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Resumen

El empleo de etanol como combustible automotor es una necesidad a nivel
mundial. La produccion de etanol a partir de materiales lignocelulésicos
(MLC) es una importante alternativa a la produccién tradicional a partir de
materias primas azucaradas y amilaceas. Entre las materias primas que
encontramos en Cuba, una de mucho interés es el marabu (Dichrostachys
cinerea), planta invasora que cubre grandes extensiones del area cultivable
de la Isla, y cuya erradicacién generara grandes cantidades de biomasa
lignoceluldsica que podria ser considerada para la produccion de etanol y
otros productos de alto valor agregado. Para esto, se realiz6 un andlisis
completo de la composicibn quimica de la biomasa de marabu,
determinando sus componentes, tales como lignina (29.2%), hemicelulosas
(31.75%), celulosa (30.97%), minerales (2.45%) y sustancias extractivas
(5.63%). En este trabajo se realizaron dos etapas de tratamiento quimico
de deslignificacion: un pretratamiento con glicerol al 60%, donde se obtuvo
74.67% de rendimiento de sdlidos, lograndose un 45.45% de solubilizacion
de la lignina, una segunda etapa de deslignificacién alcalina con hidroxido
de sodio, para lo cual se realiz6 un disefio de experimentos en esta Ultima
etapa con el auxilio del software STATGRAPHICS Plus version 5.0 para
Windows, obteniéndose como resultado pulpas enriquecidas en celulosa y
un aumento en el grado de deslignificaciébn, mostrando que en el primer
experimento realizado con 2.5% de hidroxido de sodio, a 100°C de
temperatura y con una duracién de 90 minutos, se obtuvo una pulpa con
77.24% de celulosa, 16.5% de hemicelulosas y 6.47% de lignina. Se
comprobaron las potencialidades de la convertibilidad enzimatica de la
biomasa de marabu para ser utilizada como materia prima para la obtencion
de etanol con mas de 50 % de convertibilidad en todos los casos.
Finalmente, se estudiaron las condiciones para una precipitacion adecuada
de la lignina y las hemicelulosas a partir de los licores generados de los

pretratamientos.



Abstract

The use of ethanol as fuel for cars is one of the needs now a days all over the
world. The production of ethanol from lignocellulosic materials (LCM) is an
important alternative against traditional production from sugars and starches
raw materials, because there are no sufficient of those to supply the demand of
fuels and food.

LCM are a cheap and abundant source of raw materials and can be obtained
from agricultural residues, forest, industrial and municipal residues. Marabou
(Dichrostachys cinerea) is an abundant lignocellulosic bioresource that could be
of interest for ethanol production in Cuba, today it has expanded all over the
island infesting arable and grazing areas and causing significant losses in
agricultural production. The mechanical control will generate huge amounts of
biomass, which could be a potential source of sugars for production of ethanol
and other chemicals.

The compositional analysis of marabou biomass was perform in order to know
the main components, among them lignin (29.2%), hemicelluloses (31.75%),
cellulose (30.97%), minerals (2.45%) and extractives (5.63%).

Two steps of chemical treatment were applied in this work, first of them with
60% water solution of glycerol, where the yield of solids was 74.67%, the
solubilisation of lignin achieved was 45.45% and the second one, alkaline
delignification with sodium hydroxide, the results show pulps enriched in
cellulose and high degree of delignification, the best results are showed in the
first experiment with 2.5% of sodium hydroxide, at 100°C of temperature,
performed during 90 minutes of time, the analyzed pulp had 77.24% of
cellulose, 16.5% of hemicelluloses and 6.47% of lignin. To perform the
experimental design was used STATGRAPHICS Plus version 5.0 software for
Windows, in order to know the potential of marabou biomass for enzymatic
hydrolysis, as raw material for ethanol production and other products of high
added value. As a result of enzymatic hydrolysis more of 50% of enzymatic
convertibility was achieved for all the pulps.

At the end were studied the conditions for adequate precipitation of lignin and

hemicelluloses from liquors generated during pretreatments.
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Introduccion

Durante los ultimos afios ha crecido el nUmero de investigaciones cientificas
dirigidas al uso de los biocombustibles, tales como el etanol y el biodiesel,
como alternativas a la gasolina y al combustible diesel para el transporte
(Agarwal, 2007). La busqueda de alternativas no competitivas con los alimentos
es una necesidad, por lo que algunos materiales de desecho han tenido
prioridad en las investigaciones para la obtencion de etanol (Prasad et al.,
2007). Los materiales lignocelulésicos son considerados los recursos
renovables mas abundantes disponibles para la produccion industrial de etanol
combustible (Hahn-Hégerdal et al.,, 2006; Prasad et al., 2007). Han sido
investigados diferentes procesos en busquedas de métodos de pretratamiento
eficientes y costeables para diferentes materiales (Eggeman y Elander, 2005;
Mosier et al., 2005). Los pretratamientos organosolv permiten adecuar la
celulosa a la accién de las enzimas mediante el uso de disolventes organicos
gue solvolizan y solubilizan la lignina y parte de las hemicelulosas (Itoh et al.,
2003; Pan et al., 2006).

Durante las udltimas décadas, la agricultura cubana ha estado seriamente
afectada por la infestacion de sus campos por el marabu (Dichrostachys
cinerea), planta invasora que ha ocupado extensas areas a lo largo y ancho del
pais (Moyroud, 2000; Wakeling et al., 2007).

Recientemente, el estado cubano ha comenzado un programa nacional para la
eliminacion del marabu, este programa puede generar una enorme
acumulacion de biomasa, la cual seria subutilizada si su Gnico uso fuese como
combustible solido (lefia o carbén). Este biorrecurso seria mucho mejor
aprovechado si se procesara en biorrefinerias lignocelulosicas para la
produccion de etanol celulosico, alimentos, plasticos verdes y otros productos
de alto valor econdmico y social. Para ello, es necesario separar la celulosa, las
hemicelulosas y la lignina contenidos en la materia prima, y procesar cada uno
de esos componentes para la obtencion de derivados especificos.

En trabajos realizados anteriormente en la Universidad de Matanzas se ha

investigado la convertibilidad enzimatica de pulpas obtenidas por el método



acetosolv (Rodriguez, 2011; Venkata et al., 2011) y por el método organosolv
con glicerol (Rodriguez, 2011, inédito), no logrdndose altos valores de
convertibilidad enzimatica, lo cual fue atribuido al alto contenido de lignina
remanente en las pulpas.
La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es el proceso mas prometedor para
producir azucares fermentables a partir de materiales lignocelulésicos, pero
requiere de una fase de pretratamiento para hacer la celulosa accesible para
las enzimas (Sun y Cheng, 2002). Por tales razones se puede formular el
siguiente problema cientifico:
¢, Como se puede reducir el contenido de lignina en pulpas de organosolv, el
cual afecta el proceso de convertibilidad enzimatica en la produccion de etanol
celulésico?
Como via de solucion al problema en cuestion se plantea la siguiente
hipotesis:
Si aplicamos un proceso de deslignificacion adicional con disoluciones de
hidréxido de sodio, entonces se lograra reducir el contenido de lignina en
pulpas de organosolv.
Teniendo en consideracion los aspectos anteriores el presente trabajo tiene
como objetivo general:
Aplicar una deslignificacion adicional con hidroxido de sodio que permita
reducir el contenido de lignina en pulpas de organosolv.
Para dar cumplimiento al objetivo general se formulan los siguientes objetivos
especificos:

e Determinar la composicion quimica de la biomasa de marabu.

¢ Investigar el efecto de la deslignificacion adicional con hidréxido de sodio

de los sélidos obtenidos del pretratamiento organosolv con glicerol.
e Determinar la convertibilidad enzimética de las pulpas obtenidas en la

deslignificacion alcalina adicional.



Capitulo 1: Analisis bibliografico

1.1 Agotamiento de las reservas de combustibles fasiles

Las preocupaciones mundiales por la disminucion de las reservas de
combustibles fosiles, por el aumento de los precios del petréleo y por el
incremento de los gases de efecto invernadero han atraido el interés cientifico
al uso y produccién de los biocombustibles, principalmente el etanol y el
biodiesel, como alternativas renovables a los combustibles fosiles (Agarwal,
2007). El uso masivo de combustibles fésiles ha provocado un considerable
aumento de la cantidad de dioxido de carbono (CO,) en la atmdsfera terrestre,
llegando a constituir una amenaza para la preservacién de las condiciones
climéticas naturales. El uso de biocombustibles, como el etanol, reduce el
impacto ambiental generado por las emisiones de gases de efecto invernadero
(GEl) (Rass-Hansen et al., 2007). El etanol es un combustible producido a
partir de recursos renovables y su uso permite reducir el nivel de GEI, ya que
aunque se libera diéxido de carbono durante su produccion y combustién, las
plantas de las cuales se produce el etanol utilizan di6xido de carbono de la
atmosfera en el proceso de fotosintesis. Se ha demostrado que por cada metro
cubico de etanol utilizado como combustible se evitan emisiones de 1.7-2.6 t de
dioxido de carbono (Macedo, 2004).

El etanol tiene un mayor indice de octano que la gasolina, combustiona mas
completamente y emite menos sustancias contaminantes a la atmoésfera, tales
como monoxido de carbono, combustible sin combustionar, 6xidos de nitrégeno
y compuestos organicos volatiles (Bailey, 1996; Cordovés, 2001; Demirbas,
2008). Ademas, el etanol es biodegradable y es menos agresivo al medio
ambiente, por otra parte no contamina las aguas subterraneas ni el suelo
(Wyman, 1999). La transformacion de la biomasa a combustible liquido como el
etanol, ha sido de gran interés desde finales del siglo XX. El bioetanol fue
producido a gran escala durante las dos guerras mundiales, usando hidrolisis
acida como método de pretratamiento, pero después del afio 1940 fue
desestimado (De Armas, 2000). Solamente en la Union Soviética la produccién
de etanol basada en la hidrolisis é&cida de la madera continud

ininterrumpidamente, produciéndose en la actualidad en Rusia (Khol'’kin et al.,
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1999). Las nuevas exigencias hacia la proteccion del medio ambiente
emanadas de la Cumbre de la Tierra (1992) y la incertidumbre sobre un
suministro estable de petroleo crudo condujeron a que en la década de los
noventa se incrementara el interés por la produccion de bioetanol (Costalesy
Namer 2000).

1.1.1 Antecedentes histéricos del etanol como combustible

La historia del uso del etanol como combustible es tan larga como la historia
del automovil (Martin, 2002). EI motor de combustidon interna inventado por
Nikolaus Otto en 1887 fue disefiado originalmente para ser propulsado con
etanol (Tengborg, 2000), sin embargo, durante la mayor parte del siglo XX el
etanol solamente resultd atractivo en tiempos de guerra. Hoy todos los carros
pueden trabajar con mezclas de 3-22 % de etanol con gasolina sin necesidad
de hacer modificaciones en el motor (Berg, 1998).

El etanol hidratado, como combustible automotor, puede ser usado como
sustituto de la gasolina solo en maquinas especiales, mientras que el etanol
anhidro, para el cual los motores no requieren modificaciones, es un impulsor
efectivo del octanaje cuando se usa en mezclas de 5 a 30% (Licht, 2006). Una
invencion reciente que ha devenido altamente popular en Brasil y otros paises
es un nuevo tipo de motor bi-combustible, con el cual funcionan los llamados
vehiculos flex o flexi-fuel, los que se abastecen con gasolina o con etanol
hidratado en cualquier proporcion (Nunes de Vasconcelos, 2008). En los
altimos afos, el crecimiento del uso del etanol combustible en el mundo y la
preocupacion por desvincular su produccién de las materias primas que
compitan con la alimentacion humana ha elevado considerablemente el interés
por la produccién de etanol celuldsico. Esto ha llevado a la propuesta de
diversos procesos tecnoldgicos, tanto basados en la hidrolisis 4cida como en
hidrolisis enzimatica (Bueno, 2008). Las nuevas tecnologias son evaluadas en
plantas pilotos y demostrativas, entre las cuales las mas importantes estan en
Suecia, EE.UU., Espafia, Canad4, Italia, Dinamarca, Japén y China (Bueno,
2008). Varias de esas tecnologias ya se encuentran en estado inicial de
explotacion y para el futuro inmediato se percibe una considerable expansion

de la produccion de etanol a partir de los materiales lignocelulésicos. Desde el



2006 en Salamanca, Espafia, opera una planta de etanol celuldsico a escala
semindustrial, la cual fue construida por Abengoa Bioenergy y la misma tiene
un volumen de 5 millones de litros de etanol por afio a partir de paja de trigo
(Abril, 2008).

1.1.2. Produccién tradicional de etanol

El etanol puede ser producido por dos vias, quimica, que no es mas que la
hidratacion del etileno en presencia de un catalizador y bioguimica, la cual se
basa en la fermentacion de materiales ricos en glucidos por la accion de
microorganismos. Cerca del 91% del etanol producido en el mundo es logrado
por fermentacion, mientras que solo el 9% es producido sintéticamente
(Wheeler et al., 1991).

En la produccion de etanol por la via fermentativa los microorganismos mas
usados son las levaduras del género Saccharomyces (Hernandez et al., 1986 y
Ingledew, 1995). En la elaboracion de etanol por fermentacion las materias
primas utilizadas son azucaradas, amilaceas Yy lignoceluldsicas. Las
azucaradas poseen la ventaja de que sus carbohidratos componentes estan
en forma de monosacéridos y oligosacaridos, por lo que el sustrato logra ser
fermentado eficientemente por los microorganismos productores. La industria
alcoholera cubana goza de una larga y prestigiosa experiencia en la produccién
de etanol a partir de la mieles finales de la produccién azucarera (ICIDCA,
1987). En Cuba, debe tenerse en cuenta que los sectores del transporte e
industrial son altos consumidores de combustibles, debido a que practicamente
la totalidad de la generacidn eléctrica se realiza a partir de petréleo crudo y gas
acompafante de origen nacional y que el nimero de vehiculos e industrias
aumentan considerablemente con la reanimacién de la economia cubana, el
peso del sector automotor en el consumo de combustible se ha elevado y

continuara elevandose en un futuro inmediato.

1.1.3. Produccién de bioetanol a partir de materiales lignoceluldsicos

El proceso para la produccion de etanol a partir de la celulosa, en principio es
muy sencillo, una hidrélisis de la celulosa a glucosa con una posterior

fermentacion, con la consiguiente destilacion para obtener el bioetanol hasta
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un 95 % en volumen y la posterior deshidratacion para obtener etanol absoluto
(99 % en volumen), por destilacion con mezclas de benceno, agua y etanol o
utiizando tamices moleculares. Llevando a cabo una tecnologia
econdmicamente factible se podria reducir la dependencia del petroleo crudo
(Brizuela et al., 2000). Los productos principales de la fermentacion alcohdlica
son el etanol y el dioxido de carbono, asi como varios productos colaterales
como glicerol, acetaldehido, alcoholes superiores, ésteres, éteres, acidos,
cetonas y otros compuestos. Toda tecnologia para la produccion de etanol a
partir de biomasa lignocelulésica debe contener una etapa de hidrélisis de los
polisacaridos contenidos en su estructura, de manera que se obtengan
azucares simples que puedan ser convertidos en etanol por fermentacién
(Cuzens y Miller, 1996; Demirbas, 2007). Esta hidrolisis puede ser efectuada
por acidos o por enzimas (Tengborg, 2000). La hidrélisis enzimatica no degrada
los azlUcares pero como desventaja tiene, su lentitud y el alto costo de las
enzimas, mientras que la hidrélisis acida diluida posee un bajo consumo de
acido, aunque provoca corrosion debido a las altas temperaturas (Nguyen,
1993; Di Pardo, 2000; Martin, 2002).

1.1.4. Produccién de bioetanol y el medio ambiente

Los materiales lignocelulésicos son considerados los recursos renovables mas
abundantes disponibles para la producciéon industrial de etanol como
combustible (Hahn-Hagerdal et al., 2006; Prasad et al., 2007). La produccién
de etanol a partir de materiales lignocelulésicos requiere de la conversion de
carbohidratos complejos en azlcares simples que puedan ser fermentados
usando microorganismos etanologénicos. La hidrélisis enzimética de la
celulosa es el proceso mas prometedor para producir azicar fermentable a
partir de materiales lignocelulésicos, pero requiere de una fase de
pretratamiento previo a esta para hacer la celulosa accesible a las enzimas
(Sun y Cheng, 2002). Han sido investigados diferentes métodos para disefiar
estrategias de pretratamiento eficientes y costeables para diferentes materiales
lignoceluldsicos (Eggeman y Elander, 2005 et al.; Mosier et al., 2005).



El uso del bioetanol también esta relacionado con la proteccion del medio
ambiente, ejerciendo un menor impacto sobre este. El bioetanol como
combustible automotor contribuira considerablemente a la disminucion de la
contaminacion ambiental, ya que es un combustible obtenido a partir de la
biomasa, por lo que no aporta diéxido de carbono neto a la atmosfera y asi no
contribuye al incremento del efecto invernadero. El uso masivo del etanol
combustible en Brasil provocé una reduccion de las emisiones en 46.7 millones
t COy/afio entre 1985 y 1995 (Macedo, 1998). También por el alto contenido de
oxigeno en el etanol, su combustion es mas completa que la de la gasolina, por
lo que emite menos monoxido de carbono (Cordovés, 2001). Por otro lado, la
combustion de la gasolina y el diesel emiten compuestos aromaticos, muchos
de los cuales son cancerigenos, asi como otras impurezas, tales como
octazufre, dicloro, compuestos Organo-metalicos, hidrocarburos sin
combustionar, 6xidos de nitrégeno y compuestos organicos volatiles (Bailey,
1996).

El uso del etanol como combustible automotor puede ayudar a disminuir la
emision neta de dioxido de carbono a la atmosfera ya que es utilizado en el
proceso de fotosintesis en las plantas del cual es obtenido. Esto induce a un
ciclo donde se reduce la acumulacion neta de dioxido de carbono y por lo
tanto se atenua el efecto invernadero (Galbe, 1994; Macedo, 1998). Los
recursos de biomasa a ser considerados son fundamentalmente desechos
agricolas, agroindustriales y forestales, por lo que su transformacién en etanol
seria ventajoso, pues se produciria un combustible beneficioso al medio
ambiente y se eliminarian residuos que de otra manera constituyen problemas

de disposicion (Grohman et al., 1994; Grohman et al., 1998).

1.1.5.Competencia entre biocombustible y la alimentacion humana

La busqueda de alternativas no competitivas con los alimentos es una
necesidad para garantizar la seguridad alimentaria de la humanidad, por lo que
algunos materiales de desecho han tenido prioridad en las investigaciones para

la obtencién de etanol (Prasad et al., 2007).



Habitualmente el etanol se ha producido por fermentacion de materias primas
azucaradas y amilaceas, entre las materias primas azucaradas mas utilizadas
estan la cafia de azucar, la remolacha azucarera y el sorgo dulce, mientras que
son diversas las materias primas amilaceas utilizadas, tales como el maiz, el
trigo, la papa, la yuca y el arroz (Taherzadeh y Karimi, 2007a). Esas materias
primas constituyen importantes fuentes de alimentos y su disponibilidad no es
suficiente para cubrir la demanda potencial de etanol combustible y la
alimentacion humana al mismo tiempo (Claassen et al., 1999; Pimentel, 2001).

1.2. Materiales lignocelulésicos

Los materiales lignoceluldsicos son la fuente renovable mas abundante en la
superficie de la tierra, lo cual los hace una materia prima atractiva para la
produccion de bioetanol. Sin embargo, estos materiales ofrecen una gran
resistencia al ataque biol6gico y quimico, debido precisamente a su alta
complejidad en su composicion y estructura quimica (Schurz, 1997). Los
materiales lignoceluldsicos estan formados por tres componentes principales:
celulosa, hemicelulosas y lignina. Entre las principales materias primas
lignocelulésicas se encuentran los cultivos energéticos, el papel reciclado, los
residuos forestales, los desechos agricolas e industriales, asi como los
residuos sélidos urbanos (Martin, 2002). Sin embargo, solamente entre el 3 y el
4 % de esos materiales son utilizados econdmicamente en el mundo
occidental, fundamentalmente como alimentos, en la produccion de pulpa y

papel, y en la generacion de energia (Galbe, 1994).

1.2.1. Composicion de los materiales lignocelulésicos (MLC)

Los MLC en general, estan formados por tres componentes principales:

celulosa, hemicelulosas y lignina. Ademas de poseer extractivos y cenizas.



Tabla 1.2.1a. Composicion de materiales lignocelulésicos (%) (Martin y
Obolenskaja, 1988; Noa et al., 1991; Gaston et al., 2000; Banerjee y Pandey,
2002).

Componentes % en masa
Celulosa 36-51
Hemicelulosa 15-30
Lignina 20-25
Extractivos 3-4
Cenizas 0-1

La celulosa es el componente principal de las paredes celulares de las plantas
superiores. El contenido de celulosa varia entre 36 y 51% de la masa seca. El
contenido de hemicelulosas por su parte varia entre 15 y 30% de la masa seca,
y la lignina desde 20 a un 25% del material seco. El contenido de extractivos
no suele ser superior a 3-4%. Mientras que las cenizas solo alcanzan el 1% en

la mayoria de los materiales.

Los extractivos son principalmente acidos resinicos, compuestos fendlicos,
aceites esenciales, acidos grasos, grasas, ceras, compuestos fendlicos,
hidrocarburos, taninos, colorantes, alcoholes ciclicos, sales hidrosolubles,
mono- Yy disacéaridos, alcaloides, almidén, arabinogalactano, pectinas, etc.
(Martin, 2002).

1.2.2. Celulosa.

La celulosa es el principal componente de los MLC. Aproximadamente 36-51%
de la materia seca en la mayoria de las especies vegetales es celulosa, a

excepcion del algodén que es celulosa casi pura.



1.2.2.1. Estructura molecular.

La celulosa es un homopolisacarido compuesto por unidades de B-D-
glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos (1-4) (Fig. 1.2.2.1a).

Aungue la estructura quimica de la celulosa es conocida al detalle, muchos
aspectos de su estado supramolecular, incluyendo la estructura cristalina y
fibrilar ain no han sido completamente explicados. La masa molecular exacta,
la polidispersion de la celulosa nativa y las dimensiones de las microfibrillas son
problemas que todavia no han sido resueltos totalmente (Yufera, 2002).
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Fig. 1.2.2.1a. Estructura de la celulosa.

Esto hace que las moléculas se agreguen formando microfibrillas, en las
regiones altamente organizadas (cristalinas) alternadas con regiones menos
ordenadas (amorfas) (Fig. 1.2.2.1b). Las microfibrillas tienen entre 2 y 20 nm
de didmetro y entre 100 y 40 000 nm de longitud (Yufera, 2002).

Fig. 1.2.2.1b. Representacion de la estructura fibrilar de la celulosa.

Las zonas oscuras corresponden a regiones cristalinas y las zonas claras
corresponden a regiones amorfas. Las microfibrillas forman fibrillas y finalmente
las fibras de celulosa. Como consecuencia de su estructura fibrosa y de los
fuertes enlaces por puente de hidrogeno, la celulosa tiene una gran resistencia
a la tensién y es insoluble en la mayoria de los disolventes. EI comportamiento
fisico y quimico de la celulosa es completamente distinto al del almidoén, lo que
demuestra claramente la influencia de las caracteristicas estereoquimicas. Al
igual que la celulosa, la fraccion amilosa del almidon esta formada por

unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos (1-4), pero estas
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unidades son andmeros a. La estructura cristalina de la celulosa ha sido
caracterizada por analisis de difraccion de rayos X y por métodos basados en
la absorcién de la radiacién infrarroja polarizada. Se ha confirmado que todas
las cadenas en las microfibrillas de celulosa nativa estan orientadas en la
misma direccidn, o sea son paralelas (Yufera, 2002).

Hay dos tipos de enlaces por puente de hidrogeno dentro de cada cadena de
celulosa: del O(6) en un residuo de glucosa al O(2)H en la glucosa adyacente
(06...H-02’) y también del O(3)H al atomo de oxigeno del anillo (O3-H...05’)
(Fig. 1.2.2.1c). Ademas, se forman enlaces por puente de hidrogeno
intermoleculares: del O (3) en una cadena al O(6)H en la otra (O6-H...03). O

sea, cada residuo de glucosa forma dos enlaces por puentes de hidrégeno.

Fig. 1.2.2.1c. Proyeccion de la celulosa nativa mostrando la red de enlaces por
puentes de hidrégeno.

La celulosa regenerada tiene cadenas antiparalelas. Los enlaces por puente de
hidrogeno intra- e intermoleculares son los mismos que en la celulosa nativa,
pero existen ademas otros dos tipos de enlaces entre una cadena angular y
una cadena central. Estos enlaces unen las posiciones O(2) en una cadena con
O(2)H en otra cadena y O(3)H con O(6). La celulosa regenerada se forma
cuando el enrejado de la celulosa nativa es destruido, por ejemplo por
hinchamiento con alcalis fuertes o por disolucién. Como la celulosa regenerada,
fuertemente enlazada (por enlaces por puente de hidrégeno), es
termodindmicamente mas estable que la celulosa nativa, no ocurre la

reconversion (Yufera, 2002).
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1.2.2.2. Propiedades poliméricas de la celulosa

Las propiedades poliméricas de la celulosa generalmente se estudian en
disolucion. Sobre la base de las propiedades de la disolucion, se puede llegar a
conclusiones sobre el peso molecular promedio, la polidispersion y la
conformacion del polimero. Sin embargo, el aislamiento de la celulosa de la
madera incluye el riesgo de que ocurra cierta degradacion, obteniéndose
fracciones con menor masa molecular (Rowell, 2005).

Las determinaciones experimentales dan un valor promedio de masa molecular
y algunos métodos dan una distribucion de esta. Para un sistema polidisperso,
esos valores promedio difieren en dependencia del método usado. La masa
molecular promedio numérica Mn* puede ser determinada usando osmometria
o por determinacion del numero de grupos reductores terminales. La masa
molecular relativa promedio Mr(X), puede ser deducida a partir de datos de
dispersion de la luz. Los datos de equilibrio de sedimentacion obtenidos por
ultrafiltracién dan los valores llamados Mz. Por dltimo, Mv se refiere a la masa
molecular basada en mediciones de viscosidad (Rowell, 2005).

Para la celulosa la relacion entre el grado de polimerizacion y la masa
molecular es DP= M/162, donde 162 es la masa molecular de una unidad de
anhidroglucosa.

Las determinaciones de la masa molecular han mostrado que la celulosa del
algoddén en su estado nativo tiene unos 15 000 residuos de glucosa, mientras

que la celulosa nativa de la madera contiene unos 10 000 residuos de glucosa.

1.2.3. Reacciones quimicas de la celulosa
Las reacciones gquimicas de la celulosa tienen un gran significado préctico,
pues permiten la obtencion de una amplia variedad de derivados de

importancia econémica.

1.2.3.1. Hidrdlisis de la celulosa

La celulosa puede hidrolizarse en presencia de acidos minerales fuertes en
condiciones severas (acido concentrado a temperatura ambiente o acido diluido
a temperaturas elevadas) o por la accion de enzimas celuloliticas. Durante la

hidrolisis ocurre la ruptura de los enlaces glicosidicos entre las unidades de
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glucosa con la consecuente disminucion del grado de polimerizacion. La
hidrdlisis total de la celulosa conduce a la formacion de D-glucosa:
(CsH1005)n + H,O = nCgH1206

Debido a su estructura supramolecular, la celulosa es un polisacarido
dificilmente hidrolizable. La hidrdlisis ocurre principalmente en los sectores
amorfos y transcurre a través de la formacidn de diferentes intermediarios:
Celulosa - Hidrocelulosa - Celodextrinas = Oligosacaridos > Celobiosa = Glucosa
Si la hidrdlisis es catalizada por acidos concentrados a temperatura ambiente,
el proceso solo llega hasta la formacion de oligosacaridos y celodextrinas,
debido a la insuficiencia de agua. Para completar la hidrdlisis es necesario diluir

y calentar la mezcla de reaccion (Chum et al. 1985).

1.2.3.2. Determinacion de la celulosa

Para la determinacion de la celulosa contenida en los MLC es necesario
eliminar los extractivos, la lignina y las hemicelulosas, los extractivos se
eliminan por extraccidon con disolventes adecuados. La eliminacion de la lignina
(deslignificacién) se basa en la mayor facilidad de oxidacion de este
componente en comparacion con los polisacaridos o en las reacciones de
sustitucion caracteristicas de los compuestos aromaticos. La separacion de las
hemicelulosas se basa en su mayor facilidad de hidrélisis en comparacion con
la celulosa o en su capacidad de disolverse en disoluciones alcalinas diluidas
(Rowell, 2005).

Método de la cloracién: ElI material lignocelulésico, previamente tratado con
disolventes organicos para la eliminacion de los extractivos, es tratado
secuencialmente con dicloro en presencia de agua y con disolucion acuosa
caliente de sulfito de sodio. Este tratamiento conduce a la cloracion y oxidacion
de la lignina; los productos obtenidos se disuelven en la disolucion de sulfito de
sodio. Las hemicelulosas se hidrolizan solo parcialmente, por lo que hay que
introducir una correccion a la celulosa obtenida (Rowell, 2005).

Método nitro-alcohdlico: El material lignocelulésico es tratado con una mezcla
de acido nitrico y etanol en una proporcion 1:4 a ebullicién. La lignina se nitra 'y
se oxida, las hemicelulosas se hidrolizan y las sustancias extractivas se

eliminan con el etanol durante el tratamiento (Rowell, 2005).
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El método mas exacto de determinacion de la celulosa consiste en la
eliminacion de las sustancias extractivas, seguida de la deslignificacion por
cloracion y oxidacion, por tratamiento con clorito de sodio (NaClO,) o con &acido
paracético. En estas condiciones la holocelulosa se conserva intacta, para la
obtencion de la celulosa pura, se eliminan las hemicelulosas por tratamiento

con disolucion acuosa de hidroxido de sodio (Rowell, 2005).

1.2.4. Lignina

La lignina es el principal componente no-carbohidrato de la madera. Es el
polimero aromatico mas abundante en la naturaleza y representa entre el 20 y
25% de la materia seca en las maderas duras y entre un 26-32% en las
maderas blandas. Algunas maderas duras tropicales pueden tener contenidos
de lignina superiores al 30%. A diferencia de los polisacaridos, la lignina no es
una sustancia individual sino una mezcla de polimeros aroméaticos. Los
eslabones estructurales de la lignina son unidades de fenilpropano, ademas, la
lignina no presenta una estructura regular y sus unidades estructurales estan
unidas por distintos tipos de enlaces, lo que las diferencia de otros
biopolimeros como los polisacaridos y proteinas. Aunque muchos aspectos de
la quimica de la lignina ain no se conocen completamente, los principales
elementos estructurales han sido aclarados como resultado de estudios
detallados de preparaciones de lignina aislada (Hendricks et al., 2009).

Para estudiar la estructura y las propiedades de la lignina es necesario aislarla
de la materia lignocelulésica en un estado lo mas cercano posible a su estado
natural. La lignina natural es una red polimérica tridimensional y no se disuelve
en ningun disolvente, para disolver la lignina es necesario romper su enrejado
espacial, por eso las preparaciones de lignina en disolucién son solamente
fragmentos de la red original con un elevado grado de ramificacion. En la pared
celular de la madera, la lignina se encuentra unida mecanica- y quimicamente
con los carbohidratos. La lignina, conjuntamente con las hemicelulosas unidas
a ella, forma la matriz amorfa en la cual se encuentra confinada la armazon de
las microfibrillas de celulosa, esto dificulta el aislamiento de la lignina, para la
destruccion del enrejado de la lignina y sus enlaces con las hemicelulosas es

necesario utilizar catalizadores acidos. Como la lignina es muy sensible a
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tratamientos quimicos, incluso en condiciones suaves, siempre se transforma
durante el aislamiento (Zohreh, 2008).

La lignina de maderas blandas puede ser determinada gravimétricamente por
el método de Klason, la lignina de maderas duras se disuelve parcialmente
durante la hidrolisis acida, por lo que los valores gravimétricos deben ser
corregidos por un factor de lignina soluble en &cido.

Se han desarrollado métodos de espectroscopia UV para la determinacion de
la lignina tanto en madera como en pulpas.

Desde los afios cuarenta se llego a la conclusion de que la lignina esta formada
por unidades de fenilpropano. Las unidades de fenilpropano que forman la
lignina varian en dependencia del tipo de madera. Los mondémeros de la lignina
son las unidades p-hidroxifenilicas derivadas del alcohol p-cumarilico en las
plantas herbaceas (gramineas), las unidades guayacilicas derivadas del
alcohol coniferilico en las maderas blandas y las unidades siringilicas derivadas
del alcohol sinapilico en las maderas duras (Fig. 1.2.3.1a). La lignina de
maderas blandas esta formada casi exclusivamente por unidades guayacilicas
(Fig. 1.2.3.1b), la lignina de maderas duras contiene en mayor proporcion
unidades siringilicas, pero también presenta unidades guayacilicas (Rowell,
2005).
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Fig. 1.2.3.1a. Precursores de la lignina en gramineas y en maderas blandas y
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Fig. 1.2.3.1b. Unidad guayacilica componente de la lignina de maderas blandas
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1.2.4.1. Grupos funcionales

Como la reactividad de la lignina depende de los grupos funcionales presentes,
se requiere de informacion confiable sobre estos. Aunque los métodos
quimicos continlan siendo importantes, la determinacion de los grupos
funcionales en la lignina se realizan por medio de métodos espectroscopicos
(UV, IR, 1H NMR y C13 NMR).

A diferencia de los polisacaridos, los grupos funcionales de la lignina son mas
variados. Al igual que sus precursores, los polimeros de lignina contienen
grupos metoxilo, hidroxilo y algunos grupos carbonilo terminal (aldehido) en las
cadenas laterales. El contenido de grupos metoxilo en una preparacion de
lignina sirve de criterio sobre la transformacion ocurrida durante su aislamiento.
Los grupos hidroxilos son los mas importantes en las reacciones quimicas de la
lignina,y se dividen en fendlicos y alcohdlicos. La mayoria de los hidroxilos
fendlicos no estan libres, sino combinados a través de alguno de los enlaces
caracteristicos con la unidad de fenilpropano vecina. Especialmente las
unidades siringilicas de la lignina de maderas duras se encuentran
extensamente eterificadas. Los grupos hidroxilos alcohdlicos pueden ser
primarios (en posicion y) y secundarios (en posicion a). Estos dltimos son muy
reactivos, especialmente cuando existe un hidroxilo fendlico en estado libre,
debido a que forman particulas intermediarias altamente reactivas tanto en
medio &cido como en medio alcalino. Los grupos hidroxilos alcohdlicos
aparecen con frecuencia esterificados con acido p-hidroxibenzoico y con acido
p-hidroxicinamico.

Los grupos carbonilos pueden existir como funcion aldehido (en la posiciony) y
como funcién cetona (en las posiciones a y B). Ademas de estos grupos,
también existen dobles enlaces (a-B) y grupos carboxilo (en la posiciony)
(Rowell, 2005).

1.2.4.2. Estructura de la lignina
La lignina no es una sustancia individual por lo que es imposible representar su
estructura mediante una férmula. No obstante, tomando como base la

informacion obtenida en los estudios de biosintesis, asi como en el analisis de
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los varios tipos de enlaces y de grupos funcionales se han construido férmulas
estructurales para la lignina.

En la Fig. 1.2.3.1c se muestra la formula propuesta por Adler para la lignina de
maderas blandas. Esta formula consiste en 16 unidades de fenilpropano y
representa solamente un segmento de la macromolécula de lignina. Desde
luego, un modelo de tan limitado tamafio no puede dar un panorama
estrictamente cuantitativo. Por ejemplo, la incorporacion de una unidad
siringilica en la formula solo tiene un significado cualitativo, pues en realidad el

contenido de ese tipo de unidades en la lignina de maderas blandas es

extremadamente baio (alrededor de 1%).
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Fig. 1.2.3.1c. Segmento estructural de la lignina de coniferas propuesto por
Adler.

1.2.4.3. Reacciones de lalignina

La variedad de grupos funcionales existentes en la lignina hace que esta sea
muy reactiva. Las reacciones siguen las generalidades de las reacciones de los
compuestos organicos. No obstante, en la lignina, al igual que en otros
polimeros, es posible la ocurrencia simultanea de varias reacciones de
diferentes tipos. Las reacciones macromoleculares de destruccion y de
condensacion son competitivas, la destruccion hidrolitica tiene lugar solamente
en enlaces de tipo éter, pero no ocurren en enlaces de tipo C-C, cuya ruptura

es posible solamente durante la destruccion térmica de la lignina(Yufera, 2002).
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1.2.4.4. Reacciones de destruccion hidroliticay de condensacion

La destruccién hidrolitica de los enlaces B-O-4 ocurre tanto en medio &cido
como en medio alcalino (Fig. 1.2.4.1d). El grupo hidroxilo fenélico que se forma
en el carbono 4 del anillo bencénico como resultado de esta reaccion, activa al
grupo hidroxilo alcoholico de la posicion o de la cadena lateral, lo que propicia
la participacion de este Ultimo en reacciones de condensacion. Durante la
condensacion se forman nuevos enlaces C-C a-5, lo que conduce a un
aumento de la masa molecular de la lignina y a una disminucion de su
reactividad y solubilidad. Las reacciones de condensacion y de destruccién son
competitivas porque ambas son propiciadas por las mismas condiciones: medio

acido o alcalino y altas temperaturas.
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Fig. 1.2.4.1d. Reaccion de destruccion hidrolitica de la lignina
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Fig. 1.2.4.1d. Reaccion de condensacion de la lignina

En condiciones severas, por ejemplo durante la hidrélisis de los polisacéaridos
de la madera con &cido sulfurico concentrado, las reacciones de condensacion
de la lignina predominan sobre las reacciones de destruccion. En condiciones
mas suaves, por ejemplo durante el tratamiento de la madera con disolventes
organicos (etanol o dioxano) en presencia de pequefas cantidades de agua o
acido clorhidrico concentrado las reacciones de destruccion de la lignina

predominan sobre las reacciones de condensacion(Mosier et al., 2005).
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1.2.5. Hemicelulosas

En contraste con la celulosa, que es un homopolisacarido lineal, las
hemicelulosas son heteropolisacaridos ramificados. Las hemicelulosas, al igual
que la celulosa son material de soporte en las paredes celulares. Las
hemicelulosas se hidrolizan facilmente por acidos con formacion de sus
azlcares componentes, los cuales son D-glucosa, D-manosa, D-galactosa,
D-xilosa, L-arabinosa y pequefias cantidades de L-ramnosa, y de los acidos
D-glucurénico y 4-O-metil-D-glucurdénico y D-galacturénico. ElI grado de
polimerizacion de las hemicelulosas es de s6lo 200 (Balat et al., 2008).

El contenido de hemicelulosas en la materia seca de la madera es
generalmente entre 20 y 30%. La composicidbn y estructura de las
hemicelulosas es diferente en maderas duras y blandas. También existen
diferencias considerables en el contenido y caracteristicas de las hemicelulosas

en el tronco, ramas, corteza y raices.

1.2.5.1. Hemicelulosas de las maderas blandas

Los galactoglucomananos son las principales hemicelulosas de las maderas
blandas (representan alrededor de un 20%). Presentan un esqueleto lineal o
ligeramente ramificado formado por unidades de B-D-glucopiranosa y B-D-

manopiranosa unidas por enlaces (1-4) (Fig. 1.2.5.2a)(Chum et al., 1985).
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Fig. 1.2.5.2a. Estructura principal del galactoglucomanano

Los galactoglucomananos se pueden dividir en dos fracciones con diferentes
contenidos de galactosa. La fraccién con bajo contenido de galactosa presenta
una proporcion de galactosa: glucosa: manosa de aproximadamente 0.1:1:4,
mientras que la fraccion rica en galactosa tienen una proporcion de 1:1:3. La
primera fraccion frecuentemente es nombrada glucomanano. Los residuos de
o-galactopiranosa se encuentran en forma de cadenas laterales de una sola

unidad, unidos a la cadena principal por enlaces (1-6). Los grupos hidroxilo en
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las posiciones C2 y C3 en la cadena principal estan parcialmente sustituidos
por grupos O-acetilo. Los galactoglucomananos son facilmente
depolimerizados por la accion de los acidos. El enlace entre la unidad de
galactosa y la cadena principal es el que se hidroliza con mayor facilidad. Los
grupos acetilo son mucho mas faciles de hidrolizar por alcalis que por acidos.
Ademas de los galactoglucomananos, las maderas blandas también poseen
arabinoglucuronoxilanos (5-10%), estan formados por una cadena principal de
unidades de B-D-xilopiranosa unidas por enlaces (1-4), las posiciones C2 estan
parcialmente sustituidas por &cido 4-O-metil-a-D-glucurénico en un promedio
de dos residuos por cada 10 unidades de xilosa. Ademas, por cada 10
unidades de xilosa existen 1.3 residuos de a-L-arabinofuranosa (Fig. 1.2.5.2b).
(Hendricks et al., 2009)

Fig. 1.2.5.2b. Estructura principal del arabinoglucuronoxilano

Este polisacarido es muy abundante (5-35%) en la madera de larice, sin
embargo es poco comun en otras maderas blandas. Su esqueleto principal esta
formado por unidades de p-D-galactopiranosa unidas por enlaces
galactosidicos (1-3). Practicamente cada unidad esta sustituida por una
ramificacion de B-D-galactopiranosa (1-6) y también por algunos residuos de L-
arabinosa y de unos pocos residuos de acido glucurénico. El arabinogalactano
es poco viscoso y muy soluble en agua debido a su estructura ramificada.
Ademas de los galactoglucomananos, arabinoglucuronoxilanos vy
arabinogalactanos, las maderas blandas contienen otros polisacaridos
presentes en cantidades menores. Entre esos polisacaridos se incluyen el
almidon (compuesto por amilosa y amilopectina) y las sustancias pépticas.

Las unidades mas comunes de los polisacaridos pépticos son residuos de

acido D-galacturonico, L-arabinosa y L-ramnosa. Aunque las sustancias
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pépticas normalmente no son clasificadas como hemicelulosas, esta distincion

es dificil y mas o menos arbitraria.

1.2.6. Extractivos

Por sustancias extractivas (0 sencillamente extractivos) se conoce una gran
variedad de componentes vegetales que pueden ser separados de la madera
por extraccion con disolventes neutrales (agua a disolventes orgénicos). El
contenido de extractivos en maderas de climas templados no suele ser superior
de 3-4%, pero en algunas especies tropicales supera el 40%. Ademas, el
contenido de extractivos es diferente en distintas partes del arbol, por ejemplo
la corteza contiene mas extractivos que la madera y las gramineas,
generalmente contienen mas extractivos que la madera. Los extractivos,
aunque generalmente representan una fraccidn pequefia, comprenden un
namero extraordinariamente grande de compuestos individuales tanto lipofilicos
como hidrofilicos. (Rowell, 2005)

Los extractivos son constituyentes no estructurales de la madera, ya que son
casi exclusivamente compuestos extracelulares y de baja masa molecular con
la excepcidén de algunos polisacaridos. Estos compuestos estan presentes en
los exudados que se forman en los arboles como respuesta al dafio mecanico o
al ataque por insectos u hongos. El color y el olor de la madera estan
determinados por la presencia de sustancias extractivas.

Diferentes tipos de extractivos son necesarios para mantener las diversas
funciones bioldgicas del arbol. Por ejemplo, las grasas constituyen la fuente de
energia de las células vegetales, mientras que los terpenoides inferiores, los
acidos resinicos y las sustancias fendlicas protegen el arbol contra el dafio
microbiano o los ataques de los insectos (Rowell, 2005).

Aungue no es muy preciso, el término resinas con frecuencia se usa como
nombre colectivo para los extractivos lipofilicos, los cuales son solubles en
disolventes organicos apolares e insolubles en agua.

La determinacién cuantitativa de los extractivos en maderas y pulpas se lleva a
cabo por métodos estandarizados después de la extraccién con disolventes
organicos, tales como hexano, diclorometano, éter dietilico, acetona, etanol o

mezclas de estos. En la identificacion de componentes individuales son muy
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eficaces los métodos de cromatografia liquida en combinacion con
espectroscopia de masas. El aislamiento de todos los componentes
individuales de los extractivos del material lignocelulésico en estado puro es
practicamente imposible. En dependencia del disolvente utilizado y del método
de extraccion los extractivos se clasifican en: sustancias volatiles con vapor
(también conocidas como volatiles o como aceites esenciales), a este grupo
pertenecen los terpenos y terpenoides; solubles en disolventes organicos
(resinas): acidos resinicos, acidos grasos, grasas, ceras, compuestos fendlicos,
hidrocarburos, etc.; solubles en agua (fria o caliente): taninos, colorantes,
alcoholes ciclicos, sales hidrosolubles, mono- y disacaridos, alcaloides,
almiddn, arabinogalactano, pectinas, etc. (Rowell, 2005).

Algunos extractivos hidrosolubles se disuelven parcialmente en disolventes
organicos. El contenido de los grupos antes mencionados depende no sélo de
la especie de material lignocelulésico sino también del disolvente empleado y
del procedimiento seguido para la extraccion. Generalmente, la madera no
contiene muchas sustancias hidrosolubles, aunque los taninos y el
arabinogalactano estan presentes en altas concentraciones en algunas
especies. Sin embargo, el arabinogalactano no es considerado extractivo sino
hemicelulosas (Rowell, 2005).

Los extractivos tienen importancia para aplicaciones técnicas y constituyen una
materia prima muy valiosa para la produccién de sustancias organicas.
Ademas, juegan un papel importante en los procesos de pulpeo y de
fabricacion de papel.

1.3 Métodos de pretratamientos de los materiales lignocelulésicos

Existen diferentes tipos de pretratamientos, que se utilizan para hacer mas
accesible la celulosa a las enzimas en algunos casos y en otros persiguen
como fin el fraccionamiento del material en sus diferentes componentes, entre
los cuales se encuentran métodos quimicos, fisicos, biolégicos o

combinaciones de estos (Bjerre et al., 1996).
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1.3.1 Métodos fisicos

Las operaciones mecanicas de cortado, molienda y triturado pueden reducir el
tamafio de particula de los materiales lignocelulésicos para aumentar el area
de superficie de contacto, reducir el grado de polimerizacién y disminuir la
cristalinidad de las fibras, lo que facilita el acceso de las enzimas y aumenta la
reactividad de la celulosa (Sanchez et al.,, 2008). Sin embargo, los métodos
mecanicos no son muy atractivos por su alto consumo energético y costos
capitales. Los requerimientos energéticos para estas operaciones dependen
del tamafio de particula necesario y de las caracteristicas de la biomasa (Sun 'y
Cheng, 2002; Sanchez et al., 2008). Otra limitacion de los métodos mecanicos
es que no eliminan la lignina ni las hemicelulosas, y como consecuencia de
esto se producen inhibidores para los procesos subsiguientes (Jiang et al.,
2007; Bak et al., 2009).

1.3.2 Métodos fisico-quimicos

La explosibn con vapor es un método fisico-quimico que da buenos
rendimientos en un corto tiempo y minimiza el uso de reactivos quimicos
(Gregg y Saddler, 1996). Consiste en un calentamiento del material con vapor
saturado seguido de una descompresion explosiva. Durante el calentamiento,
los grupos acetilo de las hemicelulosas se hidrolizan y el acido acético formado
cataliza la hidrdlisis de las hemicelulosas, por lo que este método también se
conoce como autohidrdlisis. El agua sobrecalentada atrapada en el interior de
las células se evapora cuando la presibn del reactor es disminuida
bruscamente, de este modo ocurre la disrupcion de la estructura celular debido
a la presién interna generada por la evaporacion instantanea, lo que conlleva al
ablandamiento del material fibroso (Puri y Pearce, 1985).

Otro método es la utilizacion de agua caliente en estado liquido (LHW, Liquid
Hot Water). En este método, el cual no requiere del uso de reactivos, las
hemicelulosas se solubilizan en forma de oligosacaridos y la fraccién celulésica
es facilmente hidrolizable (Mosier et al., 2005; Zeng et al., 2007).

Es importante el control del pH, la temperatura y el tiempo de reaccion para
mejorar la digestibilidad enzimatica del material (Mosier et al., 2005). Este
método ha dado buenos resultados para el bagazo de cafia, llegando a superar

a la explosion con vapor en cuanto al rendimiento de azlcares y a la
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disminucién de la formacion de inhibidores (Schuman et al., 1999; Laser et al.,
2002).

La explosiébn con amoniaco, AFEX (Ammonia Fiber Explosion), es un
pretratamiento fisico-quimico en el cual el material es expuesto al amoniaco
liquido a 90-100°C durante unos 30 minutos y luego la presion es reducida
bruscamente. La AFEX mejora la hidrdlisis enzimética y minimiza la formacion
de inhibidores de la fermentacion (Chundawat et al., 2007), pero es poco
efectiva en materiales con alto contenido de lignina y se requiere de la
recirculacion del amoniaco (Sun y Cheng, 2002; Eggeman y Elander, 2005).
Otro método parecido es la explosion con diéxido de carbono (COy,), la cual
también opera a bajas temperaturas por lo que se evita la degradacién de los
azucares (Dale y Moreira, 1982). La explosién con CO, es menos costosa que

la explosién con amoniaco (NHs) (Zheng et al., 1998).

1.3.3. Métodos quimicos.

La biomasa lignocelulésica es muy diversa, incluye la Madera, residuos
forestales, yerbas, arbustos, residuos de jardineria y residuos agricolas entre
otras, siendo una fuente de energia renovable, almacenando la energia en los
enlaces quimicos (McKendry, 2002). Esta fuente de materia prima puede ser
procesada quimicamente para romper los enlaces quimicos y transformar esta
energia en biocombustibles, tales como el biodiesel, el bioetanol y el biogas.
Una alternativa prometedora es convertir esta abundante biomasa
lignocelulésica en bioetanol mediante la hidrolisis enzimatica, sin embargo para
romper la estructura compleja de las paredes celulares de las células vegetales
y hacer accesible la celulosa a las enzimas es necesario aplicar algiin método
de pretratamiento (Chang y Holtzapple, 2000).

Existen diversos métodos quimicos para el tratamiento de los materiales
lignoceluldsicos, entre ellos se encuentran la hidrélisis acida, hidrolisis basica y
la utilizacion de disolventes. Los métodos de pretratamiento han sido
desarrollados para mejorar la accesibilidad de las enzimas a la celulosa (Moiser
et al., 2005).

Un método de pretratamiento potencial es el pulpeo organosolv basado en el
uso de disolventes organicos como los alcoholes y los acidos organicos, para

solubilizar la lignina y una parte de hemicelulosas (Puls, 1993; Muurinen, 2000).
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Aunque ese método ha sido principalmente de interés por la industria de la
pulpa, se ha demostrado que produce una celulosa relativamente pura y muy
reactiva hacia la hidrolisis enzimatica (Araque et al., 2008).

Los pretratamientos organosolv permiten adecuar la celulosa a la accion de las
enzimas mediante el uso de disolventes organicos que solvolizan y solubilizan
la lignina y parte de las hemicelulosas (Itoh et al., 2003; Pan et al., 2006). Estos
métodos consisten en el calentamiento de la lignocelulosa con sistemas
acuosos de disolventes organicos a temperaturas entre 150-200°C. Entre los
disolventes estudiados estan los de baja temperatura de ebullicion (etanol y
metanol) y los de alta temperatura de ebullicion (etilenglicol, alcohol
tetrahidrofurfurilico y glicerol), asi como otras clases de compuestos organicos
como 4cido acético, dimetilsulfoxido o fenoles (Chum et al., 1985). Los
pretratamientos organosolv permiten obtener una lignina relativamente pura
como subproducto (Sun y Cheng, 2002). Los disolventes usados deben ser
reciclados para reducir el costo operacional y para evitar la inhibicion de la
hidrolisis enzimatica y de la fermentacion (Sun y Cheng, 2002). Entre los
meétodos organosolv los mas eficientes en los procesos de deslignificacion de
la madera y otros materiales lignocelulésicos han sido los que utilizan oxacidos
como disolvente organico. Han sido probados experimentalmente diversos
sistemas organosolv en los ultimos afios, sin embargo sélo un pequefio grupo
de ellos ha mostrado una alta selectividad y eficiencia. Los procesos
organosolv que utilizan acido acético y acido féormico como disolventes han
mostrado buenos resultados en la deslignificacion de los materiales
lignoceluldsicos. Cuando se utiliza acido acético como agente deslignificante
catalizado con acido clorhidrico el proceso se llama acetosolv; si se utiliza
acido féormico en un medio catalizado se le denomina proceso formacell y sin
catalizador acetocell. Estos tres procesos parecen ser los mas prometedores
para alcanzar una completa utilizacion de los materiales lignocelulésicos con un
impacto ambiental minimo. Con la utilizacion de estos procesos en condiciones
suaves se puede remover la lignina y las hemicelulosas con una degradacion
no significativa de la celulosa (Ligero et al., 2008; Xu et al., 2006). El método
acetosolv ha sido aplicado exitosamente en maderas duras, blandas y en otros
materiales lignocelulésicos (Ligero et al., 2008). En el proceso acetosolv los

materiales lignoceluldsicos de cualquier procedencia pueden ser fraccionados
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en pulpa, lignina y hemicelulosas o productos de degradacion de estos, siendo
posible su utilizacion en la produccion de productos de alto valor agregado (Xu
et al., 2006). El proceso acetosolv ha sido aplicado en la deslignificacion de la
biomasa de marabu con buenos resultados, obteniéndose pulpas ricas en
celulosa y un alto grado de recuperacion de la lignina (Venkata et al., 2011;
Rodriguez, 2011).

El proceso acetosolv presenta ventajas respecto a otras tecnologias utilizadas
en la deslignificacibn de los materiales lignocelulésicos, ya que bajo
condiciones suaves de operacion se pueden alcanzar altos rendimientos de
lignina y hemicelulosas removidas en un proceso de un solo paso y la pulpa
obtenida presenta buenas caracteristicas. La celulosa puede ser recobrada en
la pulpa, mientras que parte de las hemicelulosas son hidrolizadas. Este es un
factor importante en el analisis econdémico del proceso acetosolv. La fraccion
de hemicelulosas es convertida en productos comerciables como azucares y
furfural, en proporciones que dependen de la severidad del proceso. En
condiciones drasticas el furfural (intermediario quimico utilizado en la sintesis
de los polimeros alcohol furfurilico y tetrahidroxofurano) es el subproducto
principal derivado de las hemicelulosas. La pulpa puede ser usada en la
produccion de derivados de la celulosa, tales como carboximetilcelulosa,
celofan, acetato de celulosa, papel y combustibles. La fraccion de lignina
disuelta puede ser facilmente precipitada de los licores de acetosolv mediante
la adicion de agua, separandola por filtracion de las hemicelulosas. La lignina
puede ser convertida en productos de alto valor agregado tales como fibra de
carbon, carbén activado, adhesivos y plasticos. Las desventajas del proceso
acetosolv estdn dadas por la corrosién causada por el acido clorhidrico
contenido en el medio y la esterificacion de la celulosa con acido acético,
obteniéndose una pulpa con alto contenido de grupos saponificables (Xu et al.,
2006). La oxidacion humeda es el pretratamiento de los materiales
lignocelulésicos con agua y aire u oxigeno a temperaturas por encima de
120°C (Schmidt y Thomsen, 1998). El oxigeno participa en las reacciones de
degradacion incrementando la liberacidbn de acidos organicos y permite la
operacion a temperaturas relativamente mas bajas. La oxidacion humeda esta

entre los procesos mas simples en términos de equipamiento, energia y
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reactivos quimicos requeridos (Chum et al., 1985). Es un método apropiado
para materiales con bajo contenido de lignina ya que los rendimientos decrecen
con el aumento del contenido de ésta, unido a que una buena parte de la
lignina se oxida y solubiliza. Una ventaja de la oxidacion humeda es la baja
formacién de aldehidos furanicos (Bjerre et al., 1996) y fendlicos (Klinke et al.,
2002).

La prehidrdlisis con &cido sulfarico diluido es otro método efectivo, entre cuyas
ventajas se encuentran la recuperacion de las hemicelulosas en forma de
monosacaridos y la posibilidad de recuperar la lignina pura después de la
hidrdlisis. Su principal inconveniente es el alto costo de los materiales
anticorrosivos requeridos para la construccion de los reactores (Mosier et al.,
2005b).

La ozondlisis involucra el gas ozono en la separacion de la lignina y las
hemicelulosas. Este método es eficaz bajo condiciones suaves y es
medioambientalmente factible, ya que el ozono no deja residuos debido a su
corta vida media. Sin embargo, la gran cantidad de ozono requerida para su

utilizacién en pretratamientos quimicos lo hace costoso (Caldwell, 2006)

1.3.3.1. Tratamiento organosolv con glicerol

El principio del método esta basado en el uso del glicerol como disolvente
organico por su capacidad de disolver la lignina. El material lignocelulésico se
mezcla con el disolvente, y eventualmente con agua, y se calienta a
temperaturas entre 150 y 200°C, o algo mas bajas si se emplea un catalizador,
por el tiempo requerido. En este método, ademas de la lignina, también las
hemicelulosas se solubilizan en cierto grado, con lo que la fraccion soélida se
enriquece en celulosa, la cual resulta activada para la hidrélisis enzimatica. Los
informes en los procesos de organosolv con alcohol se han basado
principalmente en el tratamiento con metanol o etanol, mientras otros alcoholes
han llamado menos la atencién debido a sus costos relativamente altos. Por
otro lado, los métodos organosolv estan a menudo limitados por el riesgo de los
funcionamientos de presion alta y el uso de disolventes volatiles e inflamables.
El glicerol es un compuesto organico con una alta temperatura de ebullicion,
ademas se obtiene como subproducto en grandes cantidades en el proceso de

produccion de biodiesel por lo que es una buena opcién para el proceso
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organosolv, pero hasta ahora soélo se ha investigado para unos pocos
materiales lignocelulésicos como algunas maderas blandas (Demirbas, 2007) y
paja de trigo (Sun y Cheng, 2007; Suny Chen, 2008).

1.3.3.2. Hidrdlisis alcalina

La hidrolisis alcalina puede ser utilizada como método de pretratamiento de los
materiales lignocelulésicos, su efecto deslignificante depende del contenido de
lignina del material pretratado (McMillan, 1994; Sun y Cheng, 2002). El
mecanismo de la hidrdlisis alcalina esta relacionado con la saponificacion de
los enlaces éster intermoleculares que unen a los xilanos de las hemicelulosas
con los demas componentes (lignina y celulosa). La porosidad de los
materiales lignoceluldsicos aumenta con la eliminacién de estos enlaces (Sun'y
Cheng, 2002). El tratamiento con disolucién diluida de hidroxido de sodio crea
porosidad y tlneles que aumenta la superficie de contacto del material,
disminuye su grado de polimerizacion, disminuye su cristalinidad, elimina los
enlaces estructurales de la lignina con los carbohidratos rompiendo la
estructura de la lignina (Fan et al., 1987; Sun y Cheng, 2002). Este método no
es recomendable para materiales con un contenido de lignina superior al 26 %,
aunque en materiales con mas de un 20 % de lignina disminuye su efecto (Sun
y Cheng, 2002).

1.4. Hidrdlisis enzimatica
Debido a los inconvenientes de la hidrdlisis acida, durante los ultimos afios se
le ha dedicado especial atencion a la hidrélisis enzimética, la cual se lleva a
cabo utilizando celulasas, fundamentalmente de hongos del género
Trichoderma (Taherzadeh y Karimi, 2007b). La produccion de las enzimas es
una etapa crucial del proceso de conversién de la lignocelulosa en etanol, ya
qgue el costo de estas representa hasta el 23% del costo de produccién del
etanol (Nguyen, 1993). La hidrdlisis enzimatica de la celulosa consiste en la
adsorcion de la celulasa sobre la superficie de la celulosa, la biodegradacion de
la celulosa en azucares fermentables y la desorcion de la celulasa (Taherzadeh
y Karimi, 2007b). El pH y la temperatura son factores que influyen en el
proceso de hidrélisis enzimatica, pardmetros controlables con la adicion de un

buffer adecuado en el primer caso y la utilizacién de incubadoras para controlar
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la temperatura (Tengborg et al., 2001). La alta concentracién de sustrato
disminuye la velocidad de conversion, afectando el mezclado y la transferencia
de masa (Sun y Cheng, 2002). La adicion de enzimas debe estar en el rango
entre 5y 35 % (Borjesson et al. 2007). La hidrolisis enzimética presenta una
serie de ventajas sobre la hidrélisis acida, es un método selectivo, con un
mayor rendimiento y sin el inconveniente de la formacién de productos
colaterales. Ademés, el consumo de energia es menor (Galbe, 1994), las
principales limitaciones de la hidroélisis enzimatica son el alto costo de las
enzimas (Saddler, 1993; Taherzadeh y Karimi, 2007b) y el requerimiento de
grandes reactores debido a la lentitud de la reaccién (Olsson, 1994;
Taherzadeh y Karimi, 2007b).

1.5. Marabu (Dichrostachys cinerea)

El marabd (Dichrostachys cinerea L.), perteneciente a la familia Fabaceae y la
subfamilia Mimosoideae, es una especie nativa de Africa y del sudeste asiatico.
Desde el siglo XIX fue introducida en Cuba, asi como en el sur de Estados
Unidos, La Espafiola y en las Antillas Menores (Moyroud, 2000).

En Cuba se conoce por distintos hombres comunes como marabu, aroma,
aroma francesa, aroma blanca, espina del diablo y Weyler. Es un arbusto que
alcanza alturas maximas de 4-5 m. Excepcionalmente en suelos propicios y
hamedos llega a 10 m de altura y hasta 18 cm de diametro. Sus troncos son
tortuosos, con numerosas ramificaciones muy espinosas que suelen formar
entramados impenetrables. Este arbusto se expande rapidamente por las
deyecciones del ganado que consume sus legumbres. Resulta muy dificil de
eliminar porgue sus largas raices son capaces de originar numerosos retofios
dondequiera que emerjan a la superficie del suelo formando tupidas espesuras.
Esto se debe a que no tiene aqui las plagas y enfermedades que frenan su
desarrollo en sus lugares de origen, asi como a su tolerancia a suelos diversos
y a la sequia (Moyroud, 2000; Wakeling et al., 2007).

A pesar de su enorme impacto ambiental negativo en Cuba, el marabu resulta
atil en algunos aspectos, debido a que protege grandes areas de suelos
desprovistos de vegetacion natural contra la erosion. Sirve como refugio para
especies nativas de la fauna afectadas por especies depredadoras introducidas

o por la caza furtiva. Es de alguna utilidad como planta apicola,es fuente de
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alimento proteico para el ganado, especialmente el ovino-caprino. Su madera
es muy dura, duradera, inmune al ataque de hongos e insectos, de alta
densidad, y textura fina. Es utilizada para cercas, construcciones rusticas y
ebanisteria. Por su alto poder calérico se utiliza como lefia y para la fabricacion
de carbon. Se calcula que con maquinaria y el consumo de una tonelada de
petrdleo pueden cortarse 800 toneladas de biomasa (que equivalen a la
energia de 267 a 400 t de petroleo), en 13.43 ha, en un turno de trabajo
(Méndez y Ramos, 2004).

El control por consumo intensivo del ganado puede ser un complemento del
control por otros métodos. La erradicacion del marabu resulta tan trabajosa y
costosa que muy a menudo las tierras invadidas son abandonadas por los
productores (Moyroud, 2000; Wakeling et al., 2007).

Son extensas las areas que ocupa el marabu en nuestro pais contribuyendo a
la generacion de una gran cantidad de biomasa, enriqueciendo sus
potencialidades como fuente de materia prima considerable en la produccién
de etanol celulésico. Recientemente se demostro que el marabu presenta altos
contenidos de celulosa y lignina, y cantidades considerables de hemicelulosas,
ademas de sustancias extractivas y minerales (Soudham et al., 2011;
Rodriguez, 2011). Los estudios realizados demuestran la eficiencia econémica
de las biorrefinerias lignocelulésicas que combinen la produccion de
combustibles con otros productos quimicos y ademas genere energia eléctrica
(Wyman, 2003). No obstante, se ha estimado que en las biorrefinerias
modernas el 40% de la lignina resultante de los procesos hidroliticos de los
polisacaridos bastaria para satisfacer los requerimientos energéticos del
proceso (Mabee et al., 2006). El restante 60% podria dirigirse a la obtencion de
distintos productos de alto valor agregado (Sannigrahi et al., 2010). A partir de
la lignina del marabu pueden obtenerse plasticos verdes, materiales adhesivos,
dispersantes y emulsificantes. La lignina puede ser utilizada para la produccién
de compuestos aromaticos importantes y de alta demanda como son el fenol y

sus derivados, el benceno, tolueno y xileno (Bozell et al., 2007).
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1.6. Conclusiones parciales.

e Los materiales lignoceluldsicos son una fuente de materia prima
con alto contenido de carbohidratos y de gran potencialidad para
la produccién de etanol.

e El marabl por su composicidbn quimica y abundancia en los
campo de Cuba, puede ser utilizado como materia prima
potencial en la produccién de bioetanol.

e Con la aplicacion del pretratamiento organosolv con glicerol se
puede lograr la solubilizacion de una considerable cantidad de
lignina contenida en la materia prima.

e Una deslignificacion adicional eliminaria en gran medida el

contenido de lignina en la materia prima.
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Capitulo 2: Materiales y meétodos

2.1. Etapas de la investigacion

El trabajo experimental tuvo lugar en el laboratorio del Grupo de Tecnologia de
Biorrecursos, del Departamento de Quimica e Ingenieria Quimica de la
Universidad de Matanzas.

La primera etapa de la investigacion comprendié la caracterizacion fisico-
quimica de la materia prima (Marabu). Todas las determinaciones de esta
caracterizacion fueron realizadas teniendo en cuenta los Métodos estandar
para el Analisis de Biomasa lignocelulésica, perteneciente a los Laboratorios
Nacionales de Energia Renovable de los EEUU (NREL).

La segunda etapa consistié en el pretratamiento de la biomasa de Marabu con
glicerol prefijando los valores de temperatura, tiempo de reaccion y la
concentracion del disolvente, resultados obtenidos en investigaciones
anteriores (Martin et al., inédito), asi como la caracterizacion fisico-quimica del
material pretratado.

La tercera etapa del trabajo experimental consisti6 en la deslignificacion
alcalina con hidréxido de sodio del marabl pretratado sobre la base de un
disefio de experimentos de superficie de respuesta, con compuesto central, con
tres factores y a tres niveles, modelado por el software Statgraphics Plus 5.0 y

la caracterizacion fisico-quimica de cada fraccion.

2.1.1. Materia prima
Las muestras de tallos de marabu (Dichrostachys cinerea), recolectadas en
zonas agricolas de la provincia de Matanzas, fueron cortadas, molidas,
secadas al aire durante una semana y en estufa a 50°C durante 48 h.
Posteriormente, el material seco fue tamizado en zaranda vibratoria (VEB MLW
Labortechnik ILMENAU IHVR-2, Alemania) para obtener una fraccion con un
tamafio de particula de 1 mm, la cual fue utilizada para el andlisis de la
composicion quimica, y otra fraccion de 2 mm, que fue utilizada en los
tratamientos. Ambas fracciones fueron homogenizadas para garantizar una
composicién idéntica en todas las alicuotas del material, y conservadas en

bolsas plasticas con el objetivo de mantener una humedad constante.
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2.2. Caracterizacion de la materia prima

La materia prima fue analizada quimicamente para determinar el contenido de
humedad, cenizas, extractivos, lignina de Klason, hemicelulosas como
polisacéaridos facilmente hidrolizables (PFH) y la celulosa como polisacéaridos
dificilmente hidrolizables (PDH) e hidrolisis acida analitica (HAA). Los
contenidos de humedad, cenizas, extractivos y lignina de Klason fueron
determinados mediante los protocolos del National Renewable Energy
Laboratory (NREL) de los EE.UU. (Sluiter et al.,, 2008 a-d). Los polisacaridos
facilmente vy dificilmente hidrolizables fueron determinados por una
modificacion del método reportado por Bazarnova (2002). Todos los andlisis se
realizaron por triplicado.

2.2.1 Determinacion de la humedad

La determinacion de la humedad fue realizada por lo planteado en el “Standard
Method for Determination of Total Solids in Biomass” de los NREL.
Procedimiento analitico de laboratorio 001 (Sluiter et al., 2008a). Este Método
Standard se basa en el analisis gravimeétrico por volatilizacion indirecta.

Sobre la base de este método se sigue el siguiente procedimiento: se peso
exactamente 1.0000 g de la muestra, la cual fue colocada en estufa a 105°C
(AISETg YLD-6000 P\G2007ba, R.P. China), se pesd nuevamente y es repetida
la operacion hasta obtener un peso constante (hasta que en dos pesadas
consecutivas se obtuvo diferencias de no mas de 0.2 mg). Posteriormente se
enfrid en desecadora con cloruro de calcio anhidro y silicagel, se pes6 en una
balanza analitica digital Sartorius BS 124 S. Max 120g, con una precision de

0.1mg, China). El contenido de humedad se determiné mediante la siguiente

expresion:
MRMH — MRMS
~ MRMH — MRS
Donde:
H: humedad.

MRMH: masa del recipiente con la muestra himeda.
MRMS: masa del recipiente con la muestra seca.

MRS: masa del recipiente seco.
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2.2.2. Determinacion de Cenizas

La determinacién de cenizas fue realizado por lo planteado en el “Standard
Method for Ash in Biomass” de los NREL. Procedimiento analitico de
laboratorio 005 (Sluiter et al., 2008b). Este Método Standard para el Andlisis de
Biomasa lignocelulésica se basa en el analisis gravimétrico, el cual establece el
siguiente procedimiento: en un crisol de porcelana de masa conocida se
introdujo 1.0000 g de muestra. Se le di6 tratamiento térmico en un horno mufla
(AISET YLD-6000, Alemana de 0.1°C de sensibilidad) a una temperatura de
575 + 25°C por espacio de tres horas, se pesO nuevamente y se repitio la
operacion hasta obtener peso constante (hasta que en dos pesadas
consecutivas se obtuvo diferencias de no mas de 0.2 mg). Para conseguir una
combustion lenta y controlada del material se introdujo en la mufla a baja
temperatura (100-150°C), incrementandola a intervalos de 50°C, hasta 575 °C.
Posteriormente se enfri6 en desecadora y se peso6 en balanza analitica digital
(Sartorius BS 124 S. Max 120g, con una precision de 0.1lmg, China). El

contenido de cenizas se determind mediante la siguiente expresion:

MRC — MRS

cC = x
(MRMH — MRS) = (1 — H)

100

Donde:
CC: contenido de cenizas.
H: humedad.
MRMH: peso del recipiente con la muestra humeda.
MRMS: peso del recipiente con la muestra seca.
MRS: masa del recipiente seco.

MRC: masa del recipiente con las cenizas.

2.2.3 Determinacion de sustancias extractivas
La determinacion de los extractivos fue realizada segun lo planteado en el
“Standard Method for the Determination of Extractives in Biomass” de los
NREL. Procedimiento analitico de laboratorio 010 (Sluiter et al., 2008d). Este
Método Standard se basa en el analisis gravimétrico, por extraccion solido-
liquido. El cual establece el siguiente procedimiento: se pesaron 3g de muestra,

asegurandose que fuera representativa de la porcidbn entera del material.
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Cuidadosamente se agreg0 la muestra al dedal para la extraccion. Se coloco el
mismo en un aparato Soxhlet y se utilizaron 150 mL de etanol al 95% en
volumen como disolvente. Se realizé la extraccion a reflujo durante 24 horas en
bafio termostatado (Midingen / Sitz Freital, Alemania), verificando la proporcién
calorifica, para dar de 4 a 5 ciclos por hora. Se realizaron aproximadamente de
100 a 120 ciclos durante las 24 horas. Finalizada la extraccion, se retiré el
dedal y se lavé la muestra con etanol 95 % en volumen. El balén, conteniendo
el etanol y los extractos, se llevo a un rotoevaporador (IKA RV 05 Basic. Bafio
de agua, IKA HB4 Basic, Alemania), recuperandose el etanol por evaporacion a
vacio, a 45% 5°C. Se enfri6 en desecadora con cloruro de calcio anhidro y
silicagel y se peso en balanza analitica digital (Sartorius BS 124 S. Max 120g,
con una precision de 0.1 mg, China). El contenido de extractos se determina

mediante la siguiente expresion:

MRMS — MRS

= + 100
MMH = (1—H)

Donde:
CE: contenido de extractos.
H: humedad de la muestra.
MRMH: masa del recipiente con la muestra humeda.
MRMS: masa del recipiente con la muestra.

MRS: masa del recipiente seco.

2.2.4. Determinacion de polisacéaridos facilmente hidrolizables (PFH)

La determinacion de los PFH se realiza segun lo planteado por Leononzh y
Obolenskaia en 1988. Este método se basa en el analisis gravimétrico por
solubilizacion de las hemicelulosas. El cual sigue el siguiente procedimiento: se
pesaron 2.0000 g de biomasa libre de extractos en balanza analitica digital
(Sartorius BS 124 S. Max. 120g, con una precision de 0.1 mg, China). Se
afiadié6 en un balén con boca esmerilada y fondo redondo de 100 mL de
capacidad, al que se le adicionaron 20 mL de acido clorhidrico al 5 % en masa
y se agitd cuidadosamente por espacio de 30 minutos. Se reflujé durante tres
horas en bafio termostatado (Midingen / Sitz Freital, Alemania) a una

temperatura de 100°C. Transcurrido este tiempo se filtré a vacio, con bomba
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(ILMVAC 400171, China). El residuo solido o torta se secO en estufa-
incubadora digital con control térmico (AISET YLD-6000, Alemania de 0.1°C de
sensibilidad) por espacio de 24h a 105°C y se enfri6 en desecadora con
cloruro de calcio anhidro y silicagel. El contenido de polisacaridos facilmente

hidrolizables se determind mediante la siguiente expresion:

prrr= e ™) 100
m

aQ
Donde:
My: Mmasa inicial de la muestra.

m; :masa del residuo.

2.2.5. Determinacién de polisacéridos dificilmente hidrolizables (PDH)

Los residuos de la determinacion de los PFH fueron pesados e introducidos en
vasos de precipitado de 100 mL. A cada vaso se adiciond 15 mL de acido
sulfdrico al 72% en masa, y la mezcla se mantuvo durante 2 h a temperatura
ambiente con agitacion periddica. Posteriormente, la mezcla fue transferida a
un balén de 500 mL, se le adicion6é 135 mL de agua destilada y se reflujo
durante 2 h en un bafio de agua (Midingen / Sitz Freital, Alemania).
Finalmente, la mezcla se enfrié y se filtr6 a vacio (Bomba ILMVAC 400171,
Alemania). El residuo de la filtracién se secé a 105°C durante 24 h, se enfri6 y

peso. El contenido de PDH se calculé utilizando la siguiente expresion:

my; — Mgy
PDH=————=100
My

Donde:

Mo, Masa inicial de la muestra,

my, masa inicial del residuo de la determinacién de PFH,

mz, masa final del residuo de este proceso.
El contenido de PDH también fue determinado a partir de los azlcares

reductores totales en el filtrado.
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2.2.6. Determinacion de hidrdlisis acida analitica (HAA) y lignina de
Klason

La lignina de Klason se determina como el residuo de la hidrélisis acida
analitica a las muestras de biomasa (Sluiter et al., 2008 c). Muestras de 0.5 g
de biomasa libre de extractivos se mezclaron en un tubo de ensayo con 5 mL
de &cido sulftrico al 72%, y se hidrolizaron por una hora en bafio de agua
(Midingen / Sitz Freital, Alemania) a 30°C. A continuacién, la mezcla se
transfirid a un frasco roscado de 250 mL, y el acido sulfdrico se diluyé hasta
alcanzar el 4% en masa mediante la adicion de agua destilada. Los frascos con
las mezclas se colocaron en una autoclave (Advantage AL02-03-100, China) a
121+3°C por una hora. Posteriormente, el contenido de los frascos se filtr6 a
vacio (Bomba ILMVAC 400171, Alemania) a través de vasos filtrantes con
tamano de poro nimero 3, y el filtrado fue colectado y guardado a 4°C para la
posterior determinacién de los carbohidratos. Los vasos filtrantes, con el
residuo solido, fueron secados a 105+3°C durante 24 h, enfriados en una
desecadora, y pesados en balanza analitica (Sartorius BS 124 S. Max 120g,
con una precision de 0.1mg, China). El contenido de lignina de Klason se

calculé por la siguiente expresion:

MRMS — MRS
CLK = " * (100 — CE)

Donde:
CLK: contenido de lignina de Klason.
CE: contenido de extractos.
H: humedad de la muestra.
MRMH: masa del recipiente con la muestra himeda.
MRMS: masa del recipiente con la muestra.
MRS: masa del recipiente seco.

2.2.7. Determinacion de azucares reductores totales (ART)

La determinacion de los azucares reductores totales se realizO segun lo
planteado por Miller, 1959. Este método se basa en un analisis colorimétrico. El
cual sigue el siguiente procedimiento: la determinacion se realiza utilizando

acido 3,5 dinitrosalicilico como desarrollador de color. Se prepararon patrones
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de glucosa a 0.1, 0.25, 0.4, 0.6, 0.7, y 1.0 mg/mL de concentracion, se
realizaron las lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 546 nm en un
espectrofotometro (Zuzi UV-4200, Espafia), para la confeccion de una curva de
calibracion. El contenido de ART se determind contra la curva patron y los
resultados son expresados en g / L. Teniendo en cuenta la dilucién apropiada
para el hidrolizado objeto de analisis, se toman 0.5 mL de la misma y se sitian
en un tubo de ensayo, seguidamente se le adiciona 0.5 mL del reactivo
desarrollador de color (acido 3.5- dinitrosalicilico), y se pone en bafio de agua
termostatado (Midingen / Sitz Freital, Alemania) a 100 °C por 10 min. A
continuacion se deja que la solucion alcance la temperatura ambiente y se le
adicionan 1.2 mL de agua destilada, posteriormente se leyé en el
espectrofotometro (Zuzi UV-4200, Espafia) a una longitud de onda de 546 nm.
Los valores obtenidos se ajustaron por minimos cuadrados y se obtuvo la
ecuacion mejor ajustada a los valores experimentales mediante la cual se

calcularon las concentraciones de las muestras problemas.

2.3. Pretratamiento organosolv con glicerol

Como método de deslignificacion se utiliz6 un pretratamiento organosolv,
utilizando glicerol como disolvente organico. El pretratamiento organosolv se
realiz6 a 170°C empleando como agente deslignificante una disolucion acuosa
de glicerol al 60% en masa y una relacion liquido—sélido de 10:1. Este
tratamiento tuvo lugar en un reactor (REGMED HB-51, Brasil) a escala de
banco con un tiempo de reaccion de 1h. A la torta, fraccion solida obtenida tras
aplicar el pretratamiento se le realiz6 la siguiente caracterizacion: por ciento de
humedad, rendimiento de pulpa, PFH, PDH, HAA y contenido de lignina;
mientras que al licor, fraccion liquida, se le determiné el volumen obtenido, el
contenido de ART antes y después de la post-hidrolisis acida. También se
determind el porcentaje de lignina solubilizada y recuperada por precipitacion
de los licores.

2.3.1. Parametros de caracterizacion fisico-quimica para las materias
solidas obtenidas en el pretratamiento organosolv

En la caracterizacion fisico-quimica de los materiales solidos para el
pretratamiento organosolv se tuvo en cuenta el por ciento de humedad y los

principales componentes de los MLC: la celulosa, hemicelulosas, lignina,
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extractivos y cenizas. Todos éstos materiales y métodos fueron descritos en el
epigrafe 2.2.

2.3.2. Parametros de caracterizacion fisico-quimica para los licores
producidos por el pretratamiento organosolv con glicerol

En la caracterizacion de los licores producidos por el pretratamiento organosolv
se tuvo en cuenta medir el pH y los contenidos de azlcares reductores totales
(ART). Ademas, se realizd la precipitacion quimica de la lignina mediante
cambio de disolvente con agua, para recuperar la misma de los licores para
investigaciones posteriores.

2.3.3. Precipitacion quimica de la lignina en los licores obtenidos por
pretratamiento organosolv con glicerol

Para precipitar la lignina solubilizada en el licor obtenido en el pretratamiento
con glicerol al 60 % se realizé un disefio de experimentos factorial categorico,
con un solo factor (tipo de disolvente: agua y etanol), a dos niveles (uno y dos
volumenes de disolvente). El procedimiento que se realiz6 se describira a
continuacion: se afladié 10mL de licor y 10 mL de disolvente (1:1) o 20mL de
disolvente (1:2), el experimento fue realizado en un tubo de centrifuga
previamente pesado, posteriormente se refrigerd6 por 24horas; cumplido este
tiempo, se centrifugd por un intervalo de 10 min a 10000 rpm (Heal Force
Neofuge 15R, China), el liquido sobrenadante se decantd y guardo. El residuo
sélido se lavd con agua incorporandole el  volumen inicial para su
centrifugacion. El liquido decantado se desechd y se procedié a lavar el
residuo. Esta operacion se repite nuevamente. Los tubos de centrifuga se
secaron a 50°C por espacio de 24 horas, posteriormente se enfrié en
desecadora y se peso para determinar masa de lignina recuperada.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los resultados
experimentales fueron procesados estadisticamente usando los programas
Microsoft Excel 2007 y STATGRAPHICS Plus version 5.0 para Windows. Para
cada resultado se calculé la media, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion. Se comprobd la significacion de las diferencias observadas entre

distintos parametros.
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2.4. Disefio estadistico en la etapa de deslignificacion adicional

La deslignificacion adicional con hidroxido de sodio al material obtenido del
pretratamiento con glicerol al 60% fue realizada aplicando un disefio de
experimentos de superficie de respuesta compuesto central, de tres factores y
tres niveles. Los factores con sus niveles corresponden a la temperatura (80-
100-120°C), tiempo (60-90-120 min) y concentracién (0.5-1.25-2%). Las
variables de respuestas que se utilizaron fueron el contenido de lignina, de
hemicelulosas como polisacaridos facilmente hidrolizables, asi como, el
contenido de celulosa como polisacaridos dificilmente hidrolizables.

Tabla 2.4. Sumario de las condiciones experimentales usadas para la
deslignificacion adicional con hidroxido de sodio.

N Tiempo Temperatura. Concentracion.
(min) C) (%)
1 90 100 2.5
2 40 100 1.25
3 90 100 1.25
4 120 120 2
5 120 120 0.5
6 140 100 1.25
7 90 100 1.25
8 90 100 0
9 60 80 2
10 60 80 0.5
11 60 120 0.5
12 120 80 0.5
13 90 130 1.25
14 60 120 2
15 90 66 1.25
16 120 80 2

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los resultados
experimentales fueron procesados estadisticamente usando los programas
Microsoft Excel 2007. Para cada resultado se calcul6 la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion. Se comprobd6 la significacion de las

diferencias observadas entre distintos parametros.
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2.4.1. Precipitacion quimica de la lignina en los licores obtenidos por
pretratamiento alcalino adicional

La precipitacion quimica de la lignina se realizé segun lo planteado por Sluiter
et al.2008. Siguiendo el siguiente procedimiento: en la deslignificacion adicional
con NaOH del marabu pretratado con glicerol al 60%, se obtuvo un filtrado
donde su mayor contenido es lignina soluble a pH basico. Para lograr la
precipitacion de la misma se ajusta el pH (pH metro MV 88 con electrodo
combinado, China) hasta alcanzar un valor de 2 con acido clorhidrico de
concentracién de la cantidad de sustancia 2 moL*L™?, homogenizando la
solucién con un agitador magnético (Bunsen. S.A, Alemania), a temperatura
ambiente. Seguidamente, se coloca en bafo de agua (Midingen / Sitz Freital,
Aleméan) a temperatura de 80°C durante una hora. Posteriormente, se filtra y se
lava la lignina con abundante agua, hasta alcanzar pH neutro. Se seca y se
pesa.

2.4.2. Hidrdlisis enzimética

La hidrdlisis enzimatica, la cual se lleva a cabo utilizando enzimas celulasas,
fundamentalmente de hongos del género Trichoderma (epigrafe 1.4), las
enzimas empleadas fueron la Celluclast 1.5 L con una actividad enzimatica de
80 FPU/mL y Novozym 188.

La hidrdlisis enzimética se llevé a cabo en tubos de Eppendorf de 1.5 mL de
capacidad, al los cuales se le adicion6 0.02 g de muestra en 940 uL de
disolucién tampén de citrato 0.1 mol*L™ para garantizar un pH de 4.8, se
introdujo en una incubadora con agitacion Vortemp 56 (Woodbridge, NJ, USA)
a una temperatura de 50°C durante 10 minutos para garantizar una
temperatura adecuada para las enzimas, a la temperatura recomendada se le
adicioné 8 L de Celluclast 1.5 L y 32 yL de Novozym 188 y se incubd a 50°C y
150 rpm durante 72 h. Al concluir el tiempo de reaccion, se sacaron los tubos
de la incubadora y dejandolos reposar durante 1 h a temperatura ambiente. Se
tomaron 100 pL del liquido sobrenadante, del cual se tomé una porciéon para
determinar la concentracion de azucares reductores totales y se conservo el

resto en congelacion.
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Capitulo 3: Analisis de resultados

3.1. Caracterizacion de la materia prima

La composicion quimica de la biomasa de marabl fue determinada para
conocer su contenido de carbohidratos y lignina, los carbohidratos se
determinaron como PDH, considerado en este trabajo como celulosa y como
PFH considerado como hemicelulosas, no se determinaron en el trabajo los
productos de degradacion de los carbohidratos ni la lignina soluble en acido por
falta de condiciones para esas determinaciones en el laboratorio de
Biorrecursos. Los resultados se muestran en la tabla 3.1.

El analisis quimico de esta biomasa lignocelulésica muestra un alto contenido
de carbohidratos, alrededor de 62% en masa, por lo que es un material
lignocelulésico a considerar para la produccién de etanol y otros productos
derivados de la celulosa y las hemicelulosas tales como papel, celofan, acetato
de celulosa, acido lactico, acido acético, furfural y xilitol, todos de alto valor
comercial. El contenido total de carbohidratos obtenido en estos analisis son
comparables con trabajos cientificos realizados anteriormente con este material
(Rodriguez, 2011; Venkata et al., 2011), aunque es de sefalar que difiere
ligeramente en el contenido de celulosa y hemicelulosas, presentando esta
muestra menor contenido de celulosa y mayor de hemicelulosas, aspecto que
no difiere de otras fuentes consultadas que plantean que la composicion de los
materiales lignoceluldsicos depende de la edad, la estacion del afio y otros

factores externos (Obolenskaja, 1986).

Tabla 3.1. Composicion quimica de la biomasa de marabd.

Componentes Contenido
(% masico)
Celulosa 30.97
Hemicelulosas 31.75
Lignina 29.20
Extractivos 5.63
Cenizas 2.45
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El otro componente importante del marabu es la lignina con un 29.2 %,
comparable con las fuentes consultadas (Rodriguez, 2011; Venkata et al.,
2011) y con el contenido de lignina de muchas maderas blandas, superando el
contenido de lignina de los residuos agricolas y de muchas maderas duras
(Fengel y Wegener, 1989). El alto contenido de lignina demuestra el alto valor
calérico del marabu por lo que parte de esta lignina pudiera utilizarse para
satisfacer las demandas energéticas del proceso de fraccionamiento del mismo
y el resto pudiera ser utilizado en la obtencion de diversos productos derivados
de la lignina y como fuente de derivados fendlicos.

El contenido de extractivos obtenido es comparable con el de muchos
materiales lignocelulésicos y aunque aparentemente su contenido es bajo,
estos se caracterizan por la diversidad de componentes quimicos en su
composicién, los cuales pueden ser una fuente de materias primas de interés
para la industria quimica, trabajo ya iniciado en la Universidad de Matanzas
(Rodriguez et al., inédito).

La caracterizacibn composicional de las sustancias minerales es otra linea de

interés para futuras investigaciones.

3.2. Pretratamiento con glicerol.

El solido obtenido (torta) en las condiciones descritas anteriormente (epigrafe
2.3), se caracterizd gquimicamente para conocer su composicién y valorar la
efectividad del pretratamiento. Fue determinado el contenido de celulosa,
hemicelulosas y lignina. Los resultados de la caracterizacion de la torta se
muestran en la tabla 3.2.

Desde el punto de vista fisico la torta muestra buenas caracteristicas, el color
es carmelita claro, lo que evidencia que las condiciones de pretratamiento no
son muy drasticas y puede soportar otros pretratamientos adicionales como los
previstos en esta investigacion.

No se realizaron otras determinaciones fisicas a la torta obtenida por

considerarse que no es objetivo de esta investigacion.
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Tabla 3.2 Caracterizacion de la torta de marabu pretratada con glicerol.

Contenido Materia Prima Material pretratado
(% en masa) (% en masa)
Lignina 29.2 20.26
Hemicelulosas 31.75 20.29
Celulosas 30.97 57.00

Como resultado del pretratamiento con glicerol una parte importante del
material se solubilizo, obteniéndose un 74.67 % de rendimiento de solidos,
resultado notablemente inferior al 100 %. Los componentes solubilizados
fueron fundamentalmente la lignina y las hemicelulosas, disminuyendo su
contenido en ambos casos, aunqgue inferior a los resultados obtenidos con otros
meétodos aplicados a la misma materia prima, como es el método acetosolv
(Rodriguez, 2011; Venkata et al., 2011), lo que pudiera atribuirse a que las
condiciones de deslignificacion no fueron lo suficientemente severas como para
solubilizar un maximo de lignina o a la ausencia de catalizador en el proceso de
deslignificacion. Por otro lado, la celulosa se preservd durante el
pretratamiento, alcanzando un 57 % en la torta, aspecto importante a destacar,
si se pretende aplicar una hidrélisis enzimética. Las figuras 3.2, 3.3, 3.4
muestran una comparacion gréfica entre el contenido de los principales
componentes de la materia prima (marabu) y la torta obtenida como resultado
del pretratamiento con glicerol.

A pesar que las condiciones son consideradas no severas puede apreciarse
claramente la disminucién del contenido de lignina en el material pretratado lo
gue confirma que el glicerol puede ser utilizado como disolvente en el proceso
de deslignificacién y pulpeo de la biomasa de marabu en las condiciones de

reaccion antes expuestas (epigrafe 2.3).
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Figura 3.2 Comparacion entre la biomasa de marabu con y sin tratamiento con

glicerol en cuanto a contenido de lignina

Contenido de lignina
30.00% A
25.00% -
20.00% -
15.00% -
10.00% 1 20.26%
5.00% -
0.00% T T
Materia Prima Material Pretratado con
Glicerol

El pretratamiento organosolv con glicerol en las condiciones ya mencionadas
también es capaz de solubilizar una buena parte de las hemicelulosas, en la
figura 3.3 se muestra el contenido comparativo de este componente en la
materia primay en la torta obtenida.

Figura 3.3. Comparacion entre la biomasa de marabu con y sin tratamiento

con glicerol en cuanto a contenido de hemicelulosas

Contenido de Hemicelulosas

35.00% -
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Materia Prima Material Pretratado con
Glicerol
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Como resultado del pretratamiento con glicerol disminuye el contenido de
hemicelulosas en la torta, obteniédose un licor rico en lignina y hemicelulosas a
partir del cual pudieran ser separadas.
Como resultado del pretratamiento organosolv, puede apreciarse de igual
forma, la variacion del contenido de celulosa en la torta (figura 3.4).

Figura 3.4. Comparacion entre la biomasa de marabu con y sin tratamiento

con glicerol en cuanto a contenido de celulosa.

Contenido de Celulosa
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57%
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0.00% - T T
Materia Prima Material Pretratado con
Glicerol

Como resultado de la solubilizacién de la lignina y las hemicelulosas se
incrementd el contenido de celulosa en la torta (figura 3.4), obteniéndose un
material con un 57 % de celulosa, casi el doble que en la materia prima (Tabla
3.2), por lo que este método puede ser considerado en el pulpeo de la biomasa
de marabu.

Como resultado del balance de masa realizado pudo obtenerse con exactitud
las cantidades de lignina y hemicelulosas solubilizadas durante el
pretratamiento (figura 3.5).

Como puede apreciarse en la figura 3.5 el glicerol al 60 % en masa, a la
temperatura de 170°C y con un tiempo de reaccioén de 1h logra solubilizar un
45.45 % de la lignina contenida en la biomasa de marabu, siendo un método de
deslignificacion adecuado para esta materia prima, ademas logra una
solubilizacion de las hemicelulosas en un 40.45 %, obteniéndose pulpas ricas

en celulosa.
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Figura 3.5. Solubilizacion de lignina y hemicelulosas en el pretratamiento con

glicerol

Solubilizacién de Lignina y Hemicelulosa
en el Pretratamiento con Glicerol
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W Lignina
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3.2.1. Precipitacion quimica de la lignina y las hemicelulosas en los
licores obtenidos por cambio de disolvente

La precipitacion de la lignina por cambio de disolvente (agua) y las
hemicelulosas (etanol absoluto), del licor obtenido en el pretratamiento con
glicerol al 60%, en una relacion licor-disolvente de 1:1 y 1:2 en cada caso,
arroj6 como resultado que en una relacion 1:2, empleando agua como
disolvente, se obtiene un mayor contenido de lignina con solo 4.68 % de lignina
recobrada (figura 3.6.). El porcentaje de lignina recobrada por este método es
considerablemente bajo, demostrando que es necesario emplear otro método
mas eficiente para precipitar la lignina solubilizada del licor del pretratamiento,
en cuanto a las hemicelulosas, aunque se aprecia la obtencién de un
precipitado, al filtrar los licores no fue posible cuantificar los resultados por este

método.
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Figura 3.6. Comportamiento del contenido de lignina recobrado en la

precipitacion por cambio de disolvente (agua)

Lignina recobrada

5.00% -~
4.00% -
3.00% -
2.00% -

1.00% A

0.00% T T T 1
Exp1(1:1) Exp1(1:2) Exp 2 (1:1) Exp 2 (1:2)

Como se muestra en la figura 3.6 en todos los experimentos se obtienen
valores bajos de lignina recobrada, aunque comparativamente los resultados
son mejores en el experimento 1, recobrandose un 4.68 % de lignina cuando la

relacion agua-licor fue 2:1.

3.3. Deslignificacién alcalina adicional

La deslignificacion adicional con hidroxido de sodio al material obtenido del
pretratamiento con glicerol al 60% fue realizada aplicando un disefio de
experimentos de superficie de respuesta compuesto central, de tres factores y
a tres niveles como se describe previamente en el epigrafe 2.4. La torta
obtenida del pretratamiento con glicerol presenta un contenido de lignina de
alrededor del 20 % por lo que segun la bibliografia consultada es aplicable la
hidrolisis alcalina para reducir el contenido de lignina en el material (Sun y
Cheng, 2002).

El rendimiento de solidos resultante de la deslignificacion adicional con
hidroxido de sodio se muestra en la figura 3.11.

Como puede apreciarse el mayor rendimiento es obtenido en el experimento 8
(98.34 %), el cual corresponde a un punto estrella sin adiciéon de hidroxido de

sodio, mientras que los rendimientos mas bajos fueron obtenidos en los
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experimentos 6 y 13 con 36 y 54.62 % respectivamente, ambos experimentos
realizados con 1.25 % de hidroxido de sodio pero con un aumento de la
severidad en ambos casos, el experimento 6 con un tiempo maximo (140
minutos), mientras que en el experimento 13 la temperatura fue maxima
(130°C) por lo que la accién hidrolitica del hidroxido de sodio en estas
condiciones es marcada, afectando incluso el contenido de celulosa ( tabla
3.3), por lo que no son recomendables.

Figura 3.7. Rendimiento de pulpa en la deslignificacion adicional

Rendimiento de pulpas obtenidas
de la deslignificacion alcalina
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Los solidos obtenidos como resultado de la deslignificacién adicional (pulpas)
fueron caracterizados quimicamente para conocer el contenido de celulosa,
hemicelulosas y lignina en los mismos y compararlos entre si y con la
composicién de la torta. Los resultados de la caracterizacibn quimica se
muestran en la tabla 3.3.

Como puede apreciarse el contenido de lignina es minimo en el experimento 1,
correspondiendo el mismo a un punto estrella respecto a la concentracién de
hidréxido de sodio, mientras que las condiciones de temperatura y tiempo son
moderadas, por otro lado puede observarse que con una disminucion de la
concentracion de hidréxido de sodio aumenta paulatinamente el contenido de
lignina en las pulpas, cuando el por ciento de hidroxido de sodio es 2 %
(experimentos 4,9, 14 y 16), el contenido de lignina hallado esta entre 6.98 y
9.42, con 1.25 % de hidréxido de sodio (experimentos 2, 3, 6, 7, 13y 15), el
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contenido de lignina remanente esta entre 8.72 y 11.17 %, mientras cuando el
por ciento de hidroxido de sodio fue de 0.5 % ( experimentos 5, 10,11 y 12), el
contenido de lignina esta entre 18.31 y 26.55 %, lo que indica que con un
aumento de la concentracion de hidréxido de sodio en la mezcla deslignificante,
aumenta la deslignificacion de la torta.

Tabla 3.3. Resultados experimentales de la deslignificacion adicional con

hidroxido de sodio

N | Tiempo | Temp. | Conc. | Lignina | Hemicelulosas | Celulosa
(min) (’C) (%) (%) (%) (%)
1 90 100 2.5 6.47 16.5 77.24
2 40 100 1.25 11.15 19.5 68.57
3 90 100 1.25 9.87 17.5 71.51
4 120 120 2 6.98 17 75.12
5 120 120 0.5 16.55 18.5 63.99
6 140 100 1.25 8.72 18.5 71.85
7 90 100 1.25 10.91 16 72.90
8 90 100 0 19.39 18.65 61.02
9 60 80 2 9.42 16.5 73.47
10 60 80 0.5 18.31 18.5 62.82
11 60 120 0.5 16.93 18.5 63.88
12 120 80 0.5 17.98 18 63.77
13 90 130 1.25 9.05 18 72.10
14 60 120 2 7.85 16 75.93
15 90 66 1.25 11.17 18 69.95
16 120 80 2 8.17 18 72.99

El andlisis de significacién reveld6 que el efecto lineal y cuadrado de la
concentracion de hidréxido de sodio influyen de manera significativa sobre el
contenido de lignina en las pulpas, como lo muestra el diagrama de Pareto
(figura 3.8), siendo este el unico factor que influye significativamente en la
deslignificacion de este material. El analisis de varianza muestra que los

valores del p-value son menores que 0.05, para un 95 % de confianza.
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Figura 3.8. Diagrama de Pareto para la variable contenido de lignina
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La segunda etapa de deslignificacion alcalina disminuyé en gran medida el
contenido de lignina en la biomasa de marabu.

A partir de los resultados experimentales se obtuvo un modelo matematico que
refleja la correlacion de la lignina con el factor concentracion de hidroxido de
sodio (Ecuacion 3.1). EI modelo permitié predecir con una elevada precision un
valor minimo de lignina de 5.69508 % en las condiciones Optimas de trabajo.

Lignina = 35.6114 —10.903* Conc. + 2.31937 * Conc.’ (Ecuacion 3.1)

La figura 3.9. revela la eficiencia de la etapa de la deslignificacion con hidréxido
de sodio, donde las condiciones (tabla 3.3.) de concentacion de hidroxido de
sodio, temperatura y tiempo optimos se manifiestan en el experimento 1, para
obtener una alta solubilizacion de la lignina (68.02%) en material previamente
tratado con glicerol al 60% (figura 3.9), ademas el contenido de lignina minimo
remanente en las pulpas puede apreciarse en el diagrama de superficie de
respuesta estimada para el contenido de lignina (Anexo 2).

El resultado obtenido es comparable con otros pretratamientos de
deslignificacion combinados aplicados a la biomasa de marabu en trabajos
precedentes, donde se obtuvo una solubilizacién de la lignina entre 46.6 y
84.8%, segun las condiciones aplicadas (Rodriguez, 2011; Venkata et al.,
2011).
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Figura 3.9. Solubilizacion de la lignina

Solubilizacion de Lignina
en la Deslignificacion Adicional
(%)
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El contenido remanente de hemicelulosas (expresado como polisacaridos
facilmente hidrolizables) en el material deslignificado con hidroxido de sodio se
observa en las figuras 3.10.

Figura 3.10. Contenido de Hemicelulosas
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El analisis de significacion, como se observa en el diagrama de Pareto (Figura
3.11) revel6 que la concentracion de hidréxido de sodio y la interaccion al
cuadrado del tiempo son los factores que ejercen influencia significativa sobre
la solubilizacion de las hemicelulosas. Se obtuvo un modelo (Ecuaciéon 3.3) que

permitié predecir el contenido maximo de hemicelulosas en dependencia de las
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condiciones operacionales. El andlisis de varianza muestra que los valores del

p-value son menores que 0.05, para un 95 % de confianza.

Figura 3.11. Diagrama de Pareto para la variable contenido de hemicelulosas
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C:Concenracion
]
2 | [
o |
=c | —
cc |
B:Temnperatura -
ATiempo .
AB | |
1 1 1 1 1
a 1 2 3 4

Efecto estandarizado

Hemicelulesas = 31.4888—1.39129* Conc. + 0.0000714579 Tiempo® (Ecuacion 3.3)

El contenido de hemicelulosas maximo remanente en las pulpas en las
condiciones 6timas de experimentacion pudo obtenerse en el diagrama de
superficie de respuesta estimada para el contenido de lignina (Anexo 4).

La influencia de la deslignificacion adicional con hidréxido de sodio sobre el
contenido de celulosa es notable, marcada por la eficiente remocion del
contenido de lignina y hemicelulosas de la biomasa de marabu.

El contenido remanente de celulosa (expresado como polisacéaridos dificilmente
hidrolizables) en el material deslignificado con hidroxido de sodio se observa en
la figura 3.12. El enriguecimiento de celulosa en el material pretado se justifica
por la eficiencia de la etapa de deslignificacién adicional, obteniéndose pulpas
con un alto contenido de celulosa comparable con otros métodos de
deslignificacion aplicados al mismo material (Rodriguez, 2011; Venkata et al.,
2011).

53



Figura 3.12. Contenido de celulosa en el material deslignificado
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Como puede apreciarse en el experimento 1 se obtiene una pulpa con un
contenido maximo de celulosa (77.24 %), coincidiendo con el contenido minimo
de lignina (Tabla 3.3).

El analisis de significacion (figura 3.13) mostré que el efecto lineal y cuadrado
de la concentracion de hidroxido de sodio influyen de manera significativa
sobre el contenido de celulosa, expresado como polisacéridos dificilmente
hidrolizables, en el material. El analisis de varianza muestra que los valores del

p-value son menores que 0.05, para un 95 % de confianza.

Figura 3.13. Diagrama de Pareto para la variable contenido de Celulosa
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Los resultados experimentales ofrecieron un modelo matematico que muestra
la correlacién entre el contenido de Celulosa y el factor concentracion se
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expresa en el modelo obtenido (Ecuacién 3.2). El modelo permitié predecir con
precision, un valor maximo de celulosa de 78.07%. El analisis de varianza
muestra que los valores del p-value son menores que 0.05, para un 95 % de

confianza.

Celulosa =30.5132 +11.1491* Conc. + 2.34648 * Conc.” (Ecuacion 3.2)

El contenido de celulosa méximo remanente en las pulpas en las condiciones
Otimas de experimentacién pudo obtenerse en el diagrama de superficie de
respuesta estimada para el contenido de celulosa (Anexo 3).

Haciendo una comparacién de la composicién de las pulpas obtenidas con la
materia prima (Figura 3.14) puede apreciarse la marcada diferencia en cuanto
a sus principales componentes (celulosa, hemicelulosas y lignina)
observandose una disminucion considerable del contenido de lignina y
hemicelulosas, asi como el incremento paulatino del contenido de celulosa con
el aumento de la concentracion de hidroxido de sodio.

Figura 3.14. Composicion de la materia prima y pulpas obtenidas
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Como resultado del proceso de deslignificacion adicional se obtiene un licor
negro rico en lignina con un elevado pH por la alta concentracioén de hidréxido
de sodio en los mismos. La lignina contenida en los licores fue precipitada
segun el procedimiento abordado anteriormente (epigrafe 2.1.4). La lignina

recobrada a partir de la precipitacién quimica por cambio de pH se observa en
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la figura 3.15, mostrando como valor maximo en el experimento 4 donde se
obtuvo un 93.59 % de lignina recobrada y el experimento 8 con un valor nulo,
justificado por el no empleo de hidroxido de sodio en la deslignificacion alcalina.

Figura 3.15. Lignina recobrada en la precipitacion
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La lignina obtenida como resultado de la precipitaciéon por cambio de pH
presenta un color muy claro, por lo que se puede pensar que no estd muy
degradada, constituyendo este un método para obtener lignina cercana a su
composicién natural, en cualquier caso es necesario caracterizar la misma,

aspecto que sale de los marcos del presente trabajo.

3.4. Hidrdlisis enzimaética.

La determinacion de la convertibilidad enzimatica se realizO segun el
procedimiento descrito en el epigrafe 2.4.2, arrojando como resultado una
convertibilidad enzimatica relativamente alta al compararla con resultados
obtenidos con las pulpas acetosolv y con glicerol (Rodriguez, 2011, inédito), el
comportamiento descrito puede observarse en la figura 3.16, donde se reportan
en todos los casos valores por encima de un 50% de convertibilidad de la
celulosa contenida en las pulpas a glucosa, constituyendo un resultado

importante en el proceso de produccion de etanol celulésico.
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Figura 3.16. Convertibilidad enzimatica de la biomasa de marabu

pretratado y deslignificado.
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Al comparar la convertibilidad enzimatica de las pulpas con la convertibilidad
enzimatica de la materia prima y la torta en las mismas condiciones podemos
inferir que el pretratamiento con hidroxido de sodio ejerce una influencia
acentuada en el proceso de hidrdlisis enzimética de las pulpas, lo cual puede
estar asociado a que el hidréxido de sodio actia sobre los enlaces éster
intermoleculares que unen a los xilanos de las hemicelulosas con los demés
componentes (lignina y celulosa), aumentando asi la porosidad del material
pretratado, haciendo la celulosa mas accesible a las enzimas (Sun y Cheng,
2002).
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Conclusiones

o El proceso de deslignificacion adicional con disoluciones de hidroxido de
sodio permitid la solubilizacion de la lignina entre un 50 y un 60% en los casos
de mayor concentracion del disolvente alcalino, reduciendo el contenido de
lignina en las pulpas y de esta forma confirmando la validez de la hipotesis
planteada.

o El alto contenido de carbohidratos (62.72%) expresado como celulosa
(30.97%) y hemicelulosas (31.75%), califica a la biomasa de marabi como
materia prima potencial para la produccion de etanol celulésico, ademas su
alto contenido de lignina (29,20 %), justifica su utilizacion como combustible
sélido con un alto valor cal6rico, por lo que parte de la lignina obtenida pudiera
suplir las necesidades energéticas en los procesos de produccion de etanol
celulésico y el resto ser utilizado en la obtencion de derivados fendlicos y otros

productos de alto valor agregado.

o El disefio de experimentos aplicado a la deslignificacion alcalina
adicional con hidroxido de sodio revel6 como factor que influye
significativamente en la solubilizacion de la lignina a la concentracion,
resultando los valores de 2.51 % de hidréxido de sodio a la temperatura de
119.31°C y un tiempo de 136.58 minutos los 6ptimos para obtener un minimo

de lignina en la pulpa (5.7%).
o La hidrolisis enzimética de las pulpas de marabu deslignificadas con

hidréxido de sodio revel6 valores de convertibilidad enzimatica superiores al

50%, calificando de aceptable su convertibilidad enzimatica.
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Recomendaciones

1. Escalar paulatinamente el proceso de deslignificacion alcalina adicional,
basado en los resultados obtenidos en los experimentos.

2. Aplicar un método mas eficiente para la precipitacion de la lignina por
cambio de disolvente al licor obtenido del pretratamiento con glicerol al
60%.

3. Para incrementar la convertibilidad enzimética de las pulpas obtenidas

por tratamiento con glicerol y deslignificacion adicional con hidroxido de
sodio se recomienda detoxificar el material pretratado.
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Anexos

Anexo 1. Caracterizacion de la Biomasa de marabd.

5.63% 2.45%

M Celulosa

B Hemicelulosas
M Lignina

MW Extractos

B Cenizas

Anexo 2. Superficie de respuesta estimada para el contenido de lignina.

Estimacion de Superficie de Respuesta
Tiempo=90.0

Lignina

Concentracion



Anexo 3. Superficie de respuesta estimada para el contenido de celulosa.

Estimacién de Squrﬁcieggieﬂ Respuesta
iempo=90.

PDH

Concentracion

Anexo 4. Superficie de respuesta estimada para el contenido de hemicelulosa.

Estimacion de Superficie de Respuesta
Tiempo=90.0

PFH
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