenida de los xilosacaridos en la resina anidnica es cercana al
70 %, lo cual es inaceptable para el objetivo buscado.

En el ensayo 4.2, como se menciond, se colocd la resina Dowex 66 en primera instancia. Los
resultados obtenidos con esta resina son alentadores ya que no hubo retencién de xilosacaridos
en la misma. Asimismo, se logrd una remocién del 81,0 + 2,2 % de los compuestos fendlicos y
del 93,7 + 2,0 % de los acidos alifaticos. La Figura 13-14 muestra las diferencias visuales entre el
licor original utilizado y el eluido de la columna con la resina Dowex 66. La misma es una resina
anidnica débil por lo que la remocion de acidos alifaticos era esperable. Esta resina estd
desarrollada para soluciones ricas en carbohidratos, por lo que también deberia ser esperable
la no retencidon de carbohidratos. No obstante, no se esperaba la importante remocién de
compuestos fendlicos con la resina.
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Figura 13-14. Licor obtenido en la explosion de vapor y eluido de la resina Dowex 66.

La purificacion de soluciones de xilosacdaridos con resinas anidnicas débiles ha sido previamente
reportada. Carvalheiro et al (Carvalheiro et al., 2005) analizaron varios métodos para la
detoxificacion del hidrolizado (luego de extraccion por tratamiento hidrotérmico) de granos
residuales de produccién de cerveza. De los diferentes métodos de detoxificacion ensayados
(resina aniodnica, catidnica, carbdn activado, encalado), la mayor remocién de acido acético se
consiguid con las resinas anidnicas. Particularmente se removieron 48 % del acido acético inicial
trabajando con una resina aniénica débil (Dowex-MWA1) a pH 0,77, y de 27 % cuando se ajusté
el pH del hidrolizado a 5,5 previo a pasarlo por la resina. Se observé una reduccién del contenido
de xilosa del 7% en ambos casos. Asimismo, mencionan que todos los métodos de
desintoxicacién aplicados permitieron una reduccion del contenido de compuestos fendlicos.
Sin embargo, la reduccién mas importante (83%) se obtuvo después del tratamiento con resinas
de intercambio aniénico a pH 5.5 0 0.77.

Por su parte, Vallejos et al. (Vallejos et al.,, 2016) evaluaron diferentes estrategias de
detoxificacién en serie para la produccién de xilitol. Utilizaron licores provenientes del
tratamiento hidrotérmico de bagazo de cafa de azucar. Para la remocién de acido acético
utilizaron una resina anidnica débil, Amberlite IRA-67. Este procedimiento fue efectuado luego
de etapas de encalado, remocidn de calcio con resinas catidnicas y uso de carbdn activado.
Reportaron una remocion de 80-85 % del acido acético presente. Como los demas inhibidores
fueron eliminados en etapas previas, no se reportd su eliminacion en el intercambio aniénico.

Maciel de Mancilha y Karim (Maciel de Mancilha and Karim, 2003), en su trabajo con bagazo de
cana de azucar previamente mencionado, utilizaron una resina anidnica débil desarrollada para
laindustria azucarera (Purolite A 103S). Con ella lograron la remociéon completa del 4cido acético
y HMF y 95 % de la remocidn de furfural en un hidrolizado de rastrojos de maiz. La recuperacién
de xilosa en ese caso fue del 94 %. No se reportd la remocion de compuestos fendlicos en este
caso. En el trabajo de de Carvalho et al. (de Carvalho et al., 2004) sobre hidrolizados de bagazo
de cafia de azlcar también se utiliza la resina Purolite A 103S, con una remocién de 75% de
furfural, 55 % de HMF y lignina soluble en acidos, pero nula remocién de acido acético.

Luego, al pasar el eluido de la resina Dowex 66 por la resina XAD-4 se logra remover un 15,4 %
mas de los compuestos fendlicos, logrando entonces una remocién con las dos resinas mayor a
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95%. Sin embargo, nuevamente existe una importante retencion de xilosacaridos en la resina
que se coloca en segunda instancia, lo que es una gran desventaja para el sistema. No se
encuentra una explicacién razonable para este fenémeno.

13.3.5. Ensayo 5.1y 5.2

Estos ensayos son similares a los 4.1 y 4.2, utilizdndose una resina de adsorcién y una resina
anionica débil. En este caso, como resina de adsorcidn se utiliza la resina XAD-16, la cual es
aplicable para adsorber moléculas hidrofobas de solventes polares, como sustancias organicas
de peso molecular relativamente bajo a medio (Koivula et al., 2013). Se ensayé esta resina ya
que se ha reportado que tiene alto rendimiento en la remociéon de compuestos fendlicos
(Koivula et al., 2013; Heinonen et al., 2017). Se utiliza la resina anidnica débil Dowex 66 en serie
con la resina de adsorcion.

La Figura 13-15 muestra la retencién de los distintos componentes analizados en ambas
columnas en serie. Se indica también el ensayo 4.1 para comparar la retencién utilizando la
resina XAD-4 frente a la XAD-16.
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Figura 13-15. % de retencion utilizando la resina XAD-16 y Dowex 66. 5.1: XAD-16 + Dowex 66; 5.2: Dowex 66 +
XAD-16. Se incluye el ensayo 4.1 para comparar.

Analizando los porcentajes de retenciéon en la resina XAD-16 se observé una remocion del 71,2
+ 2,1 % de los compuestos fendlicos y una remocién del 53,1 + 1,8 % de los acidos alifaticos, lo
cual es superior a las remociones logradas con la resina XAD-4 en iguales condiciones de trabajo.
Sin embargo, la retencién de xilosacaridos en la resina XAD-16 fue del 34,0 + 1,6 %, lo cual es
muy superior a la retencién que se tuvo en la resina XAD-4.

Koivula et al. (Koivula et al., 2013) obtuvieron resultados similares trabajando con licor de
pino/eucalipto proveniente de un tratamiento hidrotérmico. Utilizando la resina XAD-16 con
una relacién de licor/resina de 6,7, reportaron una remocion de alrededor el 65 % de los

13-18



compuestos fendlicos (medidos por la absorbancia UV a 280 nm) y una pérdida de las
hemicelulosas de alrededor del 50 %. Realizando el mismo tratamiento con licor de abedul, los
autores reportaron una retencidn de casi el 75 % de los compuestos fendlicos y 45 % de las
hemicelulosas presentes en el hidrolizado.

Gottumukkala et al. (Gottumukkala et al., 2014) compararon la performance de las resinas XAD-
4, XAD-7 y XAD-16 en su capacidad de remocién de inhibidores para la produccién de butanol a
partir del hidrolizado producido por pretratamiento con acido sulfurico débil sobre paja de arroz.
Para la remocion de acido acético y acido férmico en diversas concentraciones (entre 3,7y 7,2
g/L de acido formico y entre 1,2 y 3,5 g/L de acido acético), la performance de la resina XAD-16
fue mejor, logrando retener entre el 50-60 % del acido férmico (frente a 20-48 % de la resina
XAD-4) y entre el 60-75% del acido acético, frente a 25-55 % en la resina XAD-4. Los rangos se
deben a las distintas concentraciones de acidos reportadas por los autores. Indicaron una
retencidn similar de azucares, no especifican cuales, de aproximadamente 11% en ambos casos.
En este trabajo no se indicd la remocién de compuestos fendlicos.

Nitzche et al. (Nitzsche, Grongroft and Kraume, 2019), quienes usaron licor hidrotérmico de
madera de haya, reportaron aproximadamente la misma remocidn de compuestos fendlicos con
la resina XAD-4 y XAD-16, aproximadamente el 80 % del contenido original del licor (3,1 g/L), y
una retencidn de xilosacdridos un poco menor al 10 % en ambas (para un contenido inicial de
4,2 g/L). La resina XAD-4 tuvo una mayor eficiencia en la remocién de furfural, de 85%, frente a
75 % removido con la otra resina. En este caso trabajaron a pH =6 y con una relacién de
resina/licor = 1/5, igual a la que usamos en nuestro trabajo.

You et al. (You et al., 2019) utilizaron la resina XAD-16 para purificar un extracto alcalino de
bagazo de cafa. Ensayaron diferentes relaciones de resina en funcién del contenido de lignina
en el extracto, aunque no se reportd su contenido inicial. A medida que aumenté la relacion
resina / lignina de 1:1 a 10:1, el rendimiento en la remocién de la lignina aumenté desde un 48%
a casi un 90%. No obstante, la recuperacién de xilosa bajé de 1,6 g/L para una relacién 1:1a 1,1
g/L para una relaciéon 1:10 (no se indicé el valor de xilosa en el licor original).

Cao et al. (Cao et al., 2020) analizaron las isotermas de adsorcién de la decoloracion de una
solucidn rica en XOS y con compuestos fendlicos a los que denomind pigmentos. Trabajaron con
el licor proveniente de una hidrdlisis acida (con acido acético) de mazorcas de maiz y utilizaron
la resina XAD-16. Los autores no informaron la composicién del licor obtenido. Lograron una
decoloracidn del 89 % (determinada por la reduccion de la absorbancia a 280 nm), con una
recuperacion del 96 % de los XOS, trabajando a pH 3,0 y con una relacién resina-licor de 0,76.
Concluyen que la adsorcidn de los compuestos fendlicos en la resina XAD-16 es un proceso
endotérmico y espontaneo. En los primeros minutos de la adsorcidn ocurre la transferencia de
masa externa y posteriormente se dan los mecanismos de transferencia de masa intraparticular
(interna)(Cao et al., 2020).

Como se puede ver de los trabajos precedentes, la remocion de un elevado porcentaje de
compuestos fendlicos y acidos alifaticos es posible y tanto el rendimiento de remocién como la
retencién indeseada de xilosacaridos, es dependiente de su concentracion en el licor y de la
relacién resina : licor que se use.

Considerando ahora las dos resinas en serie usadas en esta etapa del trabajo, se puede ver en
la Figura 13-15, que la remocidén de los compuestos fendlicos y acidos alifaticos fue superior al
95 %. Sin embargo, la retencidn de xilosacdridos en la resina Dowex 66 fue de 35% cuando se
colocé luego de la XAD, lo cual hace que la pérdida de xilosacaridos con las dos resinas en serie
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sea de casi el 70 %, inaceptable para el objetivo de recuperacion de estos carbohidratos. Al igual
que cuando se utilizé la resina Dowex 66 luego de la resina XAD-4, la retencién de carbohidratos
en la resina aumentdé muchisimo en comparacion con el uso de la resina Dowex 66 en primer
lugar, no encontrandose una explicacion para este comportamiento.

En el ensayo 5.2, donde se colocé la resina Dowex 66 en primera instancia, se obtuvo una alta
remocion de acidos alifaticos y compuestos fendlicos y baja retencién de xilosacaridos, como se
discutid en el caso del ensayo 4.2. Al colocar la resina XAD-16 en segunda instancia, la remocion
de compuestos fendlicos fue, al igual que en el ensayo 5.1, mayor al 95 %, aunque la retencidn
de xilosacdridos en esta resina fue aun mayor que cuando se coloca en primera instancia,
llegando a casi el 70 %.

Dados los buenos resultados obtenidos al utilizar inicamente la resina Dowex 66, se analizo la
distribucidon de pesos moleculares del eluido y los lavados en esta resina. En la Tabla 13-7 se
observa la distribucion de pesos moleculares indicando en primera instancia el peso molecular
promedio (Mn) y promedio ponderado (Mw) y el peso molecular de cada pico del
cromatograma, asi como el porcentaje de area ponderada de estos en el cromatograma.
Graficamente se pueden ver estos valores en la Figura 13-16.

Tabla 13-7.Distribucion de pesos moleculares del licor original y del eluido de la columna.

Mn Mw

# (Da) (Da) Mw/Mn % ‘
Licor original total 147 310 3,01

1 1623 1653 8,9

2 525 540 45

3 351 355 6,9

4 232 236 13,9

5 130 134 52,8

6 72 76 13,0

Eluido total 147 178 1,28

1 484 490 3,9

2 331 335 9,5

3 219 222 18,9

4 129 132 59,9

5 82 83 7,8

Como puede observarse en la Figura 13-16, el eluido no presenta el pico de peso molecular
mayor (1623 Da) que si se observa en el licor original, lo que indica que los xilosacaridos de
mayor peso molecular quedarian retenidos en la resina. Si se observan comparativamente las
sefiales del detector UV a 280 nm que se encontraba en serie con el detector RID durante la
determinacién de peso molecular, se pueden ver las sefiales correspondientes a fragmentos de
lignina u otros compuestos fendlicos (Figura 13-17). Particularmente, en la zona posterior al
tiempo muerto (alrededor de 7 minutos), se pueden observar varios picos en el cromatograma
del licor original, los que disminuyen su area relativa al pico de los azucares (alrededor de 18
minutos, este detector no permite separar los azucares en sus respectivos oligdmeros) en el
cromatograma del eluido de la resina. Esto confirma entonces, que los compuestos fendlicos,
de mayor peso molecular, quedaron retenidos en la resina, lo cual ya se habia constatado en la
medicion directa de la absorbancia de la solucién a 280 nm. De esta forma, los oligdmeros de
mayor peso molecular quedan retenidos en la resina, posiblemente porque los mismos se
encuentran aun enlazados a compuestos fendlicos provenientes de la lignina.
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Figura 13-16. Cromatograma de la distribucion de pesos moleculares obtenidos en el licor original (arriba) y el
eluido de la resina Dowex 66 (abajo) utilizando detector de indice de refraccién (RID).
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Figura 13-17. Cromatograma de la distribucion de pesos moleculares obtenidos en el licor original (arriba) y el
eluido de la resina Dowex 66 (abajo) utilizando detector UV.

Como se sefald al principio del apartado, uno de los objetivos de este trabajo era aumentar la
pureza de los xilosacaridos en la solucién. En el licor original un 68 % de los sélidos disueltos
correspondieron a xilosacaridos. Al eliminar los compuestos fenélicos, furfural y dcidos alifaticos
de la solucién, se supone en primera instancia que la pureza de los xilosacaridos debe aumentar.
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Sin embargo, al realizar la determinacién de sélidos disueltos en el eluido de la resina Dowex 66,
el contenido de xilosacaridos es de un 65 % de los sélidos disueltos de la solucién. No fue
determinado, pero factiblemente el resto de los sélidos disueltos corresponda en buena medida
a los iones intercambiados por la resina, aunque la misma es regenerada con una solucién de
NaOH al 4 %. Para procurar purificar esta corriente obtenida, se ensay6 el eluido de la resina
Dowex 66 con membranas de ultrafiltracién. Los resultados obtenidos en este ensayo se indican
en el apartado 2.4.4.

13.3.6. Ensayos 6.1y 6.2.

Los ensayos que se describen de aca en mas, a diferencia de los anteriores, fueron realizados
con el licor de explosién a vapor obtenido a 200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia. Como
puede verse en las Tablas 13-2 y 13-3, este licor es mucho mas concentrado en carbohidratos,
acidos alifaticos, furfural y compuestos fendlicos que el licor utilizado en los ensayos anteriores.
Las razones de esta gran diferencia en concentracidn se pueden explicar en parte por el volumen
diferente obtenido en un ensayo y otro. Para el caso de la explosién a 180 °C se obtuvieron 0,56
L de licor por kg de material pretratado (sélido + licor) a la salida del reactor, mientras que, con
el material utilizado a 200 °C, se obtuvieron 0,41 L por kg de material pretratado. Por otro lado,
la granulometria y el origen del material son distintos por lo que puede tener diferente
comportamiento en el reactor. Ademas, estos tratamientos se realizaron con diferencia de 2
afios, donde se hicieron cambios en la configuracion de la zona de formacion del “tapdn de
biomasa” en el reactor, lo cual también puede tener incidencia.

Los ensayos que siguen se realizaron a los efectos de evaluar el comportamiento de las resinas
con una solucién mas concentrada en carbohidratos y compuestos a eliminar.

Como se menciond en la Tabla 13-6, en los ensayos 6.1 y 6.2 se utilizaron las resinas XAD-4, ya
discutidas. Como segunda resina en serie se usé la resina Purolite A 503, una resina anidnica
fuerte desarrollada para la decoloracién y remocion de cenizas en la industria azucarera y de
bioetanol. Esta resina fue donada por Alur Paysandu y es la resina que usan habitualmente para
la purificacién de los azUcares en la produccidn de bioetanol de primera generacién. En el ensayo
6.1 se usé la resina XAD-4 a pH original del licor y en el ensayo 6.2 se bajé el pH a 1. Los
porcentajes de retencidén obtenidos se muestran en la Figura 13-18. Se incluye la remocién de
furfural, ya que en esta solucidn se encuentra en mayor concentracion y es relevante analizar su
comportamiento.

En los dos casos analizados la remocién de compuestos fendlicos y furfural en la resina XAD-4
fue importante, siendo mayor al trabajar a pH=1. El porcentaje de remocidn de la resina 1 en el
ensayo 6.2 esta referido a la concentracién del compuesto de interés sobre su concentracién en
el licor extraido, es decir, incluye la fraccidn que precipité al bajar el pH. Trabajando a pH 1 se
logré una remocién mayor de los compuestos fendlicos (casi 90%) y furfural (alrededor de 80
%).
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Figura 13-18. % de retencion utilizando la resina XAD-4 y Purolite A503. 6.1: XAD-4 a pH original del licor; 6.2:
XAD-4 a pH 1y eliminacién del precipitado formado.

La retencidn de xilosacdaridos en la resina fue importante en los dos ensayos, del orden del 30 %,
siendo un poco inferior en el ensayo a pH original del licor.

Para el caso del ensayo 6.1, la remocion de compuestos fendlicos es del orden a la obtenida en
el ensayo 1.1, aunque la remocion de acidos es un poco menor. No obstante, se observé una
retencidn de xilosacaridos bastante mayor que en el ensayo 1.1. Este comportamiento no es
previsto, ya que si se considera que la resina tiene mayor afinidad por los compuestos fendlicos
(Weil et al., 2002; Yu and Christopher, 2017), la retencién de carbohidratos en la resina, al existir
mas compuestos fendlicos presentes, deberia ser menor ( en ambos ensayos la relaciéon volumen
de licor/masa de resina es la misma). Comparando el contenido de compuestos fendlicos y
xilosacaridos entre el licor original a 180 °C, 10 minutos (ensayo 1.1) y el licor a 200 °C, 10
minutos, la relacién compuestos fendlicos/xilosacaridos para el primero es de 0,17 y de 0,45 en
el segundo, por lo cual no se puede decir que en el caso del ensayo 6.2 sea desfavorable la
concentracién de los compuestos fendlicos frente a los xilosacaridos. Dado que el licor analizado
tiene una concentracién mayor de los distintos componentes, y se usé la misma cantidad de
resina, ya que esta se cuantificd por volumen de licor a agregar y no por la concentracion de los
compuestos, se sospecha que lo que sucedid en este caso es que no fue suficiente el tiempo de
contacto del licor con la resina. De esta forma, no se llegaron a dar completamente el
desplazamiento de sitios activos que pudieren estar ocupando los xilosacaridos (que estan en
mayor concentracién, pero tienen menor afinidad por la resina) por los compuestos fendlicos y
por ello la menor recuperacién de xilosacaridos en el ensayo.

Al pasar el eluido por la segunda columna, se logré la remocién casi completa de los compuestos
fendlicos y furfural. La retencién de xilosacaridos entre las dos columnas fue de 40 %, lo cual no
es aceptable. Trabajando al pH original del licor, la remocién de los acidos alifaticos en la
segunda columna (Purolite A 503) fue un poco menor que cuando se utilizo la resina Marathon
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11, en el ensayo 1.1. Sin embargo, como se esta evaluando la performance de dos resinas
similares, pero no iguales, con dos licores diferentes, no se considera valido compararlas.
Cuando se bajé el pH a 1, la remocién en la resina anidnica fue menor que trabajando al pH
original. Esto se explica por lo ya discutido en el ensayo 3.1.

13.3.7. Ensayo 7

Este ensayo es similar al ensayo 6.1 pero cambiando el orden de las resinas.
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6.1: R1: XAD-4 / R2:A503 3:1 7: R1:A503 / R2: XAD-4
M % Ret.Xilosacdaridos R1 i % Ret.Xilosacaridos R2
H % Ret. Comp. Fendlicos R1 % Ret. Comp. Fendlicos R2
% Ret. Ac. alifaticos R1 % Ret. Ac. alifaticos R2
B % ret. furfural R1 3 % ret. furfural R2

Figura 13-19. % de retencidn utilizando la resina XAD-4 y Purolite A503. 6.1: XAD-4 y luego resina Purolite A503;
7: Purolite A503 y luego XAD-4.

Colocar la resina anidnica fuerte en primer lugar no aporté mejoras en la remocién de los
compuestos no deseados, removiéndose con las dos resinas aproximadamente el mismo
porcentaje, no importa el orden que se coloquen. Lo mismo sucedié con la retencién de
carbohidratos, fue del orden del 40 % de los xilosacdaridos presentes en el licor original. Como se
menciond previamente, la pérdida del componente que se busca purificar es elevada, por lo que
no se considera aceptable esta combinacion de resinas.
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13.3.8. Ensayo 8

Vistos los buenos resultados obtenidos con la resina Dowex 66 con el licor de explosion a 180°C,
se resolvié ensayar el licor a 200 °C con la misma resina, mas concentrado tanto en xilosacaridos
como en los compuestos a remover. Dada la mayor concentracion de compuestos a remover, se
resolvid trabajar a dos relaciones diferentes de licor: resina. De esta forma se utilizé la misma
relacion de 3 que se venia utilizando en los ensayos previos y se trabajo también a una relacién
licor: resina=1: 1. En la Figura 13-20 se puede observar los resultados obtenidos y en la Figura
13-21 las coloraciones de los eluidos obtenidos frente a la del licor original.
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Figura 13-20. % de retencion utilizando la resina Dowex D66 con distintas relaciones licor : resina.

Figura 13-21. A la izquierda, coloracion del licor original y del eluido trabajando en relacion licor: resina de 3 :1, A
la derecha coloracion de eluido trabajando a relacidn licor: resina de 1: 1.

13-25



Trabajando con una relacién de licor: resina de 3:1 se logra una muy alta recuperacién de
xilosacdridos (> 98 %) y una remocién del 70 % de los compuestos fendlicos. Sin embargo, la
remocion de acidos alifaticos (compuestos especificos a remover por este tipo de resinas) y de
furfural, es sensiblemente mds baja. Al aumentar la cantidad de resina (trabajando con relacidn
licor : resina = 1 : 1) la remocion de 4cidos alifaticos se incrementa sensiblemente ( de 35 % a
mas de 90 %), asi como la remocion de furfural, que alcanza el 65 %. La remocion de compuestos
fendlicos, sube de 70 a casi 80 %. Sin embargo, la retencién de xilosacaridos, que era minima en
el ensayo donde la relacién de licor :resina fue igual a 3:1, aumenté a casi el 20 % al aumentar
la cantidad de resina. De todas formas, se considera una pérdida aceptable, frente a la buena
remocion de los compuestos indeseables, que se logra en estas condiciones.
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13.4. Conclusiones

Se ensayaron diferentes resinas de intercambio anidnico y de adsorcion para la purificacién de
los xilosacaridos presentes en dos licores obtenidos por tratamiento por explosién de vapor.

Se confirma una buena retencién de compuestos fendlicos y furfural con las resinas de adsorcion
(XAD) con una baja retencién de xilosacaridos (menor a 10 %). Sin embargo, la retencién de
acidos alifaticos con estas resinas es baja.

Trabajar a pH del licor ajustado a 1 no mejord los rendimientos, incorporando incluso
contraiones a la solucidn que aumentan la cantidad de sélidos disueltos a separar.

Las resinas anidnicas fuertes, como era de esperar, no arrojaron buenos resultados de retencién
selectiva de los acidos alifaticos.

La resina anidnica débil utilizada (Dowex 66) logré una muy buena retencién de los acidos
alifaticos asi como compuestos fendlicos y furfural. Trabajando con una relacion de licor: resina
de 3 a 1 se logré una pérdida minima de xilosacaridos en el ensayo.

Al trabajar con un licor mas concentrado, las conclusiones obtenidas son similares.
Particularmente con la resina anidnica Dowex 66 disminuye la muy buena remocién de acidos
alifaticos y furfural obtenida previamente. Al cambiar la relacién licor: resina de 3:1 a 1:1, se
logra mejorar la remocién de estos compuestos, aunque aumenta la pérdida de xilosacaridos,
pero siendo menor a 20 %.

Por lo antes dicho, se considera que trabajar con resinas anidnicas débiles (en este caso
particular Dowex 66) permite una separacion exitosa de los compuestos fendlicos, furfural y
acidos alifaticos, con pérdidas aceptables de los xilosacaridos.
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14. ENSAYOS DE PURIFICACION Y CONCENTRACION: ENSAYOS
CON MEMBRANAS DE FILTRACION

14.1. Objetivos especificos

e Analizar la tecnologia de filtracion con membranas de ultra y microfiltracién como
método de purificacién y concentracion de los xilooligosacaridos y xilosa obtenidos por
tratamiento de explosidn de vapor.

e Analizar la tecnologia de filtracion con membranas de ultra y microfiltracién como
método de purificacion y concentracién de los xilopolisacdridos obtenidos por
tratamiento con hidréxido de sodio.

14.2. Metodologia

14.2.1. Descripcion del equipamiento utilizado.

Los diferentes ensayos fueron realizados en el sistema de separacién de membranas que se
muestra en la Figura 14-1. El mismo consiste en un sistema de tipo “filtracién de flujo directo”
(dead-end) de la marca Sterlitech, modelo HP4750. Estd compuesto por una celda de acero
inoxidable agitada de 47 mm de didmetro, donde se coloca el disco de membrana en la parte
inferior. Se coloca también un agitador magnético propio del sistema y se ubica el conjunto
sobre una placa de agitacidon magnética. Se introduce la solucién con los componentes a separar
en el interior de la celda, que tiene una capacidad mdxima de 300 mL y se cierra el sistema
mediante bridas y bulones. Se ejerce la presidén adecuada aplicando nitrégeno gas, como se
muestra en el esquema. Si bien la celda soporta hasta 69 bar de presidn, por cuestiones relativas
a la seguridad de los demas componentes del sistema, no se utilizaron presiones mayores a 8
bar. El liquido que permea la membrana (el “permeado”) egresa del sistema por un tubo fino
sobre un costado del equipo y es colectado en un recipiente graduado (probeta) a los efectos
de tener lecturas de volumen. Una vez finalizado el tiempo (o la relacion de volimenes) deseado
para el ensayo, se colectan las fases liquidas de “permeado” y “retenido” (el liquido que no
atravesé la membrana y queda en la celda). Mediante un cronémetro se monitorea el tiempo
de descarga de permeado a lo largo de las experiencias, para establecer los flujos de permeados
y demas pardmetros caracteristicos.
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Figura 14-1. Esquema e imagenes del sistema de membranas de filtracion utilizado.

14.2.2. Acondicionamiento de membranas previo a suusoy
almacenamiento

En los diferentes ensayos se han utilizado membranas planas de distintos materiales (PES:
polietersulfona, PESH: polietersulfona con tratamiento superficial para mayor hidrofilicidad,
PVDF: fluoruro de polivinilideno) de diferentes cortes nominales de acuerdo a los diferentes
ensayos a realizar (desde 1 a 800 kDa). En cada ensayo se indicara el material, marca y corte
nominal de la membrana utilizada.

Las membranas fueron acondicionadas dejandolas en agua destilada previo a su uso, por al
menos 72 horas, de forma de rehidratarlas. Posteriormente se filtré agua destilada durante al
menos 20 minutos, de acuerdo a lo aconsejado por el fabricante. Luego de a su uso fueron
lavadas con agua destilada en contracorriente o con una solucién de acido acético 0,1 % (v/v) y
almacenadas en esta solucidn, a los efectos de evitar el crecimiento microbioldgico sobre la
superficie de las membranas, no permitiendo que vuelvan a secarse para evitar la obstruccion
de los poros.

14.2.3. Analisis realizados.

Las soluciones a separar fueron caracterizadas en términos de pH, sélidos disueltos, contenido
de carbohidratos y acidos organicos (acético y formico) y productos de degradacion (HMF y
furfural) por HPLC, de acuerdo con el procedimiento de NREL/TP-510-42623. Por otra parte, se
midié la absorbancia a 280 nm de la muestra, ajustando el pH a 6 (pH del agua destilada), como
indicativo de la presencia de lignina o fragmentos de ésta.
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En los casos que el peso molecular de todos los carbohidratos de la mezcla fuera menor a 1500
Da, se determind el peso molecular de la solucidn por HPLC-SEC con detector RID, utilizando la
columna Bio-Rad Aminex HPX-42A, agua como fase movil y trabajando a 60 °C de temperatura
y un flujo de 0,6 mL/min. Se realizé una curva de calibracidn utilizando como estandares: xilosa
(Sigma Aldrich) y xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa y xilopentosa (Megazymes, Irlanda) disueltos
en agua, en una concentracién de 1 g/L.

En los casos de que el peso molecular de los carbohidratos presentes fuera mayor a 1000 Da,
también se utilizé la técnica de HPLC-SEC con detector RID, pero utilizando 5 columnas en serie
de la marca PSS de acuerdo con la recomendacion del proveedor: 3 columnas MCX 1000A y 2
columnas MCX 100A. Se utilizé una solucién buffer a pH 12 (6,9 g NaH,P04.H,0 + 3,2 g de NaOH
por litro de agua y eventual ajuste del pH a 12 con NaOH) como fase mévil y se trabajé a 35 °C
de temperatura y un flujo de 0.6 mL/min. Se utilizd en serie el detector UV a 280 nm, a los
efectos de determinar la presencia de compuestos fendlicos en las muestras. Se realizé una
curva de calibracién utilizando como estandares la sal sddica de sulfato de poliestireno de la
marca PSS con pesos moleculares: 4230, 7930, 10600, 14900, 20700, 29100 y 64300 Da.

Las soluciones de retenido y permeado de las distintas etapas de separacién con membranas
fueron analizadas de la misma forma.

14.2.4. Calculos realizados.

e Se calcularon los flujos de permeado en funcién del tiempo de duracién del ensayo.

e Se calculé la permeabilidad de la membrana en funcién del tiempo de duracién del
ensayo.

e Se determiné el factor de reduccion de volumen (VRF) de acuerdo con la definicién
establecida en el Capitulo 5 de la Revision Bibliografica.

e Se establecieron los balances de masa en términos de xilosacaridos, acido acético y
compuestos fendlicos de las distintas fracciones separadas por las membranas.

e Se determind la permeabilidad al agua destilada de la membrana previo y posterior a su
uso, en las distintas presiones de trabajo. La determinacion de la permeabilidad
posterior al uso de la membrana y luego de la limpieza de esta con acido acético, se
realiza a los efectos de determinar el nivel de ensuciamiento irreversible “fouling” de la
membrana, debido a la solucién utilizada.

14.3. Ensayos realizados sobre el extracto proveniente del
tratamiento de explosion a vapor

Para los ensayos de esta seccién se utilizé el mismo licor extraido por explosién de vapor que
se utilizé en los ensayos 1 a 6 con las Resinas de Intercambio. El mismo se obtuvo trabajando a
180 °C de temperatura y 10 minutos de tiempo de residencia.

Las caracteristicas del licor se presentan en la Tabla 14-1.

14-3



Tabla 14-1. Composicion del licor obtenido por la explosion de vapor a 180 °Cy 10 minutos.

Licor 180°C, 10 minutos (g/L) ‘

pH 3,39+ 0,02 Sélidos disueltos (g/L) 36,3+0,1

Glucosa (g/L) 0,5+0,1 Glucosacaridos (g/L) 1,2+0,1

Xilosa (g/L) 12,5+0,1 Xilosacaridos 24,7 £0,5

Ac. acético 9,3+0,2 Ac. férmico 0,8+0,1

Furfural 0,05 0,01 Absorbancia a 280 nm 0,923 + 0,002
(dil 1:100)

Peso molecular- Mw (Da) 3124

Se trabajé con membranas de ultrafiltracion PESH de 50.000 Da y membranas de PES de 10.000
Da (todas de marca Microdyn-Nadir). En la Figura 14-3 se muestran los ensayos realizados.

En el primer ensayo se utilizé una membrana de PES de 10.000 Da y se analizé la filtracién del
licor extraido, filtrado previamente con un filtro de acetato de celulosa con 0,45 um de corte.

En la celda de acero inoxidable se colocaron 50 mL del licor filtrado y se aplicd una presion de 8
kg/cm? durante 260 minutos.

La Figura 14-2 muestra como varia el flujo de filtrado y la permeabilidad de la membrana en
funcion del VRF.

Membrana de PESH 10.000 Da
4,50
4,00 e
3,50 o
3,00
2,50 L
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00 °
1,00 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50 1,60

VRF

Flujo de permeado (L/(h.m?) o Permeabilidad
(L/(h.m2.bar)

Permeabilidad EV filtrado 0,45 micras ® Flujo EV filtrado 0,45 micras

Figura 14-2. Flujo y permeabilidad obtenidos al ultrafiltrar el licor de explosion de vapor.

Los valores obtenidos fueron extremadamente bajos y como se observa, disminuyen con el
tiempo. El fabricante recomienda para esta membrana una permeabilidad mayor a 50 L/hm?bar
(Microdyn-Nadir, no date). Este compartimiento, con el mismo nivel de flujos fue observado por
Koivula et al. (Koivula et al., 2011, 2013) trabajando con licores de autohidrdlisis de abedul,
abeto o una mezcla de eucaliptus/pino y usando membranas de PES o polisulfona (PS), mientras
gue con membranas de celulosa regenerada reportaron un flujo de alrededor de 80 kg/(h m?).
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Licor extraido por explosion de vapor a 180 °C; 10 minutos
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20 minutos

}
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Resina anidnica débil
Dowex 66 (Ensayo 4.2
“Resinas de Intercambio”

'

|

Centrifugacion 4500 rpm,
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l
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Figura 14-3. Esquema de las experiencias de filtracidn realizadas con el licor proveniente de los ensayos de explosién de vapor.
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La mayor hidrofilicidad de las membranas de celulosa regenerada serian la explicacidon de este
fendmeno. Del mismo modo, los valores de flujo obtenidos por Al Manasrah (Al Manasrah et al.,
2012) quienes trabajaron con licor de autohidrdlisis de abeto, ultrafiltrandolo por membranas de
celulosa regenerada de 5, 10 y 30 kDa de corte nominal fueron muy superiores. Para la membrana
de 10 kDa indicaron un flujo de permeado de alrededor de 150 kg/(h.m?). Por su parte, Gullén et
al. (Gullén, Gonzéalez-Mufioz, Dominguez, & Parajé, 2008), trabajando con licor de autohidrdlisis
de eucalipto indicaron un flujo aproximadamente de 350 L/(h.m?) a 7 bar de presion, utilizando
membranas de cerdmica de 15 kDa, mds hidrofdbicas que las de PES utilizadas aqui. Sin
embargo, en el trabajo de Gulldn, asi como en el indicado por Al Manasrah, el area de membrana
fue 10 0o mas veces superior y ademas la forma de operacidn es en flujo transversal, lo que puede
afectar significativamente las condiciones de filtrado. Ademas, las concentraciones de los
carbohidratos y derivados de lignina utilizadas eran menores que las utilizadas en el presente
trabajo.

El ensuciamiento o “fouling” es un problema severo cuando se trabaja con licores
lignocelulésicos acidos, ya que productos de degradacion de la lignina y los extractivos liberados
durante el pretratamiento de la biomasa tienden a formar particulas insolubles que se adhieren
a la membrana reversible o irreversiblemente, provocando una drastica disminucion del flujo
(Puro, Tanninen and Nystrém, 2002; Koivula et al., 2011).

Para poder aumentar el flujo de permeado se ensayaron distintas estrategias, que se muestran
en la Figura 14-3. De esta forma, se purificé el licor con la resina anidnica débil Dowex 66 de
acuerdo con los resultados obtenidos en el capitulo anterior. y el eluido resultante se ultrafiltré
por la membrana de 10 kDa aplicando una presién de 8 kg/cm?. También se trabajé prefiltrando
con una membrana de mayor corte y de PESH, que como se menciond, al tener un tratamiento
superficial, aumenta la hifrofilicidad. En este caso se trabajé con 6 kg/cm? de presién. Del mismo
modo, se realizaron ambos tratamientos en conjunto para evaluar los resultados. La Figura 14-4
muestra el flujo de permeado con la membrana de PES de 10 kDa, para el licor de explosién a
vapor sin tratar y luego de un tratamiento con la resina anidnica.

Membrana de PES 10.000 Da

30,0 ¢ ® @ B @

L

@

Flujo de permeado (L/(h.m?)

1,00 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50 1,60
VRF

® Flujo EVfiltrado 0,45 micras @ Flujo EV-resinas 10 KDa

Figura 14-4. Flujo de permeado del licor de explosion de vapor con y sin tratamiento con resina anidnica.
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Cémo puede observarse, al realizar un tratamiento con resinas anidnicas previo a la
ultrafiltracién con membranas se logré una mejora significativa del flujo de filtrado,
manteniéndose aun levemente por debajo de las recomendaciones del fabricante. Estos valores
son muy similares a los obtenidos por Koivula et al. (Koivula et al., 2013) quienes tanto para un
licor de autohidrdlisis de eucalipto/pino como de abedul, reportaron valores del mismo orden
luego del tratamiento del licor con resinas de adsorcidn del tipo XAD.

En la Figura 14-5 se muestra en la parte superior, el flujo de filtrado y la permeabilidad al pasar
el licor (con y sin tratamiento con la resina anidnica débil) por la membrana de PESH de 50.000
Da. En la parte inferior se muestra el flujo de filtrado por 10.000 Da de la fraccidn permeada de
50.000 Da.

Membrana de PESH 50.000 Da
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Membrana de PES 10.000 Da
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L ]
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Flujo EV - resinas- P50kDa @ Flujo EV-P 50KDa Permeabilidad EV @ Permeabilidad EV. Resinas

Figura 14-5. Flujo y permeabilidad del licor con y sin tratamiento con resinas anidnicas débiles. En la parte
superior, permeado de 50.000 Da y en la parte inferior, filtrado de 10.000 Da del permeado de la membrana de
50.000 Da.
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Como puede observarse al trabajar con las dos membranas en serie mejora sustancialmente el
flujo (y la permeabilidad) del filtrado, lograndose flujos aceptables para su posterior escalado.
Es necesario, analizar ahora si se logré la concentracion y purificacién de los xilosacaridos
presentes en el licor. Para ello se presentan los balances de masa de las distintas experiencias
realizadas (Figura 14-6).

Retenido
Ml . Xilosacaridos=96 %
e Absorbanciaa 280 nm =76 %
m Grupos acetilo =86 %
b
r
= = a
Licor extraido EV "
Xilosacaridos=25,0 g/L a
Absorbanciaa 280 nm = 1,84
(D=25) 1
Grupos acetilos = 9,5 g/L 0
K Permeado
D J Xilosacaridos=4 %
a Absorbanciaa 280 nm =25 %
Grupos acetilo= 14 %
Licor extraido EV
Xilosacaridos= 25,0 g/L .| Retenido
Absorbanciaa 280 nm = 1,84 Xilosacaridos=90 %
(D=25) Absorbanciaa 280 nm = 64 %
Grupos acetilos=9,5 g/L Grupos acetilo =84 %
M
Resina anidnica ?n
Dowex 66 b
. r
Licor eluido resinas a
Xilosacaridos=23,4 g/L n
Absorbanciaa 280 nm = 0,14 1 & Periaado
{G[:-u;z:f:)s scetilos=22 g/l i | Xilosacaridos= 10 %
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D
a

14-8



Retenido
_M M Xilosacéridos=32 %
e Absorbanciaa 280 nm =36 %
= Grupos acetilo=27 %
b
r .
7 7 a M
Ll_l:or ext@lda EV " e Retenido
Xllusacénd.os=25,0 g/L : m Xilosacaridos=79 %
Absorbanciaa 280 nm = 1,84 b | "| Absorbanciaa 280 nm =64 %
Grupos acetilos= 9,5 g/L 5 r Grupos acetilo = 78 %
0 a
K| | permeado n
D| | Xilosacaridos=68 % | @
a Absorbanciaa 280 nm = 64 % 1
Grupos acetilo= 73% Permeado
— 0 | |Xilosacaridos=21%
K Absorbanciaa 280 nm = 36 %
D | | Gruposacetilo=22%
a
Licor extraido EV Retenido
Xilosacaridos= 25,0 g/L W Xilosacdridos=40 %
Absorbanciaa 280 nm = 1,84 Absorbanciaa 280 nm =14 %
(D=25) Grupos acetilo =38 %
Grupos acetilos=9,5 g/L —
M —_—
Resina anidnica g o
Dowex 66 m ¢ Retenido
| b M | | Xilosacaridos=44 %
Licor eluldo resinas r :’ Absorbanci:-{ a280nm=34%
Xilosacaridos=23,4 g/L : a Stupss acetlio=30%
Absorbanciaa 280 nm = 0,14 n
(D=25) a Perrneadp "
Grupos acetilos=3,3 g/L 5 | ){Ilosacérld.n:)s,: 60 % .
Absorbanciaa 280 nm = 86 %
0 | | Gruposacetilo= 62% 1| | permeado
K 0 | |Xilosacaridos= 56 %
D K | | Absorbanciaa 280 nm = 66 %
a D | | Gruposacetilo=70%
a

Figura 14-6. Distribucidon de los xilosacaridos, absorbancia a 280 nm y grupos acetilos en las distintas etapas del
filtrado con membranas de 10.000 Da y/o 50.000 Da.

Como puede verse en la Figura 14-6, no fue posible separar eficientemente los xilosacaridos de
los compuestos fendlicos ni del dcido acético en ninguna de las configuraciones ensayadas
utilizando membranas. En el caso de la filtracion del licor a 10.000 Da se logré retener un poco
mas selectivamente los xilosacaridos que los otros compuestos analizados, pero por la baja
selectividad y permeabilidad comentada previamente, no es una estrategia de separacién
adecuada. Los xilosacaridos, en la membrana de 10.000 Da quedaron mayoritariamente en el
retenido, a pesar de que en la determinacién del peso molecular de estos el peso molecular
promedio fue de 312 £ 4 Da. Este comportamiento es posiblemente debido a la interaccion del
material de las membranas con los componentes de la solucidon que aumentan la repulsion
electrostdtica de la interfase y no permiten la separacion (Thuvander, 2018). Koivula et al.
(Koivula et al., 2011) obtuvieron resultados similares trabajando con licor de autohidrélisis de
eucalipto/pino o de abeto. Eglies et al. (Eglies et al., 2012) trabajando con licor de autohidrdlisis
de tallos de maiz y con membranas de 1000, 5000 y 10.000 Da también indicaron que la mayor

14-9



fraccién de retenido de hemicelulosas se obtuvo en la membrana de mayor corte. No se indicé
en este caso la eficiencia de la separacién de las hemicelulosas de los compuestos fendlicos o
acido acético.

Por lo previamente expuesto, se concluye que la utilizacién de las membranas de ultrafiltracidon
no resulté en una buena estrategia para concentrar o purificar los licores provenientes del
pretratamiento de explosidén de vapor en las condiciones utilizadas.

14.4. Ensayos realizados sobre el extracto proveniente del
tratamiento con hidréxido de sodio

Se trabajo a partir del extracto obtenido a 105 °C, 45 minutos y 16,7 % de carga de soda. En la
Tabla 14-2 se resumen las caracteristicas principales del extracto obtenido.

Tabla 14-2. Caracteristicas del extracto alcalino utilizado.

Extracto

Temperatura = 105 °C, tiempo a T max.= 45 minutos, Carga NaOH = 16,7 %

Rendimiento extraccion (% b.m.s) 18,2+1,6
Sélidos disueltos en el extracto (%) 11,4+0,2

pH 12,6 £0,1
Xilosacaridos (g/L) / Xilosacaridos (% b.m.s.) 56+0,3/28+0,2
Glucosacaridos (g/L) / Glucosacaridos (% b.m.s.) 2,4+04 /1,2+0,3
Grupos acetilos (g/L) / Grupos acetilos (% b.m.s.) 53+0,4/2,4%0,3
Absorbancia a 280nm (dilucién 1/1500) 0,401 £ 0,002
Mw (Da) 11310 * 650

Los ensayos realizados se esquematizan en la Figura 14-7.
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Figura 14-7. Esquema de las experiencias de microfiltracion realizadas con el extracto alcalino.
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14.4.1. Experiencia alcalino a)

Para determinar la factibilidad de separar los xilosacaridos de los demas compuestos del licor
extraido, se ensayé en primer término la filtracion directa de este.

En experiencias previas se encontrd que no era factible filtrar a vacio el extracto por filtros de
acetato de celulosas con 0,45 um de corte, por lo que se decidié comenzar a trabajar con la
membrana de mayor corte disponible. De esta forma, se utiliz6 una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF+) de 800.000 Da de la marca Synder, el signo de + del material indica que
el mismo fue tratado en su fabricacion a los efectos de disminuir su carga electrostdtica negativa.

El extracto se centrifugd a 3000g durante 20 minutos a los efectos de remover los sélidos
suspendidos que pudiere contener. Se colocaron 260 mL del extracto en la celda de acero
inoxidable y se aplicaron presiones desde 2 a 8 bar, no obteniendo permeado al cabo de 30
minutos de ensayo, por lo que se considerd que no es factible filtrar este extracto directamente
por membranas de PVDF+ (de 800.000 Da nominal). Se utilizé este material ya que fue el Unico
disponible comercialmente con el corte de 800.000 Da.

En términos generales Ho y Sirkar (Ho and Sirkar, 1992) mencionaron que en condiciones
desfavorables las membranas se tornan drdenes de magnitud menos eficientes que en
condiciones normales y no permiten el tamizado de particulas mdas pequeias que el tamafio de
poro. De acuerdo con la teoria de DLVO (teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) la
separacidon por membranas de compuestos disueltos en liquidos se da por efectos combinados
de fuerzas intermoleculares segun la teoria de Van der Waals e interacciones de doble capa
eléctrica sobre la superficie de la membrana sélida. Bajo la mayoria de las circunstancias, cuando
los sélidos estan inmersos en liquidos, las fuerzas de Van der Wals son atractivas y las fuerzas
de doble capa eléctrica son repulsivas. Sin embargo, ambos tipos de fuerzas tienen la capacidad
de ser atractivos o repulsivos y el efecto neto puede ser diverso dependiendo de las condiciones
del liquido y el sélido (membrana) (Ho and Sirkar, 1992). De acuerdo a Thuvander (Thuvander,
2018), las membranas de microfiltracién (MF), cuyos poros grandes permiten el paso de las
hemicelulosas, pueden usarse para eliminar componentes grandes e indeseables, como
particulas y extractos coloidales. Sin embargo, aunque los poros de las membranas MF son
considerablemente mas grandes que las moléculas de hemicelulosas, la retencidon de
hemicelulosas durante la filtracién puede ser sorprendentemente alta. Esto generalmente se
explica por la formacién de capas secundarias de material en la superficie de la membrana.

14.4.2. Experiencia alcalino b)

La muestra anterior se ajustd a pH 7,12 y se centrifugd a 3000g durante 20 minutos, de forma
de separar el precipitado formado. Este precipitado, segun la bibliografia y los analisis de los
capitulos precedentes, contiene fundamentalmente fragmentos de lignina, que precipitaron al
bajar el pH, aunque también existen pérdidas de carbohidratos. Particularmente en este caso
precipitaron el 27 % de los carbohidratos presentes en el extracto.

Se colocaron 240 mL del sobrenadante obtenido en la celda de acero inoxidable y se utilizd una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF+) de 800.000 Da de la marca Synder, aplicandose
una presion de 8 bar durante 120 minutos de filtracién.
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La Figura 14-8 muestra como varia el flujo de filtrado y la permeabilidad de la membrana en
funcion del VRF. El fabricante no informa el valor de permeabilidad recomendado para esta
membrana, pero, como referencia, una membrana de PVDF+ de 500.000 Da se indica que la
permeabilidad es mayor a 300 L/(m?hbar) utilizando agua (Microdyn-Nadir, no date).
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Figura 14-8. Flujo y permeabilidad del extracto alcalino en funcién del factor de reduccién de volumen para la
membrana de PVDF+ de 800.000Da.

Como puede verse en la figura, en los primeros 5 minutos la permeabilidad bajé bastante,
partiendo de 86 L/(h m? bar) (lo que se considera un valor bajo pero aceptable) a menos de 10
L/(h m? bar) para posteriormente estabilizarse. Este Gltimo valor, que se puede ademds cotejar
con los valores de flujo de filtrado, es inaceptable para un posterior escalado. Por esto se puede
decir que los fendmenos de ensuciamiento (“fouling”) o de formacién de una capa secundaria
gue aumenta la resistencia a la filtracion, se dan ya en los primeros minutos del ensayo.

Complementariamente, al finalizar en ensayo (VRF = 1,5) y desarmar el sistema, se constaté que
la membrana utilizada estaba severamente dafiada por lo que fue descartada (Figura 14-9a).
Cabe seiialar que el ensayo se realizé en el rango de pH aceptado para la membrana (pH = 2-
11). Por otro lado, visualmente no se observan diferencias entre el permeado y retenido (Figura
14-9b), aunque como se vera mas adelante, la absorbancia en la regién UV de ambos es muy
diferente.
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Figura 14-9. a) Membrana de PVDF de 800.000 Da luego del ensayo. Las marcas mas oscuras muestran zonas de la
membrana donde se daiié el material filtrante. b) Permeado y retenido luego del ensayo.

Tanto el permeado como el retenido se filtraron por una membrana de la marca Synder de
PVDF+ con un corte de 500.000 Da, aplicando 8 bar de presidn. Sobre el retenido se ejercié la
presidon mencionada durante 20 minutos, no lograndose obtener permeado, por lo que se dié
por finalizado el ensayo. El permeado se filtré hasta un VRF=1,6 por disponibilidad de solucidn,
a los efectos de tener un volumen disponible de permeado y retenido para realizar los analisis
quimicos.

La Figura 14-10 muestra como varia el flujo de filtrado y la Permeabilidad de la membrana en
funcién del VRF utilizando la membrana de 500.000 Da.
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Figura 14-10.Flujo y permeabilidad del extracto alcalino en funcion del factor de reduccion de volumen para la
membrana de PVDF+ de 500.000Da (previamente permeado por 800.000Da).
Nuevamente la permeabilidad y el flujo de permeado fueron inaceptablemente bajos.

Referente al contenido de lignina en las diferentes fracciones, se puede observar en la Figura
14-11 que a 280 nm la absorbancia del licor original y del retenido son muy similares, lo que
indica que los compuestos de lignina quedaron mayoritariamente en el retenido.
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Figura 14-11. Espectros de absorcion en la region UV para el licor extraido, el retenido (R) y Permeado (P)
obtenidos con la membrana de 800.000 Da. Los valores estan ponderados respecto al volumen en cada fraccion.

Realizando el balance de masa para los xilosacaridos, absorbancia a 280 nm (compuestos
fendlicos, derivados de la lignina) y grupos acetilos tenemos la distribucidn que se muestra en
la Figura 14-12.
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Figura 14-12. Distribucion de los xilosacdaridos, absorbancia a 280 nm y grupos acetilos en las distintas etapas del
filtrado con membranas de 800.000 Da y 500.000 Da. Licor de partida a pH=7.

Como puede verse, la mayoria de los xilosacaridos (93 %) asi como los compuestos que absorben
a 280 nm (91 %), no atravesaron la membrana y quedaron en el remanente de la membrana de
800.000 Da, asi como el 67 % de los grupos acetilos. El peso molecular del licor extraido y luego
de la remocidn de precipitado por el ajuste de pH a 7 fue de Mw=28.500 Da.

Los ensayos por filtracién con membrana en serie, como el analizado fueron realizados en la
misma jornada y posteriormente se realizaron los analisis quimicos de las distintas fracciones.
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Es por ello que, en este caso, por ejemplo, se filtré por membrana de 500.000 Da el permeado
de la membrana de 800.000 Da, siendo que la mayor parte de los xilosacaridos habia quedado
retenida en esta Ultima membrana. Como fue mencionado, no fue posible obtener permeado al
filtrar el retenido de esta membrana por la membrana de 500.000 Da.

De esta forma, se concluye que no es factible separar los compuestos de lignina y hemicelulosas
del licor extraido utilizando membranas con cortes tan elevados, posiblemente porque estos
compuestos se encuentran quimicamente unidos formando complejos lignina-carbohidratos.

Existen varios trabajos de separacién de lignina del licor negro (Wallberg, Jonsson and
Wimmerstedt, 2003; Wallberg, Linde and Jonsson, 2006; Jonsson, Nordin and Wallberg, 2008;
Jonsson, 2016; Thuvander, Lipnizki and Jénsson, 2019), donde se menciona que la diferencia en
la retencion entre lignina y hemicelulosas proporciona un medio para eliminar las hemicelulosas
por ultra o micro filtracidn antes de la precipitacién de lignina, quedando las hemicelulosas en
el retenido y la lignina en el permeado. En estos casos, dadas las mayores temperaturas y
tiempos trabajados, se observaron dos diferencias con este trabajo: por un lado, el contenido
de lignina es mucho mayor al de carbohidratos en el licor negro y por otro, posiblemente la
cantidad de complejos lignina-carbohidratos sea menor que en este trabajo, dado que el
tratamiento durante el pulpeo fue mas exhaustivo. En estos trabajos se utilizaron membranas
de ultra o microfiltracion, normalmente de cerdmica o PES. Normalmente el objetivo fue
concentrar y purificar la lignina, entonces aparecen pocos datos publicados acerca del
comportamiento de las hemicelulosas.

Por otra parte, en el trabajo de Ziesig et al. (Ziesig, Tomani and Theliander, 2014) se trabajé con
licor negro Kraft de eucalipto, el que se filtré por membranas ceramicas de microfiltracion de
0,2 um y 300.000 Da, trabajando a 120 °Cy 2 bar de presion. En el ensayo con la membrana de
0,2 um, el 40 % de los carbohidratos quedaron en el retenido, mientras que el 57 % de los
carbohidratos del permeado a 0,2 um no atraviesa la membrana de 300.000 Da. Estos valores
podrian considerarse en el orden de los obtenidos en este trabajo. Sin embargo, en el trabajo
de Ziesig et al., los compuestos de lignina atraviesan por completo la membrana de 0,2 um y
solo el 18 % queda retenido en la de 300.000 Da. Al estar trabajando con licor negro que fue
sometido a mayor temperatura y tiempo de reaccidn, posiblemente los compuestos de lignina
estén mas fragmentados que en nuestro trabajo y quimicamente separados de los
carbohidratos.

14.4.3. Experiencia alcalino c)

Considerando la alta concentracidon de soda presente en el licor se ensayo diluir el mismo y
analizar el flujo de permeado y la eficiencia de la separacidn en estos casos. La alta concentracidn
de soda presente aumenta la viscosidad asi como la repulsién electrostdtica de la solucién con
la membranay con ello los coeficientes de transferencia de masa desde el seno de la solucién a
la superficie de la membrana pudiendo ser la razén por la que no se consigue la permeabilidad
suficiente que permita la separacion de los compuestos de interés, (Pritchard, Howell and Field,
1995; Krawczyk, Arkell and Jénsson, 2011). Para ello se trabajo con el licor diluido a la décima
parte en dos condiciones, a pH resultante del licor y luego de ajustar el pH del licor diluido a 7.
En ambos casos, previamente se separd el sobrenadante por centrifugacion. Se trabajé a 8
kg/cm? de presién con Nitrégeno.
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Figura 14-13. Flujo de permeado a 800.000 Da trabajando con el licor diluido y sin diluir.

En los dos ensayos con el licor diluido, el flujo de permeado fue bastante bajo desde el comienzo
y continué disminuyendo a medida que se prolongaba el ensayo. Como puede observarse en la
Figura 14-13 la estrategia de diluir el licor no fue efectiva para aumentar el flujo de permeado.
Sin embargo, en estos ensayos, la membrana luego del uso no sufrid alteraciones a diferencia
del trabajo sin diluir que hubo que descartarla. De esta forma, se puede explicar que la obtencién
de un flujo de permeado superior con el licor sin diluir se debe a que al dafiar la membrana se
crearon caminos preferenciales que permitieron aumentar el flujo hasta que el ensuciamiento
de la misma lo volvié a disminuir. En cuanto a la separacién de las fracciones de xilosacaridos de
los compuestos fendlicos o acido acético, no hubo mayores diferencias que trabajando con el
licor sin diluir. Para el caso del trabajo con el licor diluido a pH original un 83 % de los
xilosacdridos, 80 % de los grupos acetilos y 80 % de los compuestos fendlicos quedaron en la
fraccidn retenida. Trabajando a pH=7 estos valores fueron: 85 % de los xilosacaridos, 80 % de la
lignina y 74 % de los grupos acetilos. De esta forma, la estrategia de dilucidn del licor no fue
exitosa ni para aumentar el flujo de permeado, ni la separacidon de xilosacaridos con la
membrana de 800.000 Da de PVDF. Igual que en los casos anteriores, no se apreciaron
diferencias visuales en las soluciones de retenido y permeado.

14.4.4. Experiencia alcalino d)

Para esta experiencia se utilizd licor original con la composicién dada en la Tabla 14-1. A los
efectos de realizar una remocién previa de compuestos fendlicos se realizdé una extraccion L-L
utilizando Acetato de Etilo. Para ello se agregd una relacion de 1:1 (licor: acetato de etilo), un
tiempo de mezclado de 20 minutos con agitacién magnética suave y un tiempo de decantacidn
en bola de 60 minutos inicialmente. Al transcurrir ese tiempo y ver que no se lograban separar
las dos fases se resolvié dejarlo un tiempo mayor (hasta 12 horas) en las que no se lograron
separar las dos fases, por lo que se descarté esta condicidn.

En la bibliografia analizada, sélo se encontré una publicacién donde se realiza extraccion
Liquido-Liquido con licores alcalinos (Faustino et al., 2010). En este caso se trabajé con licor
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negro de pulpeo Kraft y al sulfito de eucalipto. Trabajaron con licor diluido y reportaron
concentraciones de compuestos fendlicos del orden de 150 mg equivalentes de acido galico por
gramo de licor, lo que se presume (por los valores de absorbancia obtenidos) que son muchisimo
menores a las presentes en este trabajo. Este trabajo no incluye filtracion con membranas.

14.4.5. Experiencia alcalino e-f)

En los ensayos que siguen, se buscé utilizar una membrana de menor corte nominal y de un
material mas hidrofilico para evaluar si era posible mejorar los flujos de permeado vy la
separacion de los xilosacaridos. En el ensayo e) se trabajoé con una membrana de PES de 150.000
Da de corte nominal y con el licor alcalino diluido a la décima parte en dos condiciones: a pH
original del licor y a pH=7. En el ensayo f) se diluyé el licor a la quinta parte y se utilizé el licor a
pH=7. En todos los casos se centrifugd la solucién para remover los sélidos suspendidos previo
al ensayo. En la Figura 14-14 se muestran los flujos de permeado obtenidos al trabajar a 8 kg/cm?
de presion.

Membrana de PES 150.000 Da

60,0
@ Flujo dil 1/10, pH original
r“E. 50,0 ® ® Flujo dil 1/10, pH=7
£
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S 400 ®Fl 11/5, 1
o
B ®
o 30,0
E L
g- L]
@ 20,0 . . [
© ° ® 9
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=] L] L]
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Figura 14-14. Flujo de permeado con el licor diluido 1/10 trabajando a pH original y con el pH ajustado en 7. Se
muestra también el flujo de permeado con el licor diluido 1/5 y a pH=7.

Los flujos obtenidos son bastante bajos, aunque del mismo orden que trabajando con la
membrana de mayor corte. Al igual que en los casos anteriores, para la misma dilucién, el flujo
a pH =7 es superior al flujo a pH original. En este caso al agregar acido clorhidrico se removié 20
% de la absorbancia a 280nm, pero la pérdida de xilosacdridos fue del orden de 10 %. Al trabajar
con una dilucién menor (1/5) el flujo bajé aun mas por lo que no se continud trabajando con
esta condiciéon. Este fendmeno es esperable ya que al aumentar la viscosidad, por el aumento
de los sélidos en solucidn (principalmente hidréxido de sodio disuelto), el flujo disminuye
(Krawczyk, Arkell and Jonsson, 2011). Como se observa en la parte superior de la Figura 14-15,
visualmente el permeado y el retenido por la membrana son muy diferentes. Al realizar el
balance de masa correspondiente de ambas fracciones, el mayor porcentaje de xilosacaridos,
asi como de grupos fendlicos queda nuevamente presente en el retenido. Se observa una
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selectividad un poco mayor para los grupos acetilos, los cuales pasan en un porcentaje mayor al
permeado, pero continlan mayoritariamente en el retenido.

Retenido
Ml . Xilosacaridos= 86 %
e Absorbanciaa 280 nm =82 %
# Grupos acetilo = 68 %
b
r
Licor extraido Diluido 1/10, ':
pH=7 a
Xilosacaridos=1,2 g/L
Absorbanciaa 280 nm = 0,390 1
(dil 100) 5
Grupos acetilos= 0,81 g/L 0 ——_—
Kl | Xilosacaridos= 14 %
D Absorbancia a 280 nm = 18 %
a Grupos acetilo= 32 %

Figura 14-15. Parte superior: Retenido y permeado de la membrana de PES de 150.000 Da. Condiciones: licor
diluido 1/10, pH=7. Parte inferior: Balance de masa del retenido y permeado en esas condiciones de trabajo.

No se muestra el balance de masa para los otros ensayos (dilucion 1/10 y pH del licor sin ajustar
y dilucién 1/5y pH =7, ya que los valores son del mismo orden).

Cuando se idearon estos ensayos y de acuerdo con la revision de bibliografia (Jonsson, Nordin
and Wallberg, 2008; Jonsson, 2016), las hemicelulosas quedarian mayoritariamente en el
retenido de la membrana de mayor corte, pero la lignina y los grupos acetilo pasarian al
permeado. En el ensayo se logré separar parcialmente las hemicelulosas de los grupos acetilos.
Sin embargo, el hecho de no lograr separar las hemicelulosas de los grupos fendlicos ni del total
de grupos acetilos, es otra evidencia que, en el licor obtenido de la extraccion alcalina, las
hemicelulosas estan unidas quimicamente a la lignina y por ello es tan dificil su separacién. En
el trabajo de Krawczyk et al. (Krawczyk, Arkell and Jonsson, 2013) con el licor obtenido de una
extraccién alcalina sobre salvado de trigo, reportaron resultados similares, los carbohidratos
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permanecieron en el retenido de la membrana de ultrafiltracion al igual que la lignina presente,
pero lograron separar el hidroxido de sodio, que paso casi completamente al permeado.

14.4.6. Experiencia alcalino g)

Esta experiencia se realizé con el licor diluido 1/10y con el pH=7 y tuvo dos objetivos. El primero,
es mediante el aumento de la temperatura del ensayo, aumentar el flujo de permeado. Para ello
se trabajo a 50 °C con el sistema sumergido en un bafio de agua y a 8 Kg/cm?. Se aumentd la
temperatura sélo hasta 50 °C con el objetivo de no degradar las hemicelulosas, ni dafiar la
membrana, cuya temperatura maxima de trabajo es de 90 °C. Una vez que se constaté el flujo
de filtrado aumentaba con la temperatura, se trabajé hasta un VRF mayor, de forma de analizar
si con ello se lograba aumentar la separacion de los xilosacaridos de los compuestos fenélicos o
de los compuestos acetilos.

Membrana de PES 150.000 Da

120,0
= ® Flujo Dil 1/10, pH =7- temp ambiente
E 100,0 e
< @ Flujo Dil 1/10, pH=7 - Temp 50 °C
= 80,0
]
©
S 60,0
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2 40,0 °
s ° o ° o
2 200 oo ° ® oo
= [ BN ) [ ] [ ] Y
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1,00 1,05 1,10 1,15 1,20 1,25 1,30 1,35

Figura 14-16. Flujo de permeado trabajando con el licor diluido 1/10 y a pH=7 a dos temperaturas: temp.
ambiente (aprox. 20 °C) y T=50 °C.

Como es de esperar, al aumentar la temperatura el flujo de permeado se incrementa, ya que la
viscosidad de la solucion es menor y por ende baja el coeficiente de transferencia de masa entre
el seno de la solucién y la superficie de la membrana (Pritchard, Howell and Field, 1995;
Krawczyk, Arkell and Jénsson, 2011). En las condiciones de trabajo utilizadas, el aumento de flujo
fue del orden de 40 %, por lo que se considera que la temperatura de trabajo es una variable
importante a tener en cuenta.

Al analizar las soluciones de permeado y retenido trabajando hasta VRF distintos, se constatan,
como era de esperarse, diferencias en las soluciones para distintos VRF, los balances de masa
de estos ensayos se muestran en la Figura 14-17.
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Retenido
T=50°C VI Xilosacérid_os: 88 % .
VRF=1,3 e Absorbancna_a 280nm=71%
m Grupos acetilo=77 %
b
r
Licor extraido Diluido 1/10, 2
pH=7 A
Xilosacaridos=1,2 g/L
Absorbanciaa 280 nm = 0,390 1
(dil 100) 5
Grupos acetilos= 0,81 g/L
2 & 0 Permeado
K | Xilosacaridos= 12 %
D Absorbanciaa 280 nm =29 %
a Grupos acetilo= 23 %
Retenido
T=50°C Ml . Xilosacéridpsz 76 % »
VRF =2 & Absorbanua.a 280 nm = 739
= Grupos acetilo = 66 %
b
r
a
Licor extraido Diluido 1/10, .
pH=7 3
Xilosacaridos=1,2 g/L
Absorbanciaa 280 nm = 0,390 1
(dil 100) 5
Grupos acetilos= 0,81 g/L
B & 0 Permeado
K _ | Xilosacaridos=24 %
D Absorbanciaa 280 nm =27 %
a Grupos acetilo= 34 %

Figura 14-17. Balance de masa de los ensayos efectuados hasta distintos VRF con el licor diluido 1/10,a50°Cy a
pH=7.

Trabajando hasta un VRF menor (menos flujo de permeado), los xilosacaridos se mantienen en
el retenido en mayor porcentaje, es decir comienzan a pasar al permeado luego de que la
solucidn se concentra en ellos. Lo mismo sucede para los grupos acetilos. Sin embargo, los
compuestos fendlicos pasan en la misma extensidn al permeado para ambos VRF. No obstante,
en ninguno de los casos se logra separacion efectiva de los xilosacaridos de los compuestos
fendlicos o de los grupos acetilos.
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14.4.7. Experiencia alcalino h)

Como ultima instancia del trabajo con el licor alcalino, se implementaron todas las
modificaciones realizadas previamente que resultaron en una mejora del flujo de permeado y
se trabajo con una membrana de menor corte. Para esto se utilizé una membrana de PESH de
50.000 Da y licor diluido a 1/10 a pH =7 a 50 °C de temperatura y 8 kg/cm? de presién. La Figura
14-18 muestra el flujo de permeado obtenido en estas condiciones.

Membrana de PESH 50.000 Da

45,0

40,0 L ]
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Flujo de permeado (L/(h.m?)
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1,00 1,05 1,10 1,15 1,20 1,25
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Figura 14-18. Flujo de permeado con la membrana de PESH de 50.000 Da de corte nominal. Se utilizé licor alcalino
diluido 1/10, a pH =7 y se realizé el ensayo a 50 °C.

El flujo de permeado continud siendo bajo para las recomendaciones del fabricante, pero sin
embargo fue del mismo orden que el obtenido para membranas de mayor corte.

Hubo diferencias visuales significativas entre el permeado y el retenido como se puede ver en la
parte superior de la Figura 14-19. Al realizar los andlisis quimicos correspondientes se pudo
apreciar que la concentracion de los xilosacaridos en el retenido aumenté significativamente,
pasando de 1,2 g/L a 9,5 g/L, lo cual es importante. En el balance de masa, los xilosacaridos
qguedaron alrededor del 60 % en el retenido y un 40 % pasé al permeado, mientras que los grupos
acetilos quedaron casi en un 70 % en el retenido. Por su parte los compuestos fendlicos,
guedaron mayoritariamente en el retenido.
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Retenido
Xilosacaridos=58 %

M| »
& Absorbanciaa 280 nm = 89 %
o Grupos acetilo = 68 %
b
r
a
Licor extraido Diluido 1/10, 5
pH=7 a
Xilosacaridos=1,2 g/L
Absorbanciaa 280 nm = 0,390 5
(dil 100) 0
Grupos acetilos= 0,81 g/L
i & K Permeado
D | Xilosacéridos=42 %
a Absorbanciaa 280 nm=11%
Grupos acetilo= 32 %

Figura 14-19. Parte superior: Retenido y permeado de la membrana de PESH de 50.000 Da. Condiciones: licor
diluido 1/10, pH=7., 50 °C. Parte inferior: Balance de masa del retenido y permeado en esas condiciones de
trabajo.

En un ensayo posterior, donde se trabajé hasta un VRF de 1,85, pensando que al aumentar el
volumen de permeado podria aumentar la fraccidn de xilosacdridos en este, se obtuvo un 82 %
de los xilosacdaridos en el retenido, por lo que se descartd también esta estrategia.

14.4.8. Purificacion con membranas de los precipitados
obtenidos al agregar etanol al licor alcalino

Otra estrategia utilizada en este trabajo fue intentar purificar los precipitados obtenidos a partir
de los licores alcalinos. Para ello, el extracto alcalino cuya composicién se muestra en la Tabla
14-2 se llevd a pH = 7 con acido clorhidrico, se centrifugd a 3000g durante 20 minutos para
separar el precipitado formado y al sobrenadante se agregd 1 volumen de etanol de acuerdo
con lo discutido en el capitulo de “Precipitacion con solventes en licores provenientes de
tratamientos alcalinos”. El precipitado obtenido fue disuelto en hidréxido de sodio 0,1 M y la
solucién resultante (de aqui en adelante “solucién del precipitado”) fue sometida a los
diferentes ensayos con membranas de micro y ultrafiltracién que se desarrollaran y discutiran a
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continuacién. La Figura 14-20 muestra el esquema de precipitacién y redisolucion realizado,
mientras que las caracteristicas quimicas de la solucidn obtenida se muestran en la Tabla 14-3.

Licor extraido 105 °C; 16,7 %

NaOH; 45 minutos

Ajuste pH=7.
Centrifugacion 4500 rpm,
20 minutos

Sobrenadante

v

Precipitacion con 1V etanol,
agitacion magnética, 48
horas a 4 °C.

Precipitado

v

Redisolucion en NaOH 0,1 M

Figura 14-20. Esquema de precipitacion y redisolucion de los xilosacaridos presentes en el licor alcalino.

Tabla 14-3. Caracteristicas de la solucion obtenida por redisolucion del precipitado.
Solucion obtenida a partir de la redisolucién en NaOH del precipitado conseguido al agregar etanol al licor

extraido en condiciones alcalinas

Sélidos disueltos en el extracto (g/L) 29,6+0,2
pH 12,4+0,1
Xilosacdridos (g/L) 0,93 + 0,02
Grupos acetilos (g/L) 0,22 + 0,09
Absorbancia a 280nm (dilucién 1/50) 0,180 + 0,003
Mw (Da) 16.860 * 30

Ensayo P1)

Para este ensayo se utilizaron membranas de ultrafiltracion de polietersufona (PES) de 10.000
Day de PESH de 50.000 Da; ambas membranas son de la marca Microdyn-Nadir.

En primera instancia se colocaron 160 mL de la solucién en la celda de acero inoxidable que
contenia la membrana de 50.000 Da y se aplicaron 8 bar de presién durante 250 minutos (VRF
= 2,7). El permeado obtenido en este ensayo se filtré utilizando la membrana de 10.000 Da,
hasta un VRF= 2.0, para tener disponibilidad de solucién para los analisis. La Figura 14-21
muestra un esquema del trabajo realizado en este ensayo.
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Solucién precipitado en etanol redisuelto en
NaOH 0,1 M

Filtraciéon membrana
50.000 Da PESH

v L

Filtracion membrana
10.000 Da PES

h J

Figura 14-21. Etapas de la filtracion con membranas del ensayo P1.

La Figura 14-22 muestra como varia el flujo de filtrado y la Permeabilidad de la membrana en
funcion del VRF trabajando con la membrana de 50.000 Da. El fabricante informa un valor de
permeabilidad mayor de 85 L/ (h m? bar) como adecuado (Microdyn-Nadir, no date).

Membrana de PESH 50.000 Da
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Figura 14-22. Flujo y permeabilidad de la solucion del precipitado en funcién del factor de reduccién de volumen
para la membrana de PESH de 50.000Da.

A excepcidon de los primeros minutos donde se logra obtener un flujo (y permeabilidad)
aceptables de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, estos luego descienden
paulatinamente hasta un flujo de 14 L / (h m?) y una permeabilidad de 2 L / (h m? bar). Aqui
también se observa que los problemas de ensuciamiento y/o de formacion de una capa
secundaria por fenémenos electrostaticos, se dan en los primeros minutos de filtracion.
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Al filtrar el permeado de la membrana de 50.000 Da por la membrana de PES de 10.000 Da a
una presion de 2 bar se obtiene el grafico de la Figura 14-23, donde la permeabilidad y flujo de
filtrado estdn en regiones aceptables de utilizacién a mayor escala.

Membrana de PES 10.000 Da
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Figura 14-23. Flujo y permeabilidad de la solucidon del precipitado en funcion del factor de reduccién de volumen
para la membrana de PES de 10.000Da.
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Figura 14-24. A la izquierda, retenido y permeado de la membrana de 50.000 Da. A la derecha retenido y
permeado de la membrana de 10.000 Da.

Como se puede observar en la Figura 14-24, la solucion retenida en la membrana de 50.000 Da
presenta un color oscuro, y es visualmente diferente a la soluciéon de permeado por la misma
membrana. Sin embargo, no se observan diferencias entre el aspecto del permeado y retenido
obtenidos al filtrar por la membrana de 10.000 Da la solucidn proveniente del permeado de
50.000 Da.

Nuevamente las hemicelulosas quedaron presentes mayoritariamente en el retenido de la
membrana de mayor corte (Figura 14-25). Sin embargo, nuevamente la lignina quedo retenida
en la misma soluciéon. En el ensayo con la membrana de 10.000 Da se vuelve a ver la misma
tendencia, no lograndose la separacion de los compuestos fendlicos de los xilosacaridos,
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inclusive para la fraccion de menor peso molecular, que es permeable a la membrana de 50.000
Da.

Retenido
B Xilosacaridos=67 %

Absorbanciaa 280 nm = 64 %
Grupos acetilo=37 %

Solucién de precipitado
Xilosacaridos=0,93 g/L

Retenido

| Xilosacaridos=52 %
Absorbanciaa 280 nm =55 %

Grupos acetilo=48 %

Absorbanciaa 280 nm (D=
1/50)=0,180
Grupos acetilos= 0,22 g/L

Permeado

| Xilosacaridos=33 %
Absorbanciaa 280 nm =36 %
Grupos acetilo= 63 %

Permeado

| Xilosacéridos=48 %
Absorbanciaa 280 nm = 45 %
Grupos acetilo=52 %

‘ w O oW m:lm'*ﬂ'gmgl

Figura 14-25. Distribucidn de los xilosacaridos, absorbancia a 280 nm y grupos acetilos en las distintas etapas del
filtrado con membranas de 50.000 Da y 10.000 Da.

En el trabajo de Jonsson et al. (Jonsson, Nordin and Wallberg, 2008) utilizaron licor negro
industrial de pulpeo kraft de maderas de fibra larga y fibra corta (no se aclara la especie) y
trabajaron con membranas de ultrafiltracién de 100.000 Da de PVDF y de 20.000 Da de
polisulfonas (PS). Para el caso del licor de fibra corta reportaron una retencién del 82% para las
hemicelulosas y de 30% para la lignina en la membrana de 100.000 Da; mientras que en la
membrana de 20.000 Da reportaron una retencién de 90 y 30% respectivamente. Como fue
mencionado previamente, en este trabajo los compuestos de hemicelulosas y lignina
factiblemente estén mas degradados que en nuestro trabajo, y se hayan roto los complejos
lignina-carbohidratos, dado que en el tratamiento industrial las condiciones de extraccién son
mas severas.

El peso molecular de las distintas fracciones separadas por las membranas se muestra en la Tabla
14-4.
Tabla 14-4. Distribucion de pesos moleculares de las distintas fracciones de permeado y retenido. Los datos en la

columna representada por el simbolo de numeral (#) indica si el valor para las condiciones dadas se refiere a
considerar todos los picos del cromatograma (Total) o cada pico individualmente.

Fraccion analizada Distribucion de pesos moleculares
# Mw (Da) %
Total 16860
L. . . 1 43899 10,0
Solucidn de precipitado 2 24378 478
3 1930 42,2
Total 12403
Retenido membrana 50.000 Da 1 26711 42
2 1982 58
Total 1295
Permeado membrana 50.000 Da 1 1295 100
. Total 1327
Retenido membrana 10.000 Da 1 1327 100
Total 1392
Permeado membrana 10.000 Da 1 1392 100
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Como se ve en la Tabla 14-4, al filtrar por membranas no se aprecia el pico de mayor tamafio de
43899 Da. Mas alla de ese pico, que no se observa frecuentemente, pero si se observo en esta
solucidn de precipitado, en el retenido de 50.000 Da quedan retenidas las especies de mayor
peso molecular (24378 Da), a pesar de que el peso molecular ponderado de este retenido es
menor que en la solucién previo a pesar por la membrana. El pico en 24378 Da representa el 42
% del drea, mientras que el pico de bajo peso molecular (1958 Da) representa el 58 % del area.
Esta experiencia se realizé hasta un VRF=2,7, queda la interrogante si, se hubiera concentrado
mas, es decir hasta un VRF mayor, se hubiera logrado una mayor permeado de las especies que
generan el pico en 1958 Da y de esta forma concentrar en las especies de mayor tamano. El
permeado a 50.000 Da solo muestra un pico a 1295 Da, que es similar a los picos en el retenido
y permeado de la membrana de 10.000 Da. Puede verse de la distribucién de especies en la
Figura 14-25 y la distribucion de pesos moleculares de la Tabla 14-4 que la membrana de 10.000
Da no fue de utilidad ya que no hay diferencias entre las especies en el retenido y permeado.

Ensayo P2)

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se buscé en este ensayo
comenzar con una membrana de mayor corte, de forma de intentar separar las hemicelulosas
de la lignina. Posteriormente se filtraron las corrientes de retenido y permeado obtenidos, de
forma de purificar las corrientes obtenidas.

Para este ensayo se utilizé una membrana de ultrafiltracién de polietersufona (PES) de 150.000
Da de la marca Microdyn-Nadir y una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de la marca
Synder, de 70.000 Da de corte.

En primera instancia se colocaron 150 mL de la solucién en la celda de acero inoxidable que
contenia la membrana de 150.000 Da y se aplicaron 8 bar de presiéon durante 290 minutos (VRF
= 3,1). Tanto el permeado como el retenido de este ensayo se filtraron por membranas de
70.000 Da, el permeado hasta un VRF de 3,3 y el retenido hasta un VRF de 2, para poder tener
muestra para los analisis de todas las fracciones separadas. La Figura 14-26 muestra un esquema
del trabajo realizado en este ensayo.
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Solucién precipitado en etanol redisuelto en
NaOH 0,1 M

Filtracion membrana

150.000 Da PES
Retenido Permeado
Filtraciéon membrana Filtracion membrana

70.000 Da PVDF 70.000 Da PVDF

v

Figura 14-26. Etapas de la filtracion con membranas del ensayo P2.

La Figura 14-27 muestra como varia el flujo de filtrado y la Permeabilidad de la membrana en
funcidn del VRF trabajando con la membrana de 150.000 Da. El fabricante informa un valor de
permeabilidad mayor de 285 L / (h m? bar) como adecuado (Microdyn-Nadir, no date).

Membrana de PES 150.000 Da

80,0
@ Flujo

o 7010 (]
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Figura 14-27. Flujo y permeabilidad de la solucidén del precipitado en funcién del factor de reduccién de volumen
para la membrana de PES de 150.000Da. P = 8 bar.

Nuevamente se puede observar la misma tendencia que en los casos anteriores, un flujo mayor
al principio y que en los primeros minutos baja abruptamente. El flujo inicial, en este caso, es
menor a la recomendacidn del fabricante y menor que el obtenido con la membrana de 50.000
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Da, hecho que en principio no se esperaria. Sin embargo, existen antecedentes de este tipo de
comportamiento. Al-Rudainy et al. (Al-Rudainy, Galbe and Wallberg, 2017) reportaron flujos un
poco superiores trabajando a 8 bar con licores de pulpeo termomecdnico de madera de abeto,
con un sistema de membranas de flujo cruzado y utilizando membranas de Polisulfonas (PS) de
50.000 y 100.000 Da. Encontraron también que el flujo con la membrana de menor corte era un
poco superior a la de mayor corte. El contenido de hemicelulosas (mayoritariamente
galactoglucomananos) fue de 5,5 g/L y de lignina de 31,4 g/L en el licor utilizado. Krawczyk y
Jonsson (Krawczyk and Jonsson, 2011) observaron el mismo fendmeno en el que, un aumento
en el tamafio de poro de la membrana condujo a la disminucién del flujo de permeado.
Atribuyeron este fendmeno al ensuciamiento irreversible de las membranas con el tamario de
poro mas grande, donde las particulas pueden ingresar mejor y quedar adheridas dentro del
poro.

Retenido en Membrana de 150.000 Da filtrado por membrana de

PVDF 70.000 Da

° —
T8 350 o pi
- (o]
= E (J [ ]
IS 30,0
22 250
33
Ez 200
U =
a o
v § 150
©
o £
5o 100
=

5,0

0,0

1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
® Flujo Permeabilidad VRF

Permeado en Membrana de 150.000 Da filtrado por membrana de
PVDF 70.000 Da

60,0
500 o9 g0 ® © @ ° ° °
40,0
30,0

20,0

Flujo de permeado (L/(h.m2) o
Permeabilidad (L/(h.m2.bar)

10,0
0,0
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
@ Flujo Permeabilidad VRF
Figura 14-28. Flujo y permeabilidad de la solucidon del precipitado en funcién del factor de reduccion de volumen
para la membrana de PVDF de 70.000 Da. En la parte superior corresponde a los valores de utilizar la solucion

retenida en la membrana de 150.000 Da a P = 6 bar. En la parte inferior, corresponde a la solucion permeada en
la membrana de 150.000 Da a P = 6 bar.
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En el caso de la membrana de PVDF, las dos fracciones filtradas presentaron un flujo y
permeabilidad bajas pero constantes al largo del ensayo.

En la Figura 14-29 se pueden observar las distintas soluciones de permeado y retenido
obtenidas, asi como el aspecto de los sélidos obtenidos luego de secar estas soluciones a 40 °C.
Es claro que la fraccién de sélidos disueltos del hidroxido de sodio agregado, atravesaron las
membranas en gran extension. Es claro también, que las hemicelulosas contintan de color
oscuro, lo que es indicativo de su contaminacién con compuestos fenélicos.

Permeado de 150.000 Da, sélidos de las
soluciones de retenido y permeada.a 70.000Da

i'

/

4 &_‘y Retenido de 150.000 Da, solidos'de las

g

soluciones de retenido y permeado a 70.00D4

Figura 14-29. Arriba soluciones de retenido y permeado de las distintas membranas. Abajo sélidos secos (a 40 °C)
de las soluciones de retenido y permeado de la membrana de 70.000 Da.

La Figura 14-30 muestra la distribucién de xilosacaridos, grupos acetilo y absorbancia en las
distintas fracciones obtenidas.

Retenido
pe Meml Xilosacaridos=92 %
—M ) B Absorbanciaa 280 nm =38 %

: i Grupos acetilo =50 %

m 70 Permeado

b kba Xilosacaridos=8 %

r Absorbanciaa 280 nm =62 %
Solucién de precipitado : »| Grupos acetilo = 50 %
Xilosacaridos= 0,93 g/L 2
Absorbanciaa 280 nm (D=
1/50)=0,180 1
Grupos acetilos= 0,22 g/L 5 Retenido

0 Mem | Xilosacaridos=55 %

k Permeado Absorbanciaa 280 nm = 87 %

bra
D| | |Xilosacaridos=32 % 2 Grupos acetilo = 50 %
| 2| |Absorbanciaa280nm=61% | ‘| 79
Grupos acetilo = 68 % kDa Permeado
Xilosacaridos=45 %
. | Absorbanciaa 280 nm =13 %
Grupos acetilo =50 %

Figura 14-30. Distribucidn de los xilosacaridos, absorbancia a 280 nm y grupos acetilos en las distintas etapas del
filtrado con membranas de 150.000 Da y 70.000 Da.
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Trabajando con un corte un poco mayor al usado en el ensayo anterior, 150.000 Da en lugar de
50.000 Da y con un VRF levemente mayor (3,0 frente a 2,7) se logrd, en esta instancia, separar
parcialmente la fraccion de xilosacaridos de la compuestos fendlicos y grupos acetilos. La
filtracion por la membrana de 70.000 Da del retenido en 150.000 Da, permitié incluso obtener
con un retenido mas concentrado en xilosacaridos (3,9 g/L frente a 0,93 g/L inicialmente) y mas
purificado en estos compuestos. De todas formas, puede constatarse, que las soluciones de
retenido en 150.000 Da y en 70.000 Da, que son las mas ricas en hemicelulosas, son las mas
oscuras de las soluciones obtenidas.

La diferencia entre ensayo y el reportado en el ensayo anterior se basé Unicamente en utilizar
membranas de mayor corte al principio, y en filtrar por una membrana de un corte un poco
menor el retenido en la membrana de mayor corte, de forma de enriquecer la solucidn retenida
en esta membrana en xilosacaridos. Como puede observarse por los resultados obtenidos, esta
resulté ser una buena estrategia. Queda ahora la interrogante de si la fraccién de lignina que
permanece junto a la fraccién retenida en 150.00 Da y a su vez retenida en 70.000 Da, es parte
de complejos lignina-carbohidratos o simplemente con continuar el ensayo hasta VRF mayores,
se lograria separar.

Jénsson et al. (Jonsson, Nordin and Wallberg, 2008) en el trabajo previamente mencionado con
licor negro (Kraft) industrial de maderas de fibra larga y fibra corta, mencionan que al establecer
las condiciones de funcionamiento de tal manera que haya una marcada diferencia en la
retencidn de lignina y hemicelulosas, es posible obtener un permeado con un alto contenido de
lignina y solo una pequefia cantidad de hemicelulosas, y un retenido concentrado de
hemicelulosas y con una baja concentracién en lignina. En el trabajo de Al-Rudainy et al.
mencionado (Al-Rudainy, Galbe and Wallberg, 2017) la retencion de hemicelulosas es también
mayor trabajando a 100.000 Da que ha 50.000 Da.

La Tabla 14-5 muestra la distribucidon de los pesos moleculares obtenidos en las distintas
fracciones.
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Tabla 14-5. Distribucion de pesos moleculares de las distintas fracciones de permeado y retenido. Los datos en la
columna representada por el simbolo de numeral (#) indica si el valor para las condiciones dadas se refiere a
considerar todos los picos del cromatograma (Total) o cada pico individualmente. En los casos que se indica 100 en
la columna % es porque el cromatograma presenté un solo pico.

Fraccion analizada Distribucion de pesos moleculares
Mw
# (Da) %
Total 16860
.. . 1 43899 10,0
Solucidn de precipitado 2 24378 478
3 1930 42,2
Total 15414
Retenido membrana 150.000 Da 1 23284 63,5
2 1732 36,5
Total 5122
Permeado membrana 150.000 Da 1 20636 19,5
2 1360 80,5
Total 14150
Retenido membrana 70.000 Da (de fraccion retenida en 1 23780 56,1
150.000 Da) 2 1840 43,9
L. . No hay picos
Permeado membrana 70.000 Da (de fraccion retenida
en 150.000 Da)
Retenido membrana 70.000 Da (de fraccion permeada Total 745
en 150.000 Da) 1 745 100
Permeado membrana 70.000 Da (de fraccion permeada .
No hay picos

en 150.000 Da)

El peso molecular promedio del retenido a 150.000 Da fue apenas menor que la solucién de
partida ya que no esta presente en este retenido la fraccion mayor de 40.000 Da; sin embargo,
este retenido estd enriquecido en el pico de alrededor de 23.000 Da. De forma inversa, el
permeado de 150.000 Da esta enriquecido en los compuestos de menor peso molecular (1300
Da) y ha disminuido la proporcién del pico a 20.000 Da. No obstante, al pasar por la membrana
de 70.000 Da el retenido de la membrana de 150.000 Da, no se logré concentrar la fraccion de
mayor peso molecular, aunque si los xilosacaridos, de acuerdo a lo visto en la Figura 14-30.

Ensayo P3)

Para este ensayo se previé remover los grupos acetilos y fendlicos utilizando acetato de etilo
para ello. La diagramacion del ensayo se basd en experiencia previa (Cebreiros, Guigou and
Cabrera, 2017) donde se trabajé con el liquido proveniente de la extraccidn con licor verde de
chips de Eucalyptus grandis y en los trabajos de Cruz et al. (Cruz et al., 1999; Garrote et al., 2008)
quienes utilizaron licores provenientes de tratamientos hidrotérmicos sobre chips de eucalipto.
Se realizaron 3 etapas de extraccion con una relacién 1:1 de solucidn a extraer: acetato de etilo.
En cada etapa de extraccion, se efectud una agitacion magnética a 150 rpm durante 20 minutos
y se dejo separar en bola de decantacion durante 30 minutos. Se ensayaron dos condiciones de
pH: pH original de la solucion de precipitado (pH=12,4) y ajuste de la solucién a pH=3,0, de
acuerdo con lo visto en la bibliografia.

La Figura 14-31 muestra una imagen del ensayo al momento de finalizar la separacién de la
primera etapa de extraccion. A la izquierda el ensayo realizado al pH de la solucién (12,4), donde
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no hubo extraccion de compuestos a la fase organica (superior), hecho que se constata
visualmente (ademas de con los analisis efectuados). Sobre el lado derecho de la figura se
muestra el ensayo a pH 3,0.

Figura 14-31. Extraccion con acetato de etilo de las soluciones de precipitado, a la izquierda extraccién a pH original
de la solucion (pH=12,4) y a la derecha extraccion con el pH de la solucién ajustado a 3,0.

La solucidon final, luego de las tres etapas de extraccidon con acetato de etilo presenta las
caracteristicas mostradas en la Tabla 14-6.

Tabla 14-6. Caracteristicas de la solucién obtenida luego de las extracciones con acetato de etilo. B
Solucion obtenida a partir de la redisolucion en NaOH del precipitado conseguido al agregar etanol al licor

extraido en condiciones alcalinas

pH 3,0+0,1
Xilosacaridos (g/L) 0,78 +0,02
Grupos acetilos (g/L) No detectable
Absorbancia a 280nm (dilucién 1/50) 0,117 £ 0,003

De esta forma se remueve con el ensayo de extraccién con acetato de etilo el 100 % de los
grupos acetilos, 35 % de los grupos fendlicos y se pierden 16 % de los xilosacaridos presentes.
La eficiencia de extraccion de grupos fendlicos es bastante menor que las reportadas en trabajos
con acetato de etilo, pero sobre licores de tratamiento hidrotérmico, donde se reportan
eficiencias de extraccion superiores al 80 % (Cruz et al., 1999; Egiiés et al., 2012).

El extracto acuoso obtenido se colocé en la celda agitada y utilizando la membrana de PES de
150.000, se aplicaron 7 bar de presion monitoreandose el tiempo y volumen de permeado hasta
un VRF= 3,6. En la Figura 14-32 se muestra la variacién de flujo y permeabilidad del ensayo en
funcién del VRF. Se grafican los datos juntos a los del ensayo p2) de forma de poder apreciar las
diferencias. En la primer grafica, es notorio que al comienzo de la filtracién, el flujo fue mucho
mayor que en la filtracidn sin extraccién L-L, pero con el paso del tiempo, este flujo bajé
significativamente y aunque fue siempre un poco mayor que en el caso de la solucién sin extraer,
las diferencias no fueron relevantes (por ejemplo, para un VRF=3,0, el flujo de permeado de la
solucidn sin extraer fue de 12 L/(h m?) y de 19 L/(h m?) para la solucién obtenida luego de la
extraccién con acetato de etilo. Este comportamiento fue reportado por Koivula et al. (Koivula
et al., 2011), quienes observaron la misma tendencia trabajando con extraccion L-L con acetato
de etilo, pero sobre licores hidrotérmicos de abedul y abeto y con membranas de PS de 5000 y
10.000 Da de corte. Indicaron que este comportamiento puede deberse a que el acetato de etilo,
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que es ligeramente soluble en agua, pudo no haberse eliminado por completo antes de la
filtracion, y podria haberse filtrado al comienzo, aumentando el flujo. Cabe mencionar que la
solucidn acuosa que se colocé en la celda de filtracién presentaba olor a acetato de etilo.

En la filtracién por 70.000 Da del retenido en la membrana de 150.000 Da (Figura 14-32 b), el
flujo y permeabilidad de la solucion proveniente de la extraccion con acetato de etilo fue un
poco menor que el filtrado de la solucidn sin extraer, por lo que no se observa una mejora por
la extraccion liquido-liquido. En este ensayo se trabajé con 8 bar de presion.

3l Membrana de PES 150.000 Da
1400
® Flujo ensayo d2
1200 Permeabilidad ensayo d2
Flujo ensayo d3
i 1000 Permeabilidad ensayo d3

800
600

400

Flujo de permeado (L/(h.m2) o
Permeabilidad (L/(h.m2.bar)

200

M/‘/"\f\f\\ ( q 000

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
VRF

b) Retenido en Membrana de 150.000 Da filtrado por
membrana de PVDF 70.000 Da

40,0 ® Flujo ensayo d2 Permeabilidad ensayo d2

35,0 ° p
30,0 [ ] [ ]

25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

Flujo de permeado (L/(h.m2) o
Permeabilidad (L/(h.m2.bar)

0,0
1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
VRF

Figura 14-32. Flujo y permeabilidad de la solucién del precipitado con y sin extraccién con acetato de etilo, en
funcién del factor de reduccién de volumen. a) para la membrana de PES de 150.000Da b) retenido en la
membrana de 150.000 Da filtrado por la membrana de PVDF de 70.000 Da.

No se detectan grupos acetilos posterior a la extraccion con acetato de etilo, hecho que es
esperable y esta reportado ampliamente (Park, Moon and Um, 2013; Cebreiros, Guigou and
Cabrera, 2017).
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En este caso, la recuperacion de xilosacaridos en el retenido de la membrana de 150.000 Da es
un poco inferior que en el caso de la solucidn sin extraer con acetato de etilo y la fraccidn de
polifenoles que queda en el retenido es mayor. Sin embargo, el valor de absorbancia en la
solucién de retenido de 150.000 Da de la solucidn extraida con acetato de etilo, es similar al
valor de absorbancia de la fracciéon andloga en el ensayo sin extraer. De esta forma, se puede
decir que los compuestos fendlicos que son extraidos con acetato de etilo, no corresponden a
la fraccidon que queda retenida en la membrana de mayor corte, otro hecho que infiere que las
fracciones de xilosacaridos de mayor peso molecular estan quimicamente unidas con los
compuestos fendlicos provenientes de la lignina.

— Permeado
| Xilosacdridos=39 %
Solucidn de precipitado W Solucion extraida- Fase Mem| | Absorbanciaa 280 nm =40 %
Xilosacaridos=0,93 g/L W acuosa bra
Absorbanciaa 280 nm (D= SRBR Xilosaciridos= 0,78 s 4
1/50)=0,180 NI Absorbanciaa 280 nm (D 150 —
Grupos acetilos = 022 g/L Ol 1/50)=0,117 LR fetenico
I Gripos acetios = no , X|Iosacand.oa= 61%
c | [FES Absorbanciaa 280 nm =60 %
i
6 L
Membrana 70 kDa
L
_L Retenido Permeado
Xilosacaridos=75 % Xilosacdridos=25 %
Absorbanciaa 280 nm = 74% Absorbanciaa 280 nm = 26 %

Figura 14-33. Distribucion de los xilosacdridos, absorbancia a 280 nm y grupos acetilos en las distintas etapas del
filtrado con membranas de 150.000 Da y 70.000 Da luego de la extraccion L-L con acetato de etilo.

La utilizaciéon de una membrana de menor corte no produjo ninguna separacion adicional en la
purificacién de los xilosacaridos.

La extraccion con acetato de etilo previo a la separaciéon por membranas se entiende que no
produjo mejoras en la separacién de xilosacaridos e incorpora una etapa que complejiza el
proceso.
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14.5. Conclusiones

Se ensayaron diferentes estrategias con membranas de micro y ultrafiltracién para la
concentracién y purificacidn de licores de eucalipto provenientes de tratamientos de explosién
a vapor y alcalino.

Para el caso del tratamiento de explosidn de vapor se trabajé con membranas de PESH y PES de
cortes nominales 50.000 y 10.000 Da. La filtracién del licor directamente por membranas de
10.000 Da fue practicamente imposible. Por ello se prefiltré por una membrana de 50.000 Da y
el permeado de esa membrana se filtré por la membrana de 10.000 Da. Esta estrategia mejord
sensiblemente el flujo de permeado obteniendo, siendo ain mas bajo que el recomendado por
el fabricante y el obtenido por otros autores, pero comparable con el de otros autores que
trabajaron en condiciones similares de drea de filtrado y concentracién de licor, con otras
especies de biomasa. La estrategia de purificar el licor con resinas de intercambio anidnico fue
muy efectiva para aumentar la velocidad de flujo de permeado.

Respecto a la purificacién de los xilosacaridos del licor de explosion de vapor, no fue posible
separar eficientemente estos compuestos de los compuestos fendlicos ni de los grupos acetilos
en ninguna de las configuraciones ensayadas utilizando membranas. Los xilosacaridos junto con
los demds compuestos quedaron retenidos en la membrana de 10.000 Da a pesar de que su
peso molecular promedio es del orden de 350 Da.

Por otro lado, se intentd la filtracién con membranas de microfiltracién de los xilosacaridos
extraidos por tratamiento alcalino, quienes presentaron un peso molecular promedio de
alrededor de 11.500 Da. La filtracion directa por membranas de 800.000 Da de PVDF fue
imposible o termind dafiando severamente la membrana. Se ensayé la filtracidén de soluciones
diluidas de licor, de forma de disminuir el efecto de la alta viscosidad, dada fundamentalmente
por la alta concentracion de hidréxido de sodio presente. Fue posible en este caso la filtracion
por membranas de 800.000 Da sin dafar la misma, pero tanto los xilosacdridos como los
compuestos fendlicos quedaron en la fraccién de retenido.

Se realizaron varios ensayos con el licor diluido y trabajando con membrana de PES de corte mas
bajo, 150.000 Da y de PESH de 50.000 corte nominal. Se comprobd que trabajar a mayor
temperatura es efectivo para aumentar el flujo de permeado, aunque la fraccion de
xilosacdridos y demdas compuestos tiene el mismo comportamiento que a temperatura
ambiente. Nuevamente en este caso la fraccion mayoritaria de xilosacaridos y compuestos
fendlicos quedo en el retenido, lograndose una remocién un poco mayor de los grupos acetilos.

Es factible redisolver los precipitados obtenidos al agregar etanol al licor alcalino y ultrafiltrarlos
con membranas de diversos cortes, pero no se obtuvieron resultados de purificacién de los
xilosacaridos auspiciosos para continuar el trabajo en esta linea.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de Tesis se confirma que es factible lograr buenos rendimientos en la
preextraccion de xilosacaridos a partir de chips o residuos de eucalipto, particularmente
Eucalyptus grandis o mezclas que contienen mayoritariamente esta especie.

Del estudio de la pre-extraccion con licor verde se logré una remocién de xilosacaridos en el
entorno de 2,9 a 3,5 % en base de madera seca (b.m.s) en las mejores condiciones de
tratamiento, entre 155 y 160 °C durante 120-150 minutos y con una carga de licor verde de 1 o
2 %. Sin embargo, en estas condiciones se obtuvo una merma del 4 % en el rendimiento de
pulpeo y una disminucion de las propiedades papeleras de la pulpa producida, por lo que se
considerd como una alternativa no atractiva a utilizar.

El tratamiento hidrotérmico que utilizé agua caliente permitié extraer hasta un 12 % b.m.s. de
xilosacaridos, lo que implica un 80 % del contenido de xilanos en biomasa original. Maximizando
la produccién de xilooligosacaridos (XOS) en este trabajo y minimizando la presencia de grupos
fendlicos en extracto, se logra extraer un 9,5 % b.m.s., encontrandose el 7,2 % b.m.s. como XOS.
Estos valores se obtuvieron realizando el pretratamiento a 165 °C durante 60 minutos. De la
distribucidn de pesos moleculares se observd un alto porcentaje de xilosacaridos con grado de
polimerizacién de 10 o mas en las condiciones mas suaves analizadas (factor P =295 y menores),
mientras que predomind la xilosa o los xilooligosacaridos de DP > 5 en las condiciones de trabajo
realizadas a mayor temperatura y tiempo de extraccion (factor P = 935 y mayores). El estudio
cinético confirmé las cinéticas de degradacion de xilanos de orden 1. Se ensayaron dos modelos
de la bibliografia y se logré un buen ajuste.

Se ensayo el pretratamiento de explosion de vapor a tres temperaturas de trabajo en el rango
180 a 200 °C. En estas condiciones se logré una remocién de entre 60 y 80 % de los xilanos
presentes en la biomasa original. Dependiendo la intensidad del tratamiento, los mismos se
encontraron como XOS (en las intensidades mas bajas) o como mondmero y XOS de bajos grados
de polimerizacion a la mayor temperatura de trabajo.

Con los pretratamientos alcalinos se buscd extraer xilanos de alto peso molecular, que fueran
factibles de ser utilizados posteriormente en la produccién de biofilms o biogeles. Realizando la
optimizacion de las condiciones experimentales, considerando como respuestas a optimizar la
mayor extraccién de xilosacdridos y el menor contenido de lignina en el licor, se encontré que
las mejores condiciones a aplicar correspondieron a una temperatura de 105 °Cy carga de soda
de 16,7 % en b.m.s., no afectando significativamente el tiempo de extraccidon en el rango
estudiado (45 a 135 minutos). En este caso, se logré remover el 2,3 % de xilosacaridos (b.m.s.),
lo que corresponde al 15,6 % de los xilosacaridos presentes en la madera original. El peso
molecular ponderado Mw del material precipitado con etanol fue de aproximadamente 30.000
Da, lo que indica un polimero en principio apropiado para la produccion de biofilms o biogeles.

El tratamiento alcalino reforzado con perdxido de hidrégeno fue ensayado en dos rangos de
condiciones, una considerada de baja-moderada carga de quimicos, condiciones utilizadas para
el pulpeo semiquimico, y en condiciones mas fuertes de extraccién dadas por mayor carga de
quimicos y tiempo de reaccion, normalmente utilizadas para la aumentar la accesibilidad a la
celulosa en un posterior tratamiento enzimatico. En el primer rango de trabajo, la extraccién de
xilanos fue muy ineficiente, menor al 1 % b.m.s., mientras que en el segundo rango de trabajo



se lograron remociones de hasta el 6 % b.m.s., pero con cargas de soda y perdxido de hidrégeno
excesivamente altas, por lo que se descarté como pretratamiento factible de ser transferido al
sector productivo.

Como métodos de purificacidon y concentracion se evaluaron la precipitacion con solventes
orgdanicos, el uso de resinas de adsorcién e intercambio idnico y las membranas de micro y
ultrafiltracion.

Respecto a la precipitacion con solventes, la misma se ensayo en los licores provenientes del
tratamiento hidrotérmico con agua caliente y el tratamiento alcalino. Se encontré que el mejor
solvente a utilizar es el etanol. Para los licores provenientes de tratamiento hidrotérmico, el
mayor rendimiento de precipitacion se logré a pH = 5,7, utilizando 4 volimenes de etanol por
volumen de licor. El contenido de xilosacaridos en estos precipitados es de alrededor de 45-48%.
Del anadlisis de FTIR-ATR de los precipitados se confirma la presencia de xilanos u
xilooligosacaridos, contaminados por fragmentos de lignina.

Para los licores alcalinos, los mayores rendimientos de precipitacion de xilosacaridos vy
proporcién de xilosacdridos en el precipitado se lograron ajustando el pH a 7 con acido
clorhidrico y con 1 volumen de etanol. De esta forma se logra precipitar el 80 % de los
xilosacdridos presentes en el licor. El contenido de xilosacaridos correspondié a alrededor del
40 % del precipitado con un Mw de 22.000 Da. Bajar el pH antes del agregado de etanol permitié
la separacion de una fraccidon de fragmentos de lignina, que de lo contrario precipitaria con el
agregado de etanol. Los espectros FTIR-ATR de las condiciones seleccionadas presentaron los
picos caracteristicos de la presencia de xilosacaridos en el precipitado, aunque se observan
también picos asignables a grupos fendlicos, que corresponden a fragmentos de lignina.

La utilizaron de resinas de adsorcion y de intercambio anidnico permitié la purificacién de los
licores provenientes del tratamiento por explosidn con vapor. Con las resinas de adsorcién (XAD)
se logrd una alta remocién de compuestos fendlicos con baja retencién de xilosacdridos. Sin
embargo, presentaron mala remocion de los acidos alifaticos presentes. Por otra parte, las
resinas anidnicas fuertes presentaron una remocién admisible de compuestos fendlicos
(superior al 70 %), pero baja remocién de acidos alifaticos (menor al 40 %) y una alta retencién
de xilosacaridos (mayor a 20 %), por lo que fueron descartadas. Sin embargo, la resina anidnica
débil utilizada arrojé muy buenos resultados en términos de remocidén de compuestos fendlicos
(mayor a 80 %) y acidos alifaticos (mayor a 90 %), con una muy baja retencion de xilosacaridos.

La utilizacion de membranas de ultrafiltracion con los licores de explosidn a vapor o eluido de la
resina anidnica débil permitié la concentracion de los xilosacaridos, pero no su separacion de
los compuestos fendlicos.

Se ensayaron diferentes estrategias de purificacion de los licores alcalinos con membranas de
micro y ultrafiltracidon de varios cortes (desde 800.000 Da a 10.000 Da) y materiales (PES, PESH
y PVDF), no lograndose la separacidn de los xilosacaridos de compuestos fendlicos existentes en
el licor.

La realizacién de este trabajo de tesis permitié establecer distintas condiciones de preextraccion
de los xilanos que componen la madera de eucalipto (en particular para el Eucalyptus grandis o
mezclas donde este es la especie mayoritaria). Las diferentes condiciones y pretratamientos



aplicados permitieron la obtencidn de los xilosacaridos en diversas formas, ya sea como
polimeros, oligdmeros o mondmeros. Del mismo modo se lograron establecer las condiciones
de precipitacién con solventes y purificacidon con resinas de intercambio. Los conocimientos
generados en este trabajo permitiran continuar el trabajo de desarrollo de productos de valor
agregado a partir de los xilanos provenientes de madera de eucalipto, trabajando en el marco
de una biorrefineria integrada.

De los pretratamientos y tecnologias de purificacion analizadas se puede concluir que, los
tratamientos hidrotérmicos ensayados permitieron una muy buena remocidon de los
xilosacdridos y la produccién de XOS o xilosa. La utilizacién de resinas de intercambio anidnico
débil demostraron ser una tecnologia sencilla y facilmente escalable para la purificacién de estos
compuestos, pensando en su eventual utilizacion como prebidticos o para la produccién de
xilitol, por ejemplo.

De los tratamientos con hidroxido de sodio, hay dos aspectos fundamentales a tener en cuenta,
por un lado, los rendimientos de extraccién son sensiblemente mdas bajos que en los
tratamientos hidrotérmicos y por otro la separacion de los xilanos de los fragmentos de lignina
contenidos en el licor no es simple, al menos con las tecnologias ensayadas. Sin embargo, dados
estos resultados es necesario cuestionarse si los compuestos extraidos pueden tener utilidad o
no en la forma que se encuentran en el licor de extraccién y determinar la factibilidad de uso
mediante la evaluacidon de las propiedades del producto final a producir.
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