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Abreviaturas y Simbolos

ABREVIATURAS

« ACL: agua caliente en fase liquida

« ACV: Analisis del Ciclo de Vida

. AD: acido diferulico

. AF: acido fertlico

« AFEX: del Inglés “ammonia fibre/freeze explosion”

. AH: azicares hemicelul6sicos

« ApC: acido p-cumadrico

« ARP: del inglés “ammonia recycle percolation”

. BPC: bioprocesos consolidados
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. CBH: celobiohidrolasas

. CBM: del Inglés “Carbohydrate Binding Domain”

. CDH: celulosa deshidrogenada
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+  CMC: carboximetilcelulasa

. DEE: Disefio estadistico de experimentos

« DER-CIEMAT: Departamento de Energias Renovables-Centro de Investigaciones
Energéticas, Medioambientales y Tecnologicas

«  DMSO: Dimetilsulfoxido

« DOE: del Inglés “Department of Energy”

«  DP: pretratamiento en dos etapas

. EDA: Etilendiamina

. EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

« EG: endoglucanasa

. ETBE: etil ter-butil éter

« EX: exoglucanasa

« FFV: del Inglés “Flexible Fuel Vehicle”

. FL: Fraccion liquida

. HA: hidrdlisis acida

. HE: hidrdlisis enzimdtica

«  HFS: hidroélisis y fermentacion por separado
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. HPLC: del Inglés “high performance liquid chromatography”

. IDAE: Instituto para la Diversificacion y Ahorro de la Energia

«  MLB: medio liquido basal
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« NREL: del Inglés “National Renewable Energy Laboratory”
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Introduccion

1.1 LA BIOMASA COMO FUENTE DE ENERGIA RENOVABLE

1.1.1 Contexto general

El papel que las energias renovables pueden jugar en el reforzamiento de la seguridad
de abastecimiento energético y en la disminucion de la emision de gases de efecto invernadero
ha sido objeto de un intenso debate durante los tltimos afios en la Unidén Europea (Comision
Europea, 2001), y en general, en el mundo desarrollado. La demanda energética europea esta
dominada por los sectores doméstico, industrial y del transporte, siendo este ultimo el
responsable de aproximadamente el 25% del aporte de CO, a la atmosfera. Actualmente, y
teniendo como referencia el primer periodo de industrializacion hacia 1750, se ha producido un
incremento en la atmoésfera en este gas, de aproximadamente un 30 % (Rentizelas y col., 2006).
La principal razoén de este aumento desproporcionado ha sido el progresivo incremento de la
utilizacion como recurso energético de combustibles de origen fosil, tales como petroleo, carbon
y gas (Cardona y Sanchez, 2007). La toma de conciencia del efecto negativo que el elevado
consumo de energia fosil del mundo desarrollado tiene en el medio ambiente promovié ya hace
unos aflos que los paises implicados empezaran a trabajar en la blisqueda de soluciones al
problema. El comienzo de dichos trabajos quedé enmarcado en la “Convencion Marco de las
Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico” que se celebrd el 9 de Mayo de 1992 en Nueva
York con los lideres politicos representantes de los paises mas industrializados del mundo. En

dicha convencion se establecio la siguiente definicion para el fendmeno de cambio climatico:

“Por cambio climatico se entiende un cambio de clima atribuido directa o
indirectamente a la actividad humana que altera la composicién de la
atmosfera mundial y que se suma a la variabilidad natural del clima

observada durante periodos de tiempo comparables”

Articulo 1, parrafo 2

El objetivo principal de este encuentro fue lograr la estabilizacion de las
concentraciones de gases de efecto invernadero en la atmosfera, a un nivel que impida
interferencias antropogenas (atribuidas al hombre) peligrosas en el sistema climatico. Todo ello
en un plazo suficiente para permitir que los ecosistemas se adapten de manera natural al cambio
climatico, asegurando que la produccion de alimentos no se vea amenazada y permitiendo que
el desarrollo economico prosiga de manera sostenible.

Para llevar a cabo este objetivo, en 1997, los gobiernos acordaron incorporar una

adicion a la Convencion Marco, conocida con el nombre de “Protocolo de Kyoto”, que cuenta
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con medidas enérgicas, y juridicamente vinculantes, para la reduccion de las emisiones de seis
gases responsables del calentamiento global, entre ellos el CO,. Seglin el compromiso de Kyoto,
la UE se ha comprometido a disminuir sus emisiones de gases de efecto invernadero en un 8%
hasta el periodo 2008-2012. A lo largo de estos afios, se han celebrado una serie de reuniones con el
objetivo de elaborar las lineas maestras para un nuevo acuerdo, que estableceria los compromisos
de reducciones de gases de efecto invernadero tras el afio 2012, en que acaban los compromisos del
Protocolo de Kyoto. La ultima de estas reuniones, celebrada en Bali en diciembre de 2007,
concluyé con un acuerdo final que incluye, entre otras medidas, un mandato para negociar una
segunda fase mas firme del Protocolo de Kyoto para el afio 2009. En dicha reunion, la UE
desempefi6é un papel de liderazgo en el tema, proponiendo una horquilla de reducciones del 25 al
40% de las emisiones para el afio 2020.

La combinacion del efecto negativo que las emisiones de gases de efecto invernadero
producen en la atmoésfera, junto con la fuerte dependencia energética que la Union Europea
sufre de los paises exportadores de petroleo (més del 50 %, con una prevision del 70% en 20 6
30 afios), ha dado lugar a una serie de esfuerzos para optimizar el uso de la energia. Los
primeros pasos para la introduccion de las energias renovables en las politicas energéticas europeas
llevaron a la publicacion en el afio 1997 del Libro Blanco de la Comision Europea, en el que se fijo
un objetivo del 12% de contribucion de las energias renovables para el 2010 (Comision Europea,
1997). Desde entonces se ha seguido trabajando en esta direccion, habiéndose publicado diversos
documentos respecto a la contribucion de las fuentes de energias renovables en los diversos
sectores de consumo.

Paralelamente, en Espafia, y siguiendo las directrices europeas, el gobierno aprobd en
diciembre de 1999 el Plan de Fomento de las Energias Renovables 2000-2010, que
posteriormente fue revisado y sustituido en 2005 por el Plan de Energias Renovables (PER)
2005-2010, en vigor actualmente. Este Plan recoge el compromiso de cubrir con fuentes
renovables al menos el 12 % del consumo energético en el afio 2010. En cuanto a la
contribucion de la biomasa, el Plan prevé que este recurso pueda aportar un total de 12.252 ktep
para el ano 2010, en sus vertientes de aplicacion en electricidad, energia térmica y combustibles
para el sector transporte. Esta contribucion representa un 60,62% del total de la prevision de
contribucion de las distintas energias renovables, en términos de energia primaria (PER, 2005).

Todos los analisis realizados hasta el momento coinciden en identificar a la biomasa como
un recurso renovable de enorme potencial debido a su caracter extendido y polivalente, que le
permite ser utilizado, a diferencia que otras energias renovables, en la mayoria de los sectores de
elevado consumo energético. Una de sus mas importantes ventajas es que es la inica energia
renovable que, a corto plazo, puede aportar soluciones en el sector transporte mediante la obtencion

de combustibles alternativos a partir de la misma.
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1.1.2 Combustibles a partir de biomasa: biocombustibles

Segun la Especificacion Técnica Europea CEN/TS 14588, se define biomasa como
“todo material de origen biologico excluyendo aquellos que han sido englobados en
formaciones geologicas sufriendo un proceso de mineralizacion”. Las ventajas del uso de la
biomasa como fuente de energia renovable son multiples, y una de ellas es que la utilizacion de
los productos derivados de la misma origina menos emisiones contaminantes que los
combustibles fosiles tradicionales. Otra de las caracteristicas mas significativas de la biomasa
radica en la descentralizacion que supone su produccion y consumo; la energia procedente de la
biomasa seria gestionada por la misma comunidad que la va a consumir, garantizando por tanto
cierta independencia energética.

Dentro de un contexto centrado en la producciéon de combustibles alternativos, y
atendiendo a su composicion, se podria establecer que existen cuatro tipos de biomasa; la
biomasa azucarada, como la remolacha y la cafla de azlcar, la biomasa amildcea, granos de
cereal, la biomasa oleaginosa: semillas de jatrofa, soja, colza, girasol...etc., y la biomasa
lignocelulosica. Dentro de este ultimo grupo se consideran las maderas (olivo, eucalipto, pino,
chopo, alamo...etc.), los cultivos energéticos, los residuos agricolas (pajas de cereales, residuos
del maiz,..etc.), los residuos de la industria forestal y de las practicas silvicolas, los residuos
procedentes de la industria del papel y de algunas industrias alimentarias, asi como la fraccion
organica de los residuos solidos urbanos.

El término biocombustible engloba genéricamente a todos aquellos combustibles
generados a partir de biomasa. Dependiendo de su naturaleza cabe distinguir entre
biocombustibles solidos, liquidos o gaseosos, los cuales tienen diversas aplicaciones energéticas.
Asi los biocombustibles solidos son aquellos utilizados en procesos de transformacion
termoquimica como combustion o gasificacion para producir calor y electricidad. Ejemplos de
estos biocombustibles serian los densificados, pellets o briquetas de biomasas secas,
generalmente lignoceluldsicas. Los biocombustibles liquidos son aquellos combustibles
derivados de biomasa, de aplicacion en motores térmicos de combustion interna. Los
biocombustibles liquidos mas desarrollados hasta el momento son el biodiesel y el bioetanol, si
bien también existen otros productos obtenidos a partir de biomasa, menos desarrollados, como
los aceites vegetales, el biometiléter, el biometanol y su derivado el biometil-terciario-butil-éter,
que también quedan englobados en el término de biocombustibles liquidos. Finalmente, los
biocombustibles gaseosos comprenden el biogas y el biohidrégeno, aunque este Gltimo esta
todavia en fase de investigacion en cuanto a su produccion y aprovechamiento. El biogads se
obtiene a partir de la fraccion biodegradable de los residuos solidos urbanos y puede ser

utilizado en turbinas de gas para producir electricidad o en motores de combustion interna.
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Estos biocombustibles liquidos y gaseosos reciben genéricamente el nombre de biocarburantes
por su aplicacion principal en motores.

La utilizacién de biocombustibles liquidos como el bioetanol en el sector transporte ha
sido reconocida por los responsables de las politicas energéticas europeas como una de las
alternativas mas prometedoras a corto plazo frente a la utilizacion de combustibles de origen
fosil. La Comunidad Europea han estado trabajando en los ultimos afios en el establecimiento de
una serie de acciones prioritarias para fomentar la produccion e introduccion en el mercado de
estos nuevos combustibles. Se ha fijado un objetivo comun a todos los paises miembros, a
cumplirse en el 2010, de que el 5,75 % del equivalente energético de los combustibles usados en
el transporte deberan ser biocombustibles (Directiva 2003/30/CE, 2003). Espafia ha asumido
este objetivo, y segln se recoge en el PER (2005), un 5,83 % de los combustibles consumidos

en 2010 en nuestro pais deberan ser obtenidos a partir de biomasa.

1.2. BIOETANOL COMO COMBUSTIBLE

La historia del uso del etanol como combustible para motores se remonta al siglo XIX.
Ya en 1826, el norteamericano Samuel Morey construye un motor de combustion interna para
ser accionado con una mezcla de etanol y trementina. Cincuenta afios mas tarde, en 1876, el
ingeniero aleman, Nicolas Otto, desarrolla y perfecciona el primer motor de combustioén interna
que funcionaria a base de etanol, el cual, 20 afios después, en 1896, serda implementado por
Henry Ford en el primer automévil de cuatro tiempos, (cuadricycle) movido por etanol puro, y
10 afios mas tarde, en el famoso Modelo T, un vehiculo de combustible flexible, apto para
funcionar tanto con etanol como con gasolina, o una combinacion de los dos. A partir de este
momento, la rapida introduccion de la gasolina como combustible en vehiculos de automocion
relegd a un segundo plano el uso del etanol, hasta que las Gltimas crisis del petrdleo y la
creciente concienciacion de los efectos medioambientales que tiene el elevado consumo de
combustibles fosiles, han motivado en los Gltimos afios un nuevo impulso para su desarrollo.

El etanol obtenido a partir de biomasa, denominado bioetanol, se puede emplear como
combustible en sustitucion parcial o total de la gasolina. El proceso de obtencion de bioetanol
tiene en su ultima etapa una fermentacion alcohodlica, tras la que se obtiene un mosto con un
grado alcoholico variable, dependiendo de la materia prima empleada. Este mosto se puede
concentrar por destilacion hasta la obtencion del “alcohol hidratado” (4-5% agua) o deshidratar
hasta un alcohol absoluto (99,4 % minimo de pureza).

En la actualidad, el etanol puede utilizarse en los motores de diversas formas. Por
ejemplo, puede utilizarse como etanol puro en mezclas con gasolina en bajas proporciones, 5-
10-15 % (ES, E10 y E15), para lo que no se necesitan modificaciones en los motores actuales.

También puede emplearse en proporciones mas elevadas, como el denominado E85 (15 % de
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gasolina y 85 % de etanol), que se utiliza en vehiculos especialmente disefiados, denominados
FFV (Flexible Fuel Vehicle). Otra forma indirecta de utilizacion de etanol es mediante la
incorporacion de un aditivo derivado del etanol, el ETBE (etil ter-butil éter), producto principal
de la reaccion en la que interviene una molécula de etanol y otra de isobuteno (subproducto en
las refinerias de petroleo). Actualmente todas las gasolinas en Espafia utilizan ETBE como
aditivo oxigenado.

La produccion actual de bioetanol estd basada en la utilizacion de materias primas
azucaradas (cafia de azicar y remolacha) y amilaceas (trigo, cebada y maiz). Los mayores
productores de etanol son Brasil, que lo obtiene a partir de cafia de aziucar y EEUU, donde se
produce a partir de maiz. En estos paises las producciones en 2005 ascendieron a 16,8 [Brazil
Biofuel Market Outlook (2007-2010)] y 15,2 Gl (Renewable Fuels Association, EEUU, 2006),
respectivamente. En Europa el bioetanol se produce fundamentalmente a partir de grano de
cereal, siendo Espafia el pais lider en producciéon (317.000 t en el ano 2006), seguido muy de
cerca de Alemania y Francia (315.760 y 234.306 t, respectivamente) (EurObserv’ER, 2007).

El principal problema derivado de la producciéon de bioetanol a partir de este tipo de
biomasas radica en el alto coste de la materia prima, ya que las biomasas azucarada y amilacea
utilizadas son materias ligadas integramente al mercado alimentario, lo que repercute
substancialmente en el precio final del proceso (Hamelinck y col., 2005; Lin y Tanaka, 2007).
El bioetanol producido actualmente a nivel industrial a partir de los materiales antes
mencionados forma parte de los denominados “biocarburantes de primera generacion”, cuya
tecnologia de produccion se encuentra ya disponible en el mercado. Si bien el uso de productos
agricolas tradicionales para la produccion de biocarburantes estd provocando en los ultimos
tiempos algiin debate acerca de su posible efecto desestabilizador en los mercados alimentarios
de este tipo de materias primas, existen pocas dudas acerca del beneficio medioambiental de la
utilizacion de estos combustibles alternativos. Un reciente estudio de Analisis de Ciclo de Vida
(ACV) de los biocombustibles en Espafia (MMA, 2005), ha concluido que la produccion,
distribucion y uso de los mismos permite reducir las emisiones de gases de efecto invernadero.
Concretamente para el caso del bioetanol producido a partir de grano de trigo y cebada, el uso
de vehiculos E85 funcionando con este combustible permite reducir en un 70% las emisiones de
gases de efecto invernadero por cada kilémetro recorrido, en comparacion con la gasolina. Una
mezcla de gasolina con s6lo un 5% de bioetanol (ES) permite ya una reduccion de emisiones del
3%. El citado estudio también realiza un balance sobre la eficiencia energética derivada del uso
de los biocarburantes. Para el caso concreto del bioetanol, el uso del E85 ahorra un 17% de
energia primaria y un 36 % de energia fosil por cada kilometro recorrido respecto de la gasolina.

La introduccion del bioetanol en el mercado de los combustibles no solo se ve
respaldada por la baja adicion neta de CO, que éste emite a la atmosfera, sino también por una

serie de propiedades favorables respecto a la gasolina. Por ejemplo, el bioetanol presenta un
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mayor indice de octano (96-116) que la gasolina (85-96), lo cual reduce la necesidad de anadir
componentes optimizadores de éste parametro, de naturaleza toxica (Wyman, 1996). A un
mayor indice de octano, un mayor ratio de compresion, lo que se traduce en una mayor
eficiencia del motor y mas potencia. El etanol también presenta una mayor proporcion
oxigeno/carbono que la gasolina, lo que da lugar a una combustion mas completa, reduciendo
las emisiones de hidrocarburos y CO. Por otra parte, el calor de vaporizacion del etanol es mas
elevado que en la gasolina, lo que dificulta el arranque en frio del motor.

Como opcion de futuro frente a la utilizacion de biocarburantes de primera generacion,
el bioetanol se puede producir a partir de biomasa lignoceluldsica, que se encuentra
ampliamente distribuida, no interfiere en el mercado agroalimentario y, ya que inicialmente su
coste es menor, su uso contribuye a disminuir el coste final del mismo. El bioetanol y otros
biocarburantes producidos a partir de biomasa lignoceluldsica constituyen el grupo de los
denominados “biocarburantes de segunda generacion”, cuyas tecnologias de produccion
todavia estan en fase de investigacion y desarrollo, no encontrandose disponibles en el mercado.
La Comision Europea ha sefialado que la consecucion del objetivo del 10% de biocarburantes
en 2020 no va a crear tensiones significativas en los mercados agricolas y alimentarios, siendo
éste un objetivo alcanzable de manera sostenible y sin provocar desequilibrios econémicos a
nivel europeo y mundial (European Commision, 2007), ya que en dicha prevision se ha
considerado que un 30% de los biocarburantes que se consumiran en el mercado europeo en
2020 estaran producidos a partir de biomasa lignocelulosica.

El potencial de la biomasa lignoceluldsica para la produccion de etanol de 2* generacion
es equivalente a 16 veces la produccion mundial actual (1* generacion), ademas de la capacidad
de generar cerca del 4% de la produccion eléctrica mundial mediante el uso del residuo rico en
lignina que se obtiene como subproducto del proceso de obtencion de etanol (Kim y Dale, 2004).
Por otra parte, el acceso que las diferentes regiones del mundo tienen a este tipo de biomasa, la
hacen atractiva para la descentralizacion econdémica del suministro de combustible, asi como

para la creacion de empleo en el ambito rural (Wyman, 2007).

1.2.1 La paja de trigo como materia prima para la produccion de bioetanol

La utilizacion de materias primas baratas, de naturaleza lignocelulosica y residual, como
por ejemplo la paja de trigo, es actualmente una de las opciones mas interesantes para abaratar
el coste del proceso de produccion de biocombustibles a partir de fuentes renovables, y hacerlo
asi competitivo con aquellos derivados de fuentes fosiles.

El trigo es uno de los tres cereales mas producidos globalmente, junto al maiz y el arroz
(FAOSTAT, 2007) y el mas ampliamente consumido por el hombre en la civilizacion occidental

desde la antigiiedad. Hoy dia, los mayores productores de trigo en el mundo son Asia (51 %) y
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Europa (37 %). La paja es el tallo seco de la planta después de la separacion del grano para su
utilizacion en la obtencion de harina, sémola, cerveza y una gran variedad de productos
alimenticios. Actualmente, la paja de trigo constituye un residuo agricola, que normalmente se
deja en el campo, o es arado para mantener la salud del suelo y prevenir la erosion (Edmundo y
col., 2006). En el peor de los casos, el residuo se quema en el campo, con el consiguiente efecto
negativo sobre el medioambiente que ello conlleva.

Dependiendo del tipo de trigo y de la zona donde se cultive, podemos encontrar que,
aproximadamente, por cada kg de trigo producido se genera 1,1 kg. de paja (Bamaga y col.,
2003). Teniendo en cuenta que la produccion mundial de trigo es de alrededor de 620 millones
de toneladas (FAOSTAT, 2007), la cantidad de paja generada durante el Gltimo afio superaria
los 680 millones de toneladas, constituyendo un residuo agricola muy extenso y ampliamente
distribuido. Considerando la cantidad de paja de trigo destinada al mantenimiento del suelo, a la
produccion animal y al uso industrial, se ha estimado que aproximadamente un 60 % de la
produccion mundial (370 millones de toneladas) podria llegar a utilizarse con fines energéticos

(Kim y Dale, 2004).
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1.3 BIOMASA LIGNOCELULOSICA. COMPONENTES PRINCIPALES.

La biomasa lignoceluldsica estd constituida por tres componentes fundamentales; los
polisacaridos, celulosa y hemicelulosa, y la lignina, junto con otras sustancias menos

abundantes, que no forman parte de la pared celular, tales como extractivos, proteinas y cenizas.

1.3.1 Polisacaridos

El componente polisacarido comprende carbohidratos de alto peso molecular, celulosa y

hemicelulosa, que representan entre el 60-80% del peso de la biomasa lignoceluldsica.

1.3.1.1 Celulosa

La celulosa es la base estructural de las células vegetales y por lo tanto, la mas
importante sustancia natural producida por los organismos vivos. En la biosfera, existen 27x10"
t de carbono, un 99% del cual se encuentra en las plantas (Brett y Waldron, 1996b). Se puede
asumir que alrededor del 40 % de este carbono se encuentra en la celulosa, lo cual significa que
la cantidad total de esta sustancia estaria alrededor de 26,5x10' t. Estos datos confirman la

abundancia de este componente como uno de los mayores recursos naturales en el mundo.

enlace B (1-4) enlace f (1-4)

Unidad de Celobiosa
1.03 nm

Figura 1. Parte central de una cadena de celulosa

Desde el punto de vista estructural, la celulosa es un polimero homogéneo lineal, de
elevado peso molecular, constituido por largas cadenas de D-glucosa en forma piranosa unidas
por enlace B-1,4-glucosidico, siendo la celobiosa, con una longitud de 1,3 nm, la unidad que se
repite (Figura 1). Aunque existen grupos OH a ambos lados de la cadena de celulosa, éstos
presentan diferentes propiedades. El grupo OH del carbono 1 (Figura 2) es un grupo aldehido
derivado de una conformacién en anillo formado por un enlace intramolecular hemiacetal. Por
esta razon, dicho grupo presenta propiedades reductoras, mientras que el grupo OH del carbono

4 es un grupo hidroxil-alcohélico y por lo tanto no reductor (Fengel y Wegener, 1989).
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I
H 5——O 5——0 OH
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\4éH H N T — \4éH H N
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HO/ \% 1 N4 cadena de celulosa T i \H
Extremo no reductor H OH |1| lOH

Extremo Reductor

Figura 2. Extremo reductor y no reductor de una cadena de celulosa

Los grupos hidroxilo (grupos funcionales de la cadena de celulosa) son capaces de
interaccionar entre si o con atomos de oxigeno, nitrogeno y azufre, originando puentes de
hidrégeno. Estos puentes de hidrogeno también se forman entre los grupos hidroxilo de la
celulosa y las moléculas de agua, haciendo la superficie de la celulosa altamente hidrofilica. Los
puentes de hidrogeno considerados individualmente son uniones débiles, pero el elevado
nimero existente en estas organizaciones estructurales a nivel intramolecular (2 por
anhidroglucopiranosa) e intermolecular (2-3 por anhidroglucopiranosa), confieren a la celulosa
su rigidez caracteristica.

En cuanto a las propiedades fisicas de la celulosa, ésta se encuentra en forma fibrosa,
posee una alta resistencia mecanica y es muy insoluble en agua, tanto fria como caliente. Es
también insoluble en disolventes organicos tales como etanol, benceno, éter, cloroformo y
tetracloruro de carbono y muy poco soluble en disoluciones diluidas de acidos y alcalis. Por otra
parte, es muy soluble en acido sulftirico al 72% y en acido clorhidrico al 44%. Su degradacion,
aunque importante, es menos notoria en acido fosforico al 85%.

Sobre la forma en que se ordenan las moléculas de celulosa se han postulado diferentes
modelos que coinciden en diferenciar entre una zona cristalina de gran ordenacién y una zona
amorfa (Evers y col., 1999). Los puentes de hidrogeno intra e intermoleculares son la principal
causa de las diferentes conformaciones de la red cristalina de la celulosa (Liu y col., 2005). La
celulosa nativa se encuentra en forma de celulosa I, en la que coexisten dos fases (Sun y col.,
2005), la celulosa I, (cristal triclinico), meta-estable, y la celulosa Iy (cristal monoclinico).
Ambeas fases se encuentran en diferentes proporciones en funcion del origen. Concretamente en
el caso de los materiales herbaceos, la mas abundante es la celulosa Ig. Las diferencias entre
ambas se deben principalmente al desplazamiento relativo de las moléculas en direccion de la
cadena. Junto a las distintas formas cristalinas, la celulosa también dispone de regiones menos
ordenadas denominadas amorfas o paracristalinas. Ademas de estas conformaciones, se han
descrito otros cristales polimérficos designados como II, III; y III,, IV, y IV,, v X, que se
obtienen a partir de la celulosa I, tras someterla a diferentes tratamientos.

Se han realizado varios estudios sobre la estructura y morfologia de este componente en

la paja de trigo (Liu y col., 2005; Yu y col., 2005). La celulosa fue identificada como celulosa I
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alomorfica con un bajo grado de cristalinidad, no encontrandose diferencias significativas en el
grado de cristalinidad en diferentes partes de la paja de trigo. Ademas no se encontraron indicios
de la estructura metaestable celulosa I, cristalina, solamente de la estructura polimoérfica

cristalina Ig.

1.3.1.2 Hemicelulosas

Las hemicelulosas son heteropolisacaridos de alta masa molar que se encuentran
constituidos por diferentes unidades de monosacaridos; pentosas, hexosas y acidos urdnicos
(Figura 3), enlazados entre si por enlaces glicosidicos, dando lugar a estructuras ramificadas y
en general amorfas. Su papel principal es proporcionar la union entre la lignina y la celulosa

(Suny col., 1998).

Pentosas Hexosas Acidos Hexurénicos
OH
COOH
O_ oH O OH O OH
OH OH OH
HO HO HO
OH OH OH
B-D-Xilosa B-D-Glucosa B-D-Acido Glucurénico
HO o on oH COOH
Sy O OH 0o
oH QM QH
OH HO H3;C—O OH
OH
a-L-Arabinopiranosa B-D-Manosa a-D-4-0-Acido Metil-Glucurénico
o OH OH COOH
OH
OH
OH OH
HO On OH OH
a-L-Arabinofuranosa a-D-Galactosa

a-D-Acido Galacturonico

HO O OH
OH OH

a-L-Ramnosa

O OH
CH, OH
HO

OH

a-L-Fucosa

Figura 3. Unidades constituyentes de las hemicelulosas

Las hemicelulosas se diferencian de la celulosa en la composicion del mondémero
constituyente, en la longitud de las cadenas moleculares y en la existencia de ramificaciones
mediante enlaces covalentes. Generalmente estan constituidas por una cadena principal de un

unico azucar, homopolimero, ¢j. xilano, o de dos o mas azlcares, heteropolimero, ej.
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glucomanano. Estas cadenas de azucares se pueden presentar sin ramificaciones o con
ramificaciones muy cortas, generalmente de un unico aziicar. Una ramificaciéon comun en las
hemicelulosas de muchas biomasas lignocelulésicas, es el grupo acetilo, el cual lo podemos
encontrar esterificado a lo largo de la cadena principal que conforma el esqueleto
hemicelulésico.

En funcion de las caracteristicas estructurales de la cadena principal, se pueden
distinguir tres grupos de hemicelulosas; los xilanos, los mananos y los glucanos (Carpita y
Gibeaut, 1993; Brett y Waldron, 1996b).

Los xilanoes constituyen la fraccion hemiceluldsica mas abundante en la pared celular de
las plantas. Estdn constituidos por un esqueleto basico de residuos de xilopirandsido unidos
entre si mediante enlaces B(1,4). Los grupos hidroxilo de la xilosa pueden estar sustituidos por
grupos 4-O-metil-glucurénico, glucurénico y a-arabinofuranosido, los que a su vez pueden estar
esterificados por los acidos fertlico o cumarico. En funcidn de estas sustituciones, los xilanos se
encuentran en forma de:

e Xilanos, esqueleto sin ramificaciones. Presentes en la hierba de esparto y tallos de la
planta del tabaco.

e Glucuronoxilanos, en los que los grupos hidroxilo pueden estar sustituidos por grupos
acetilo (siete de cada diez unidades de xilosa estan sustituidas por grupos acetilo),
unidos mediante enlaces éster en las posiciones 2 y 3 del anillo de la xilosa, y grupos de
acido 4-O-a-glucuroénico, unidos mediante enlaces a(1,2), que pueden estar metilados
(un residuo de metil-glucurénico por cada diez unidades de xilosa). Este tipo de xilanos
es caracteristico de las hemicelulosas de maderas duras, gramineas y legumbres.

e Arabinoglucuronoxilanos, en los que el esqueleto basico de xilano esta sustituido (una
por cada diez unidades de xilosa) por grupos de acido 4-O-a-metilglucurénico mediante
enlaces a(1,2). También encontramos restos de arabinosa, en una media de 1,3 residuos
por cada diez unidades de xilosa, unidas por enlace a(1,2) 6 a(l1,3). Los
arabinoglucuronoxilanos son caracteristicos de las hemicelulosas de maderas blandas.

e Arabinoxilanos, formados por un esqueleto de unidades de xilopiranésidos unidos por
enlaces B(1,4), sustituidos con residuos de arabinosa en las posiciones O-2 y/o O-3.
Pueden estar presentes también cadenas laterales, unidas por enlace a(1,2), de acido 4-
O-metilglucurénico, P-D-glucopiranosa y p-D-manopiranosa. Los residuos
arabinofuranosil estan esterificados en los C-3 con acido p-cumadrico y acido ferulico
(Cyran y col., 2003). Este tipo de xilanos los encontramos en las hemicelulosas de

gramineas.
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Otro tipo de hemicelulosas lo constituyen los mananes, que a su vez se clasifican en:

Glucomananos, que constituyen el tipo de hemicelulosa mas abundante en la pared
secundaria de las gimnoespermas, siendo un componente minoritario en las
angioespermas. Son polimeros lineales de PB-D-glucosa y B-D-manosa, unidos por
enlaces B(1,4), con predominio de las manosas, que no presentan ramificaciones ni
sustituyentes laterales. Los glucomananos son tipicos de hemicelulosas de maderas
duras, en los que la relacion glucosa:manosa es 1:2-1:3.

Galactoglucomananos, constituidos por un esqueleto linecal de unidades de [B-D-
glucopiranosa y B-D-manopiranosa, unidas mediante enlace B(1,4). Presenta dos tipos
de sustituyentes: grupos acetilo, unidos por enlace éster en las posiciones C2 6 al C3 de
las hexosas, y residuos de a-D-galactopirandsidos unidos por enlaces o(1,6). Este tipo
de mananos es propio de hemicelulosas de maderas blandas. Ademas, el contenido en
manosas es mas elevado que en los glucomananos de maderas duras.

Mananos y galactomananos, formados por un esqueleto de B-D-glucopiranosas unidas
por enlaces B(1,4), en la que los sustituyentes son residuos de a-D-galactopiranosa
unidas por enlaces a(1,6). Este tipo de moléculas aparece en las paredes celulares del
endospermo, donde desempefia también un papel de reserva energética y absorcion de
agua.

Glucuromananos, estan presentes en pequefias cantidades en numerosas especies.
Consisten en una cadena lineal de manosa unidas por enlace o(1,4), y residuos de acido
glucuronico, unidos mediante B(1,2), posiblemente en secuencia alternada. Las cadenas

laterales incluyen xilosa y arabinosa.

Por ultimo, dentro de las hemicelulosas también encontramos los galactanos y

glucanos, entre los que se distinguen:
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Xiloglucanos, constituidos por un esqueleto de unidades de B-D-glucopiranosas unidas
por enlaces B(1,4), a los que se unen residuos de xilosa mediante enlaces o(1,6). Alguno
de estos residuos de xilosa pueden estar a su vez sustituidos por fucosa o(1,2) y por
galactosa B(1,2), y ocasionalmente por residuos de arabinosa. También puede presentar
grupos acetilo-esterificados. Este tipo de hemicelulosas esta presente en gran nimero de
semillas, tanto en dicotiledoneas como monocotiledoneas, aunque en estas ultimas en
pequefia proporcion.

Arabinogalactanos, formados por un ntcleo de galactano muy ramificado que contiene

unidades de galactosa unidas por enlace B(1,3) y B(1,6). Los residuos de arabinosa
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aparecen en las cadenas externas, unidos por enlaces B(1,3), junto con pequefias
cantidades de &cido glucurénico. Se localiza en la pared celular de gimnospermas.

e C(allosa, es un polimero lineal de glucosa, generalmente denominado B(1,3) glucano,
que forma una conformacion helicoidal. Esta presente en tejidos especializados, como
granos de polen.

e [(1,3) y B(1,4) Glucano, son componentes no ramificados de las paredes celulares en

cereales y otras gramineas.

Es importante resaltar la gran diferencia que existe, tanto en composicion, como en
estructura, entre las fracciones hemiceluldsicas de los diferentes tipos de biomasa. Desde una
amplia perspectiva, las maderas blandas tienen una alta proporcion de manosa, como
homopolimero constituyente de la cadena principal, y mas cantidad de galactosa que las
maderas duras; asi mismo, estas ultimas presentan una mas alta proporcion de xilosa y grupos
acetilo que las maderas blandas (Dahlman y col., 2003). Respecto a los materiales herbaceos se
podria decir que el componente hemiceluldsico es de naturaleza similar al de las maderas duras,
aunque con una mas baja proporcion de grupos acetilo (Fengel y Wegener, 1989).
Concretamente en la paja de trigo, la xilosa es el aziicar predominante (70-75%), junto con la
arabinosa (13-14%) y glucosa (6-8%) como segundo y tercer azlicares hemiceluldsicos
mayoritarios. Ademas de estos, también podemos encontrar pequefias cantidades de galactosa
(2-3%) (Sun y col., 2005a). El mayor polisacarido, tanto en tamafio como en cantidad, que
podemos localizar en la estructura molecular de las hemicelulosas del trigo es el arabinoxilano,
que se encuentra formado por cadenas de xilano, constituidas por la union de -D-xilopiranosas
mediante enlace O-glucosidico B(1,4) (Figura 4), a los cuales se les unen alternativamente
moléculas de o-L-arabinofuranosas mediante un enlace O-glucosidico (1,3). Ademas de la
arabinosa, podemos encontrar unido a la cadena de xilanos acido 4-O-metilglucurénico, grupos
acetilo, y xilosa en las posiciones O-3 y/o O-2 de la B-D- xilopiranosa de la cadena de xilanos
(Figura 4) y, en menor medida, pequeias cantidades de galactosa y glucosa (Sun y col., 1996;

Hatfield y col., 1999; Sun y Tomkinson, 2003).
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Figura 4. Modelo simplificado de la estructura de la cadena principal de arabinoxilanos de las

hemicelulosas en la pared secundaria de la paja de trigo

1.3.1.3 Pectinas

Las pectinas son heretopolisacaridos que se encuentran en las laminas medias de la
pared celular de las plantas. Estan compuestas de acido D-galacturénico, D-galactosa, L-
arabinosa y L-ramnosa. El cuerpo principal de este componente lo conforma un esqueleto de
residuos de acido galacturénico unidos por enlace a(1,4), sobre el cual se disponen distintas
ramificaciones de residuos de ramnosa unidas por enlace a(1,2) (Brett y Waldron, 1996a; Ridley
y col., 2001). Sobre las unidades ramificadas de ramnosa se pueden llegar a encontrar cadenas
laterales de L-arabinosa y D-galactosa. Estas cadenas suelen estar unidas por iones de Calcio

y/0 Magnesio formando pectatos, los cuales confieren solidez a la union entre células (Figura 5).

puentes de Ca entre
muoléculas pécticas

moléculas
de pectina
acida

My "
glucoproteina

=

N

Ean moléeculas
— de pectina

Ty neutra

molécula de

hemicelulosa microfibrillas de

celulosa

Figura 5. Representacion esquemaitica de la disposicion estructural de las pectinas en la pared

celular primaria de la biomasa lignoceluldésica
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1.3.2 Lignina

La lignina se encuentra formada por una matriz arraigada de monomeros
hidroxicinaminicos polimerizados, cuyos precursores son los alcoholes cinamilicos; p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico, que se diferencian entre si por las diferentes sustituciones
que presenta el anillo aromatico (Figura 6). Estos precursores dan lugar a las subunidades p-
hidroxifenilo, guayacilo y siringilo, respectivamente, que se unen a través de diversos enlaces en
el polimero final, tales como, carbono-carbono y uniones tipo éter, mayoritariamente, y tipo

éster.

CH,OH ¥ CH,OH CH,0H
CH CllH B |C|3H
|C|)H |(||3H o CH
N
E
HyCO T H,CO OCH,
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico Alcohol Coniferilico Alcohol Sinapilico
Unidad p-hidroxifenilo Unidad Guayacilo Unidad Siringilo

Figura 6. Alcoholes cinamilicos precursores de la lignina

La polimerizacion de estos mondmeros hidroxicinaminicos durante la formacion de la
pared celular se produce en dos etapas, una etapa enzimatica y una etapa quimica. En la
primera los precursores son oxidados por peroxidasas de la pared dando radicales
fenoxilo (Evers y col., 1999) que, a continuacién, y durante la etapa quimica, reaccionan al
azar entre ellos dando lugar a un patrén irregular de formacion de enlaces.

La lignina realiza multiples funciones que son esenciales para la vida de las plantas.
Posee un importante papel en el transporte interno de agua, nutrientes y metabolitos.
Proporciona rigidez a la pared celular, ya que su principal funcion es la de endurecer y sostener
las fibras de polisacaridos, creando un material que es notablemente resistente a los impactos,
compresiones y flexiones. Los tejidos lignificados resisten el ataque de los microorganismos,
impidiendo la penetracion de las enzimas destructivas en la pared celular.

La composicion de la lignina varia mucho segun los diferentes grupos taxondmicos,
tejido vegetal, etapa de desarrollo y condiciones ambientales. Ademas de la diferencia en el tipo

de hemicelulosas entre las maderas duras (angioespermas lefiosas), blandas (gimnoespermas) y
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herbaceas, también podemos diferenciarlas en cuanto a la naturaleza del componente lignina:
lignina guayacil y lignina guayacil-siringil (Fengel y Wegener, 1989). La lignina de
gimnoespermas (maderas blandas) contiene principalmente unidades de tipo guayacilo mientras
que la lignina de angioespermas (maderas duras) contiene, ademas, unidades siringilo. Las
unidades guayacilo restringen la humedad de las fibras, con lo que se limita también la
accesibilidad enzimatica en mayor medida que en las ligninas guayacil-siringil. Por otro lado,
las unidades de siringilo de la lignina en las maderas duras, debido a los grupos metoxilo,
reducen la formacion de enlaces tipo éter y enlaces C-C, lo que se traduce en un menor grado de
polimerizacion y condensacion de este tipo de ligninas. Por este motivo, las maderas blandas
son mas resistentes a la deslignificacion por extraccion alcalina que las maderas duras.

Se pueden distinguir dos tipos de lignina dentro de la conformacion estructural de la
pared celular: la lignina més polimerizada y, por tanto, mds condensada, formando una matriz
dificil de penetrar, y la menos polimerizada, la cual se encuentra principalmente unida a las
hemicelulosas (Helm y Ralph, 1992; Cornu y col., 1994; liyama y col., 1994; Lam y col., 2001).
La lignina polimerizada constituye por si sola una gran incégnita debido al alto grado y a la
complejidad de la polimerizacion existente, habiendo sido objeto de numerosas investigaciones
(Smit y col., 1999; Onnerud y Gellerstedt, 2003; Sun y col., 2005a).

En lo que respecta a la porcion de lignina menos polimerizada, se han realizado
numerosos estudios para su determinacion tanto cualitativa, como cuantitativa, y en todos ellos
se presenta a esta porcion de la lignina como la encargada de unirse a las hemicelulosas, gracias,
principalmente, a su menor impedimento estérico. Los enlaces predominantes entre las dos
porciones de lignina son tipo éster y éter (Helm y Ralph, 1992; Helm y Ralph, 1993; Lam y col.,
1994).

De los tres precursores hidroxicinaminicos descritos anteriormente, las unidades
guayacilo juegan un papel importante en la polimerizacion de la lignina en la paja de trigo, asi
como en la unién de este componente con los polisacaridos (Zhai y Lai, 1995). Los enlaces
mayoritarios en la fraccion polimerizada de la lignina y responsables de la mayor condensacion
que presenta ésta son los formados por B-O-4°. Entre las interunidades, también se pueden
encontrar pequefias cantidades de enlaces B-5', B-a’, 5-5" y B-B’. En la condensacion de la
lignina, también es conocido el importante papel que juegan los diferulatos (dimeros de acido
feralico) (Figura 7), principalmente los enlazados 5-5°, y el acido p-cumarico (Zhai y Lai, 1995),
(Hatfield y col., 1999). Estos tipos de enlace se encuentran formados principalmente a través de
los acidos fertlico y difertlico (5-5), los cuales enlazan, via su propio grupo carboxilo, con la
porcion de lignina polimerizada (Jacquet y col., 1995; Hatfield y col., 1999; Lam y col., 2001),

o mediante la contribucion carboxilica procedente de dicha fraccion de lignina.
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C|H ﬁH
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3 /5 5'\ 3’
Hy,co” \‘l*/ \‘l"/ SOCH,
OH OH

Acido Diferulico 5-5°

Figura 7. Acido diferiilico 5— 5" comtn en la lignina polimerizada

Los enlaces tipo éter se originan a través de los grupos hidroxilo del anillo bencilico y
de la posicion a de la cadena arilica de los acidos hidroxicinaminicos precursores (Zhai y Lai,
1995; Lam y col., 2001). El acido p-cumaérico y, en menor medida, el sinapico, también
participan en dichos enlaces, aunque en menor cantidad que las unidades guayacilo.

Con base en los tipos de enlace descritos anteriormente y a una amplia revision
bibliografica realizada en torno a la conformacion estructural de la lignina en la paja de trigo
(liyama y col., 1990; Sun y col., 1996; Sun y col., 1997; Sun y col., 2005a) se puede describir

una aproximada estructura quimica para la misma, Figura 8.
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Figura 8. Estructura propuesta de la lignina en la paja de trigo, adaptada de Sun y col, 1996, 1997,
2005 e liyama y col., 1990.

1.3.3 Otros Componentes

Formando parte de la composicion de la biomasa lignoceluldsica también se encuentran
una serie de compuestos que debido a su heterogeneidad, y a su falta de orden estructural, se
engloban en un grupo denominado extractivos. Una gran variedad de compuestos organicos

conforman este grupo, tales como; grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y
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complejos, azucares simples, pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, etc. Actiian como
intermediarios metabolicos, reserva de energia o parte de los mecanismos de defensa contra los
ataques microbianos. Asi mismo, son los responsables del color, olor y resistencia al
marchitamiento de la planta (Fengel y Wegener, 1989).

Otro grupo de componentes lo constituyen las cenizas. Fundamentalmente son las sales
inorganicas de calcio, potasio y magnesio, asi como silice, que forman carbonatos, fosfatos,
oxalatos y silicatos.

En cuanto a la proporcion de los distintos componentes principales en la biomasa
lignocelulosica, los datos son variables dependiendo del tipo del material. En la Tabla 1 se han
recogido, a modo de ejemplo, datos bibliograficos de las composiciones de una serie de materiales
incluyendo maderas duras, blandas y residuos herbaceos. Se puede observar que las mayores
diferencias se encuentran en la cantidad y el tipo de hemicelulosa, donde, segin qué tipo de
biomasa, podemos encontrar mayor cantidad de xilano en los materiales herbaceos y maderas
duras, y mayor cantidad de mananos en las maderas blandas. El contenido en celulosa también
varia en funcion de la materia prima, encontrandose mayor cantidad de este compuesto en las

maderas que en los materiales herbaceos.
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1.3.4 Disposicion de los componentes principales en la pared celular vegetal

En las células vegetales la pared celular tiene un papel importante en actividades tales
como absorcion, transpiracion, translocacion, secrecion, reacciones de reconocimiento y defensa
contra bacterias u otros patdogenos. Ademas, constituye una capa rigida que da forma a la célula
y la protege de tracciones mecanicas. Cada pared celular estd unida a la pared de las células
vecinas, y entre todas constituyen un armazon que da consistencia a los distintos 6rganos de las
plantas. Ademas, interviene en la creacion de la presion de turgencia en el interior de las células.
Esta presion es fundamental para el crecimiento, ya que los tejidos se alargan como
consecuencia de la presion que ejercen las células entre si, dando lugar a los movimientos que
permiten la apertura y cierre de los estomas.

La pared celular presenta varias capas (Figura 9) que se desarrollan con la maduracion

celular. De fuera hacia dentro de la célula son:

e Lamina media
e Pared primaria

e Pared secundaria

Figura 9. Representacion esquematica de las distintas partes de la pared celular vegetal, modificado

de (DOE, 2006)
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1.3.4.1 Lamina Media

Cuando una célula vegetal se divide en la etapa de citocinesis, se origina una capa
delgada denominada placa ecuatorial por fusion de vesiculas procedentes del aparato de Golgi.
A esta capa celular, amorfa y Opticamente inactiva, se le denomina lamina media. Se compone
principalmente de compuestos pécticos, como el acido péctico, formado mediante unioén de
moléculas de acido galacturdnico por enlaces a(1,4) esterificadas con metanol. Con el tiempo,
estos compuestos pierden su acidez, al unirse a iones Ca*" formando pectatos (4cido péctico e
iones metalicos, tales como Ca*" o Mg”"). La principal caracteristica de la 1amina media es su

funcién como material aglutinante o cemento entre las paredes celulares de dos células.

1.3.4.2 Pared Primaria

Cada célula vegetal construye su pared celular primaria a cada lado de la lamina media,
que se expande aumentando el volumen celular mientras las células mantienen un crecimiento
activo. En las células vegetales, la pared primaria es un componente dindmico que define y
limita su morfologia. La pared primaria de las células vegetales estd compuesta principalmente
de microfibrillas de celulosa (9-25%) y una matriz interpenetrante de hemicelulosa (25-50%),
pectinas (10-35%) y proteinas (10%).

La pared primaria consta, basicamente, de una red de microfibrillas de celulosa, en las
que docenas de cadenas lineales de glucosa se condensan para formar largos cristales que
envuelven cada célula. Las cadenas de celulosa se sintetizan mediante sistemas enzimaticos de
celulosa sintasa que se encuentran emplazados en la membrana plasmatica en forma de rosetas.
Estas rosetas se desplazan, guiadas por microtibulos de la cara interna de la membrana. Las
microfibrillas de celulosa se van alargando por el extremo unido a estas rosetas y se depositan al
azar y quedan entrelazadas (Figura 10). Estas microfibrillas tienen una anchura de 5-15 nm y
estan distanciadas entre 20 y 40 nm (Carpita y Gibeaut, 1993). Aunque cada cadena puede
constar de varias miles de unidades de glucosa, éstas comienzan y terminan en diferentes zonas

dentro de la misma microfibrilla.
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Figura 10. Ejemplo esquematico de la estructura de la pared primaria de las células vegetales,

modificado de (DOE, 2006)

La microfibrillas de celulosa se encuentran enlazadas a los polisacaridos de
hemicelulosas. En la formacion de estos enlaces, los arabinoxilanos y arabinogalactanos
hemiceluldsicos presentes en la pared celular primaria serian atacados por los grupos hidroxilos
de la celulosa, formando un enlace glicosidico. Estos polimeros hemicelulosicos, a su vez, se
unirian a los ramnogalacturanos (pectinas), los cuales via arabinoxilanos y arabinogalactanos
volverian a enlazarse a la celulosa (Albersheim, 1975). La disposicion que presentan los
componentes hemicelulosa y celulosa establece la conformacion estructural necesaria para que
se produzcan los enlaces glicosidicos entre los hidrogenos adyacentes de los grupos hidroxilo de
los glucanos y los oxigenos glicosidicos de los arabinoxilanos.

Los enlaces realizados a través de las pectinas y las extensinas (glicoproteina) confieren
soporte y rigidez a la estructura de la pared primaria celular. Ademas también participan
enzimas tales como celulasa sintasa, hidrolasas y oxidasas, necesarias para el crecimiento,

modificacion y lignificacion durante el crecimiento secundario (Cosgrove, 1999).

1.3.4.3 Pared secundaria

Continuando el crecimiento celular, y a consecuencia de una mayor polimerizacion de
los componentes y a la incorporacion y condensacion de la lignina en la pared celular primaria,
se origina la pared celular secundaria. La pared secundaria estd compuesta principalmente de
celulosa (40-80%), hemicelulosa (10-40%) y lignina (5-25%) (Albersheim, 1975).

La formacion de la pared secundaria se caracteriza por la sintesis masiva de celulosa,
mientras que la sintesis de material pectinico cesa. Aunque los mecanismos bioquimicos
parecen ser idénticos que los desarrollados en la pared primaria, no ocurre lo mismo con la
longitud de las cadenas ni con la forma de deposicion. Mientras que en la pared primaria el

grado medio de polimerizacion de las cadenas de celulosa es de 2.500, en las paredes
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secundarias €éste aumenta hasta 14.000. Las fibras de celulosa se depositan en una orientacion
especifica, con un fuerte empaquetamiento paralelo de las mismas.

En la pared secundaria el complejo hemicelulosa-celulosa estd mas estructuralmente
organizado que en la pared primaria. La celulosa se encuentra unida a los azucares
hemicelulésicos mediante puentes de hidrogeno (Fengel y Wegener, 1989). Asi mismo, las
hemicelulosas se unen con las zonas menos polimerizadas de la lignina mediante enlaces tipo
éter y éster, conformando una matriz que envuelve a la celulosa.

Una de las principales caracteristicas por la que se define la pared secundaria de las
células vegetales es la inclusion de la lignina, la cual le confiere a la pared celular un mayor
grosor y rigidez. Durante el crecimiento celular, y en un paso previo a la formacion de la pared
secundaria, tiene lugar la ruta del acido shikimico y el metabolismo fenilpropanoide, los cuales
conducen a la sintesis de los monomeros constituyentes de lignina; acidos p-cumarico, fertlico,
diferulico, sindpico, cindmico y p-hidroxibenzoico. Posteriormente, las enzimas catalizan la
formacion de los tres alcoholes; p-cumarico, coniferilico y sinapilico, los cuales polimerizan
entre si dando lugar a la lignina en la pared secundaria.

Debido a la diversidad de los componentes hemicelulosa y lignina, asi como a la
compleja naturaleza de la matriz conformada por ambos, resulta extremadamente complicado
representar la estructura de la pared secundaria de las plantas. Por ello, y en base a que el
material lignoceluldsico utilizado en este trabajo ha sido la paja de trigo, se muestra un esquema
de la estructura de la pared secundaria en los materiales herbaceos (Figura 11), donde se
representa el ordenamiento de los principales componentes descritos; celulosa, hemicelulosa y
lignina. Puede observarse como las microfibrillas de celulosa y las cadenas de hemicelulosa se

encuentran formando una compleja matriz estructural complementada por la lignina.
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Figura 11. Estructura de la pared celular secundaria en las células vegetales de materiales

herbaceos, segiun (Bidlack y col., 1992)
1.3.4.3.1 Enlaces Hemicelulosa-Lignina en la pared secundaria de la paja de trigo

Una vez se ha descrito la estructura conformacional de la pared secundaria celular de los
materiales herbaceos, a continuacion se describen las uniones de los azicares hemicelulosicos a
la lignina en la paja de trigo, ya que la ruptura de las mismas determinara la efectividad de la
etapa del pretratamiento hidrotérmico, dando como resultado un material mas desestructurado
para las posteriores etapas del proceso.

Como en la mayoria de los materiales herbaceos, en la paja de trigo las hemicelulosas
constituyen el segundo componente mayoritario de la pared celular (Sun y col., 1997). Este
componente se diferencia de la celulosa en que esta ramificado, y en que la cantidad de puentes
de hidrogeno que sostienen la estructura conformacional es menor. Segin se ha descrito
anteriormente, el componente hemicelulosico de la paja de trigo esta formado principalmente
por cadenas de B-D-xilopiranosas sobre las cuales se encuentran enlazados monémeros de o-L-
arabinofuranosas mediante un enlace O-glucosidico (1,3). Ademas de la arabinosa, también
podemos encontrar acido 4-O-metilglucurénico, grupos acetilo y xilosa unidos a la cadena de
xilanos (ver Figura 4). Es mediante estos intermediarios monoméricos, a través de los cuales se

producen los principales enlaces a la lignina en la paja de trigo. Estos enlaces dependeran de los
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grupos funcionales que, en todo momento, se encuentren enfrentados estéricamente, aunque se
pueden agrupar en enlaces tipo éter y éster. Hay que recordar que de las dos porciones de
lignina existentes, la menos polimerizada posee una mayor capacidad de movimiento y por
tanto, mas facilidad para formar enlaces con las hemicelulosas.

Existen numerosos estudios sobre la identificacion de los intermediarios cinamilicos que
intervienen en la unién de la hemicelulosa con la lignina en la paja de trigo (liyama y col., 1990;
Helm y Ralph, 1992; Helm y Ralph, 1993; Hatfield y col., 1999; Lam y col., 2001). La mayoria
de ellos concluyen que los acidos fertlico (AF) y diferulico (AD), mayoritariamente, y el p-
cumarico (ApC), en menor medida, juegan un papel importante en la formacion dichos enlaces.
Seglin estas investigaciones, aproximadamente del 60 al 70% de AF y AD en la paja de trigo se
encuentran enlazados mediante enlaces éter a la lignina y mediante enlaces éster y/o éter a las
hemicelulosas, formando el nexo de unién entre los dos compuestos (Figura 12) (Sun y col.,
2002). La relacién de enlaces tipo éter frente a la de ésteres presentes en las fracciones
hemicelulésicas extraidas mediante disolventes tanto basicos como acidos, determina que la
mayoria de la lignina de la paja de trigo se encuentra enlazada mediante enlaces tipo éter a la
arabinosa de la cadena de xilanos que conforman las hemicelulosas (Sun y col., 2003; Sun 'y col.,
2005a). En lo concerniente al acido p-cumarico, se ha descrito que se encuentra esterificado a
los azlcares hemiceluldsicos (Crestini y Argyropoulos, 1997), y que la mayoria de las
moléculas de dicho acido se encuentran enlazadas a través de la posicion y de la cadena alilica
(Figura 13) (Lam y col., 2001; Durot y col., 2003). También existe un enlace, tipo éster, menos
predominante, a través del acido glucurénico de la cadena de xilanos que conforman la
hemicelulosas. Este enlace, denominado benzil éster, se produce a través del grupo carboxilo
que presenta dicho acido en su carbono 6, hacia la posicion a de la cadena alilica de alguna

unidad de guayacilo presente en el medio (Figura 14) (Sun y col., 1997).
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Figura 12. Representacion esquematica de los enlaces éster y éter predominantes en las uniones

lignina-hemicelulosa de la paja de trigo, adaptado de Sun y col., 2002
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Figura 13. Enlace éster representativo entre el dcido p-cumarico y las hemicelulosas de paja de

trigo adaptado de Durot y col., 2003; Lam y col., 2001
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Figura 14. Enlace éster representativo entre el acido p-cumarico y el 4cido 4-O- metil glucurénico,

adaptado Sun y col., 1997
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1.4 PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Los carbohidratos presentes en la biomasa lignoceluldsica pueden transformarse en

etanol, tras un proceso de hidroélisis, mediante la accion de microorganismos fermentativos. La

hidrolisis de estos carbohidratos puede llevarse a cabo con la intervencion de catalizadores

acidos o enzimaticos. En un esquema general de produccidon de etanol a partir de biomasa

lignocelulosica (Figura 15), la hidrdlisis de los polisacaridos que forman parte de la biomasa

lignocelulosica se puede realizar de dos formas diferentes, mediante una via dcida o enzimatica.

Una vez obtenidos los azicares fermentables, se realiza la fermentacidon y posteriormente la

BIOMASA LIGNOCELULOSICA

destilacion.
Via ACIDA
Hidrdlisis Hidrdlisis
Diluida Concentrada

L

v

Via ENZIMATICA

!
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Hidrolisis
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Figura 15. Esquema de las diferentes vias de obtencion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica
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1.4.1 Procesos basados en hidrdlisis acida.

La hidrolisis 4cida es un tratamiento quimico que, mediante el uso de catalizadores
acidos consigue transformar las cadenas de polisacaridos que forman la biomasa en sus
monoémeros elementales. Como catalizadores se pueden utilizar distintos acidos (sulfurico,
clorhidrico, fosforico, nitrico, formico, etc.), concentrados o diluidos. La reaccion basica que

interviene en este proceso es la siguiente:

kl k2
CELULOSA —l GLUCOSA === PRODUCTOS DE DEGRADACION

En el desarrollo de la reaccion es importante que la relacion k;/k, sea lo mas alta posible,
para poder obtener maximos rendimientos de produccion de glucosa (alta hidrélisis de la
celulosa y poca degradacion de la glucosa).

El tratamiento de hidrdlisis acida un proceso mucho mas rapido que el tratamiento
enzimatico, si bien la degradacion de los azucares que se produce en condiciones acidas y altas
temperaturas constituye un serio inconveniente. Los productos de degradacion que se producen
en este proceso termoquimico son, mayoritariamente, el 2-furfural y el 5-hidroximetil-furfural
(5-HMF) (Figura 16). A temperaturas superiores a los 200 °C aparecen productos de
descomposicion del furfural y 5-HMF, como el acido férmico y el 4cido levulinico, y una serie
de productos solubles no identificados. En la Figura 16 se representa un modelo general de las
reacciones de degradacion que tienen lugar durante el tratamiento acido. La aparicion de
productos de degradacion de los azlcares conduce a un menor rendimiento y, ademas, pueden
afectar negativamente al proceso fermentativo, por lo que deben ser eliminados del hidrolizado

antes de realizar la fermentacion.

Wilosa — 2-Furfural —mM8M8M8M8Mm ™ ——

Productos solubles
no identificados
¥ sustancias himicas

Pentosas <
Arabinosa ——— 2-Furfural )

Manosa _<—'5-I—[MF—- Acido levulinico ——

Productog golubles

Hexosas — Galactosa - — no identificados
_<—u5-I—]I\,[F—> Acido levulinico — y sustancias himicas

Glucosa _<—»5-HL[F— Acido levulinico —

Figura 16. Productos de degradacion de los aziicares en condiciones acidas y altas temperaturas
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Aunque la hidrolisis de la celulosa puede ser catalizada por un gran ntimero de acidos,
tan solo el acido clorhidrico y el 4cido sulfurico han sido aplicados a escala industrial. Los

métodos industriales de hidrolisis pueden agruparse en dos tipos de procesos:

e Alta concentracion de acido y baja temperatura.

e Baja concentracion de acido y alta temperatura.

Acido concentrado

La celulosa cristalina es soluble en soluciones de H,SO, al 72% o HCI al 42% a bajas
temperaturas (10-45 °C). Durante esta solubilizacion se producen oligosacaridos, principalmente
celulotetrosas, y glucosa en poca cantidad. Estas cadenas cortas pueden ser facilmente
hidrolizadas a azlcares simples en condiciones de baja temperatura (entre 100-200 °C) y
tiempos entre 1-3 h para obtener los monomeros de glucosa (Figura 17). Hay una primera etapa
de hidroélisis, donde se utiliza acido concentrado y baja temperatura para solubilizar la celulosa y
una segunda etapa donde disminuimos la concentracion de acido y aumentamos la temperatura
para lograr obtener la glucosa que proviene de la celulosa.

Las cinéticas de hidrolisis acida con altas concentraciones de acido no dependen de la
estructura o cristalinidad de la celulosa, y se pueden obtener rendimientos superiores al 90% de la
glucosa potencial. A pesar de estos altos rendimientos, no existe ninguna planta industrial que
opere mediante estos sistemas por falta de rentabilidad de los mismos. Los principales
inconvenientes residen en los efectos corrosivos de los acidos concentrados (sobre todo el
clorhidrico) que obliga a realizar altas inversiones en los equipamientos, asi como a las grandes
cantidades de acidos empleadas en la impregnacion de los materiales y a lo costoso y dificil de su
recuperacion. El uso de HCI tiene una ventaja técnica sobre el H,SO,, y es que es un acido volatil y

puede ser recuperado por vacio.
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Figura 17. Esquema del proceso de produccion de etanol con dcido concentrado

Acido diluido

Aunque el acido concentrado hidroliza rapidamente la celulosa sin necesitar un
pretratamiento, la produccion de azicares fermentables es normalmente baja debido a la
degradacion de la glucosa. Por el contrario, en los procesos que utilizan acido diluido se generan
menos productos de degradacion, aunque sin embargo, la tasa de hidroélisis es menor debido a la
barrera que supone la estructura de las regiones cristalinas dentro de la celulosa.

Los procesos que utilizan 4cidos diluidos a altas temperaturas operan aproximadamente
a 240 °C utilizando como catalizador una concentracion de acido en torno al 1% y tiempos de
reaccion cortos (6-12 segundos). Los rendimientos obtenidos con este proceso se sitian entre el
50-60%. Aproximadamente el 25% de los azucares potenciales permanece sin hidrolizar en
forma de celulosa y el otro 25% son degradados a furfural e HMF.

La hidrolisis de la celulosa con acidos diluidos a elevada temperatura se produce por la
conversion de hidrocelulosa a polimeros solubles y posteriormente a azucares sencillos. En esta
reaccion en cadena el paso limitante es la rotura de la hidrocelulosa a polisacaridos solubles. En
estos procesos se suele realizar una primera etapa de hidrolisis (prehidrodlisis) donde se hidroliza

la fraccion de la hemicelulosa, y una segunda etapa donde se realiza la hidrolisis de la celulosa

(Figura 18).
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Figura 18. Esquema del proceso de produccion de etanol con acido diluido.

1.4.2 Procesos basados en hidrdlisis enzimatica.

En la hidrdlisis enzimatica se utilizan catalizadores bioldgicos (enzimas) para romper

los polisacaridos constituyentes de la biomasa lignoceluldsica. Las ventajas de utilizar la

hidrolisis enzimatica son que las enzimas son especificas de la reaccidon que catalizan y que se

pueden obtener altos rendimiento de hidrdlisis. Las enzimas celuloliticas solo rompen los

enlaces glucosidicos que unen las moléculas de glucosa, evitandose la formacion de productos

de degradacion. Las reacciones enzimaticas tienen lugar en condiciones suaves de temperatura y

pH. EI grupo de enzimas responsable de la hidrolisis de la celulosa se denomina genéricamente

"celulasas" y corresponde, en realidad, a una mezcla de distintas actividades enzimaticas cuya

accion conjunta produce la degradacion de la celulosa. Los procesos de produccion de etanol via

enzimatica constan de cuatro etapas: pretratamiento (encaminada a alterar las estructura de la

biomasa lignoceluldsica para hacerla accesible al ataque enzimatico), hidrdlisis enzimatica,

fermentacion y destilacion (Figura 19).
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Figura 19. Esquema general del proceso de produccion de etanol via enzimatica.

Pretratamiento

Debido a las caracteristicas estructurales de los materiales lignocelulosicos, el
pretratamiento de la materia prima es un paso esencial en los procesos de obtencion de etanol
via enzimatica. Es necesaria una etapa previa donde se altere, en la medida de lo posible, el
entramado hemicelulosa-lignina (Wyman y col., 2005) y se reduzca la cristalinidad de la
celulosa, dando lugar a un material susceptible al ataque enzimatico. La eficiencia del proceso
global de obtencion de etanol vendra determinada por la efectividad que la etapa de
pretratamiento tenga sobre la materia prima. Desde el punto de vista econdmico, se estima que
esta etapa representa el 33% del coste total del proceso (Lynd, 1996). Por lo tanto, resulta
necesario un desarrollo eficiente de las tecnologias del pretratamiento, con el objetivo de reducir
los costes de obtencion de etanol (Mosier y col., 2005). El trabajo de tesis doctoral que aqui se
presenta, estd centrado en la optimizacion de esta etapa. Una descripcion detallada de los
diferentes tipos de pretratamientos disponibles y del efecto que estos producen sobre distintos

materiales lignoceluldsicos se presenta en el apartado 1.5.
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Hidrolisis Enzimatica

Después de la etapa de pretratamiento, en la hidrolisis enzimatica se utilizan enzimas
especificas para acceder a los distintos polisacaridos contenidos en la materia prima.
Denominadas celulasas y hemicelulasas, estas enzimas son necesarias para romper los
polisacaridos celulosa y hemicelulosa en sus aziicares monoméricos constituyentes, que son

susceptibles de ser fermentados posteriormente (Figura 20).
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Figura 20. Representacion esquematica del proceso de hidrolisis enzimatica

Las enzimas implicadas en la degradacion del material lignocelulésico son producidas
principalmente por microorganismos como bacterias y hongos. A pesar de que en la naturaleza
existe un vasto espectro de microorganismos productores de enzimas celuloliticas, la
investigacion se ha centrado en algunos géneros de hongos, tales como Trichoderma,
Phanerochaete y Fusarium, debido fundamentalmente a su capacidad para producir enzimas en
grandes cantidades y de forma extracelular, lo que favorece su separacion en los medios de
cultivo. Concretamente Trichoderma reesei 'y sus mutantes se han utilizado ampliamente para
la produccion comercial de celulasas y hemicelulasas (Szczodrak, 1989; Juhasz y col., 2005) en
base al desarrollo de amplios programas de mejora y seleccion de cepas y de procesos de
produccion industrial que se han llevado a cabo en varios paises durante los tltimos afios.

Las preparaciones comerciales de celulasas, responsables de la hidrolisis de la celulosa,
estdn integradas por una compleja mezcla de proteinas enzimaticas con diferentes
especificidades hacia los enlaces glucosidicos. Las celulasas, en funcion de su actividad
enzimatica, pueden ser clasificadas en tres grandes grupos: Endo-fS-glucanasas (EGs), Exo-1,4-
f-glucanasas (EC 3.2.1.91), también llamadas celobiohidrolasas (CBH), y f-glucosidasas (EC
3.2.1.21).

En general, el mecanismo mas aceptado para explicar la accion de las celulasas es la

accion sinérgica secuencial de las endoglucanasas y exoglucanasas sobre la celulosa (Medve y
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col., 1998), aunque algunos detalles del desarrollo de dicho mecanismo no estan atn del todo
claros (Rabinovich M.L. y col., 2002). En la Figura 21 se muestra un esquema general del
mecanismo de accion del sistema celulolitico.

Las endoglucanasas, a menudo denominadas carboxilmetilcelulosa (CM)-celulasas,
actlian atacando, aleatoriamente, los enlaces centrales de la region amorfa del polimero de
celulosa, hidrolizando enlaces ((1,4) y generando nuevos finales de cadena no reductores
(Figura 21). Las celobiohidrolasas (CBHI y CBH 1I), a menudo llamadas exoglucanasas, es el
mayor componente del sistema celulolitico del hongo, contabilizando un 40-70% de las
proteinas celuloliticas. Las CBH actian sobre los finales de la cadena liberando mondmeros,
celobiosa, y oligosacaridos de bajo peso molecular (celodextrinas) que son transformados en
glucosa por la B-glucosidasa (Figura 21). Ademads, las celobiohidrolasas son capaces de
hidrolizar celulosa en forma cristalina.

La B-glucosidasa no es estrictamente una celulasa, pero juega un papel muy importante
en la hidrolisis de la celulosa a glucosa, ya que la celobiosa es un producto inhibidor de la

celulasas. A su vez, la B-glucosidasa es inhibida por la glucosa.
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Figura 21. Esquema del mecanismo de accion sinérgico del sistema celulolitico

La mayoria de los microorganismos productores de celulasas también son productores,
aunque en menor grado, de hemicelulasas. Sin embargo, existen microorganismos que las
producen en mayor cantidad, tales como: Escherichia coli, Pichia stipitis, Zymomonas mobilis,
Thermoanaerobacter mathranii.

Las hemicelulasas incluyen un mayor nimero de grupos de enzimas que las celulasas,
debido a la heterogeneidad estructural del polimero hemicelulosa. Por la alta especificidad que
los enzimas presentan hacia determinados enlaces, las hemicelulasas incluyen una serie de
actividades enzimaticas especificas para cada tipo de enlace presente en la hemicelulosa, tales

como endoxilanasas (EC 3.2.1.8), que act@ian al azar en el interior de la cadena de xilano
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generando oligosacaridos con diferentes sustituyentes, B-xilosidasas (EC 3.2.1.37), que liberan
monomeros de xilosa de los extremos no reductores de xilooligosacaridos, y xilobiosa. También
son necesarias enzimas que hidrolizan los enlaces de los sustituyentes laterales, como la a-L-
arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), a-D-glucuronosidasa (EC 3.2.1.139), a-D-galactosidasa (EC
3.2.1.22), acetilxilanoesterasas (EC 3.1.1.72), feralico esterasas (EC 3.1.1.73) y cumadrico
esterasas (EC 3.2.1).

En el proceso de produccion de etanol via enzimatica es importante minimizar el uso de
la cantidad de enzimas usadas en la etapa de hidrolisis, siempre y cuando se consigan buenos
rendimientos globales de azicares, ya que el coste de las enzimas representa un importante
porcentaje del coste global de produccion de etanol. Se estima que las enzimas son responsables

de, aproximadamente, el 50% del coste total del proceso de hidrélisis (Howard y col., 2003).

Fermentacion

En el proceso de obtencion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica, y después de
la etapa de hidrolisis enzimatica, se utiliza una fermentacion para transformar los azlcares
liberados en forma monomérica a etanol. La fermentacion alcoholica es un proceso bien
conocido que ha sido practicado por los humanos durante cientos de aflos para la produccion de
bebidas alcoholicas, como el vino y la cerveza. Este proceso bioquimico, llevado a cabo por
microorganismos, es una conversion estequiométrica en la que los azlcares monoméricos,

glucosa y/o xilosa son transformados en etanol y CO..

Glucosa C¢H;,0¢ ———  » 2CO, + 2CH;-CH,OH

Xilosa 3CsH,00s i 5CO, + 5CH;-CH,OH

En base a estas reacciones, la maxima eficiencia por la que un microorganismo
fermentador asimila la glucosa y la xilosa, es en 0,51 gramos de etanol por gramo de azucar,
aunque en la practica resulta muy complicado llegar a estos valores, ya que las levaduras
invierten cierta parte de la energia que consumen (azicares) en el metabolismo celular y el
crecimiento.

Los microorganismos generalmente empleados son las levaduras, hongos unicelulares

ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los mas utilizados en la fermentacion alcoholica son
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los de la familia Saccharomyces, si bien otros géneros como Kluyveromyces o Klebsiella
también han sido objeto de estudio. La levadura mas ampliamente utilizada para la produccion
de etanol, hoy dia, es Saccharomyces cerevisiae. Actualmente, y dentro del proceso de
produccion de etanol combustible, es la unica levadura usada a escala industrial gracias a su
capacidad de producir altos rendimientos de etanol, y a su elevada tolerancia a los productos de
inhibicion que suelen originarse durante la etapa de pretratamiento de la biomasa
lignocelulodsica (Lin y Tanaka, 2007). Sin embargo, esta levadura solo tiene la capacidad de
fermentar hexosas, tales como la glucosa, manosa y galactosa a etanol.

Teniendo en cuenta que, como consecuencia de las etapas de pretratamiento e hidrolisis
enzimatica del material lignoceluldsico, se genera una corriente de aziicares monoméricos de 5
carbonos (pentosas) potencialmente fermentables a ectanol, resultaria esencial el
aprovechamiento de estos azlcares para la viabilidad econémica del proceso global (Jeffries y
Jin, 2004; Sedlack y Ho, 2004). Existen en la naturaleza géneros de microorganismos capaces
de fermentar las pentosas a etanol. Los mas estudiados son Pichia stipitis, Pachysolen
tannophilus y Candida shehatae, aunque los rendimientos de fermentacidon suelen ser bajos.
Actualmente se estdn desarrollando investigaciones centradas en la obtencion, por ingenieria
genética, de microorganismos capaces de cofermentar tanto la glucosa como los azicares
procedentes de la hemicelulosa (Olsson y col., 2006; Ohgren, 2006). Este objetivo puede
conseguirse siguiendo dos posibles estrategias, bien introduciendo genes implicados en el
metabolismo de las pentosas en microorganismos fermentadores de hexosas, o bien mejorando
genéticamente los microorganismos que poseen la cualidad de fermentar tanto pentosas como
hexosas, tales como, Escherichia coli'y Zymomonas mobilis (Lin y Tanaka, 2007).

Por tultimo, y con el objetivo de mejorar la eficiencia de esta etapa, es necesario
aumentar la tolerancia de los microorganismos fermentadores, tanto a los compuestos
inhibidores generados durante la fase de pretratamiento, como al etanol producido en la
fermentacion (Aristidou y Penttila, 2000). La optimizacion de los factores que afecten al
rendimiento de los microorganismos fermentadores, repercutira positivamente en la viabilidad

economica del proceso global de obtencion de etanol.

1.4.2.1 Diferentes configuraciones de proceso para la obtencion de etanol a partir de biomasa

lignocelulosica via enzimatica
Dentro de los procesos de obtencion de etanol por via enzimatica se han desarrollado

diferentes configuraciones, dependiendo de la manera en que se lleven a cabo las etapas de

hidrolisis y fermentacion. Un esquema de estas configuraciones se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Principales configuraciones de procesos en la produccién de etanol via enzimaitica a

partir de biomasa lignocelul6sica

Se pueden distinguir tres configuraciones principales para el proceso de obtencion de
etanol via enzimatica; realizar las etapas de hidrdlisis y fermentacion por separado (HFS),
realizarlas conjuntamente en un mismo reactor, sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS),
con la variante de co-fermentar hexosas y pentosas (SCFS) o, por tltimo, en una misma etapa,
llevar a cabo la produccion del celulasa, la hidrdlisis de la celulosa y la fermentacion, en los que
se denominan Bioprocesos Consolidados (BPC) (Lynd y col., 2005; Cardona y Sanchez, 2007).

La ventaja que ofrece realizar por separado las etapas de hidroélisis y fermentacion (HFS)
es que ambas pueden realizarse bajo sus condiciones optimas de temperatura. La hidrolisis
enzimatica se realiza a la temperatura optima del enzima (en torno a 50 °C), mientras que la
fermentacion se realiza a la temperatura 6ptima del microorganismo fermentador (32-35 °C).
Sin embargo, el principal inconveniente de esta configuracion de proceso es que la glucosa y la
celobiosa liberadas durante la etapa de hidrolisis enzimatica inhiben los enzimas implicados en
el proceso, disminuyendo por lo tanto los rendimientos de sacarificacion.

Como ejemplo de aplicacion de esta configuracion para la obtencion de etanol se puede
citar el proceso desarrollado por la corporacion logen, el mayor fabricante de enzimas, a nivel
industrial, en Canada. En este proceso se pretrata la materia prima mediante explosion con
vapor con acido diluido con el objetivo de recuperar los azucares hemiceluldsicos, se hidroliza

la celulosa y hemicelulosa, y, ya por separado, se realiza la co-fermentacion de la glucosa y
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xilosa liberadas mediante el uso de un microorganismo modificado genéticamente para la
asimilacion tanto de hexosas como de pentosas (Iogen Co., 2007).

Un esquema alternativo a la hidrolisis y fermentacion secuenciales consiste en la
realizacion del proceso en una etapa, denominado sacarificacion y fermentacion simultdneas
(SFS). En este proceso, el material pretratado es sometido, en un unico reactor, a la accion de
las enzimas celuloliticas y al microorganismo etanologénico. En esta configuracion se elimina el
problema de inhibicion por producto final que existia al realizar ambas etapas por separado, ya
que lo azlcares liberados por la accion de las enzimas, son consumidos in situ por el
microorganismo fermentador, por lo que es posible obtener mayores tasas de sacarificacion y
rendimientos globales de etanol que en la configuracion HFS (Olsson y col., 2006). Otra de las
ventajas que ofrece el proceso de SFS es que, al evitar la acumulacion de los productos de
hidrdlisis, permite el empleo de mayores concentraciones de sustrato, necesarias para alcanzar
un alto porcentaje de etanol en el medio de fermentacidon, que haga econdmicamente viable el
posterior proceso de destilacion (Zacchi G. y Axelsson, 1989). Ademas, el uso de un unico
reactor donde se lleven a cabo las dos etapas, representa una simplificacion del proceso,
reduciendo los costes de inversion. La principal desventaja que presenta esta configuracion de
proceso se debe a que las etapas de hidrdlisis y fermentacion tienen diferentes condiciones
optimas de temperatura y pH, puesto que la temperatura 6ptima de sacarificacidon se encuentra
proxima a los 50 °C y las levaduras comerciales productoras de etanol trabajan en torno a 35 °C.
Por ello, el rendimiento global del proceso de SFS podria verse disminuido respecto a la HES,
debido a la disminucion en la actividad hidrolitica que las enzimas mostrarian a esa temperatura.
Aunque cabe destacar que, por otra parte, el empleo de temperaturas menores a la optima de
hidrolisis enzimatica, minimiza la desactivacion térmica del sistema celulolitico a lo largo del
proceso, ademas de disminuir el riesgo de contaminacion (Garcia-Aparicio, 2007). Para
minimizar esta diferencia de temperaturas Optimas existente entre ambas etapas, es
recomendable la utilizacion de microorganismos termotolerantes como Kluyveromyces
marxianus, que es capaz de realizar la fermentacion a 42 °C, permitiendo esto trabajar cerca de
la temperatura 6ptima de la enzima. En este sentido, Kluyveromyces marxianus es una de las
levaduras mas estudiadas en los procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas (Hack y
Marchant, 1998; Wilkins y col., 2007), habiéndose ensayado en diferentes sustratos como
madera de chopo (Ballesteros y col., 1998), abeto (Bollok y col., 2000) y residuos de las
industrias olivarera y papelera (Ballesteros y col., 2001; Ballesteros y col., 2002).

Actualmente, se estdn realizando numerosas investigaciones en base a una
configuracion de proceso que consiste en realizar de manera simultanea la fermentacion de
glucosa y xilosa, denominada sacarificacion y co-fermentacion simultanea (SCFS). Esta
configuracion de proceso es una modificacion de la SFS a la que se le afiaden las pentosas como

azlcares potencialmente fermentables, lo que permite aumentar las concentraciones finales de
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etanol. En las primeras etapas de investigacion de este proceso, se estudiaron mezclas de
cultivos, en los que se utilizaba un microorganismo fermentador de pentosas junto a otro de
hexosas. Por ejemplo, el co-cultivo de P. stipitis y Brettanomyces clausenni ha sido utilizado en
la SCFS de madera de chopo a 38 °C y a pH 4,8, obteniéndose, a las 48 horas del proceso, un
rendimiento de 369 1 de etanol por tonelada de madera de chopo (Olsson y HahnHagerdal,
1996). Una desventaja de la utilizacion de varios microorganismos en una sola etapa, es que
éstos deben ser capaces de operar en las mismas condiciones de pH y temperatura. Dentro de
esta configuracion de proceso también se ha contemplado el uso de bacterias capaces de co-
fermentar los azucares presentes en la biomasa, pero los bajos rendimientos de etanol obtenidos,
la formacion de productos de degradacion, el requerimiento de un pH neutro para el crecimiento
y la intolerancia a altas concentraciones de etanol en el medio, implican desventajas importantes
en el uso de estos microorganismos (Bothast y col., 1999).

Actualmente, esta configuracién de proceso ha avanzado hacia la utilizacion de un
unico microorganismo, recombinado genéticamente, capaz de fermentar las hexosas y las
pentosas con mayores rendimientos. Este es el caso de la configuracion de proceso que esta
siendo estudiada por el Laboratorio Nacional de Energias Renovables en EE.UU. (NREL, 2007),
el cual comprende un pretratamiento de la materia prima mediante hidrolisis acida diluida, una
hidrolisis enzimatica y un proceso de SCFES utilizando el microorganismo Zymomonas mobilis
modificado genéticamente, capaz de fermentar tanto la xilosa como la glucosa a etanol.

Otra de las configuraciones en estudio es la denominada “Bio-Procesos Consolidados”
(BPC) (Lynd y col., 2005). En estos procesos, ademas de integrar las etapas de HE y
fermentacion en un unico reactor, se emplearian una mezcla de microorganismos que tendrian la
capacidad de producir toda la maquinaria enzimatica necesaria para hidrolizar la fraccion de
polisacaridos contenidos en el material pretratado, y ademas, fermentar todos los azucares a
etanol. Hasta el momento, no existen microorganismos o combinaciones de microorganismos
que puedan producir, simultineamente, celulasas y otras enzimas en los elevados niveles
requeridos, ademas de producir etanol con altos rendimientos, si bien existen algunos

microorganismos que combinan multiples funciones (Hamelinck y col., 2005).
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1.5 PRETRATAMIENTO DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Cuando la hidrdlisis de la celulosa se utilizan catalizadores bioldgicos, se hace
necesaria una etapa de pretratamiento, generalmente fisico o quimico, para hacer la celulosa

mas accesible al ataque enzimatico (

Figura 23) (Ramos y col., 1993). Los rendimientos de glucosa en la etapa de HE

dependeran en gran medida del pretratamiento empleado y condiciones del mismo.

Entre los objetivos fundamentales del pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica se

pueden enumerar los siguientes:

reducir la cristalinidad de la celulosa
disociar el complejo celulosa-lignina

aumentar el area superficial del material

<N XX

minimizar la presencia de sustancias que puedan dificultar los posteriores etapas

de hidrolisis y fermentacion

AN

recuperar la mayor cantidad posible de aztcares hemiceluldsicos

v minimizar la pérdida del material original

Ademas, un pretratamiento eficaz debe reunir una serie de caracteristicas como son: un
bajo consumo energético, bajos costes de inversion, la utilizacion de reactivos baratos y

facilmente recuperables y tener la posibilidad de aplicarlo a diversos sustratos.

Celulosa

&

\

Lignina
Hemicelulosa

Figura 23. Esquema del modo de acciéon del pretratamiento de los materiales lignocelulésicos (DOE, 2006)
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Desde un punto de vista de su aplicabilidad, Van Walsum y col. (1996), describen como

principales factores que determinan la efectividad de un pretratamiento, los siguientes:

e ¢l grado de reactividad de la fibra
e larecuperacion de pentosas

e ¢l grado de inhibicion que el hidrolizado puede provocar en el crecimiento del
microorganismo

e ¢l tamafio de particula requerido
e costes economicos asociados al equipamiento

e la generacion de productos residuales

El incremento de la reactividad de la fibra se consigue mediante una serie de
mecanismos como la solubilizacion de las hemicelulosas, la extraccion de la lignina, la
reduccion del tamafio de particula y la alteracion de las caracteristicas estructurales de la
celulosa, tales como el grado de polimerizacion y la cristalinidad.

Uno de los indicadores de la efectividad del pretratamiento es conseguir la maxima
recuperacion de todos los azicares fermentables, entre los que constituyen una parte importante
la fraccion de pentosas. Actualmente se esta realizando un importante trabajo de investigacion
sobre las posibilidades de fermentacion de estos azucares mediante microorganismos
convencionales manipulados por ingenieria genética (Hahn-Hagerdal y col., 2007; Chu y Lee,
2007), cuya aplicacion indudablemente contribuira a equilibrar el balance econdomico del
proceso global.

Los organismos usados para la fermentacion a etanol pueden ser inhibidos por los
productos de degradacion producidos durante el pretratamiento. Estos compuestos de
inhibicién, que proceden de la degradacion o hidrdlisis de diferentes componentes de la
biomasa, tales como azlcares, extractivos y lignina, seran comentados en mayor detalle mas
adelante. Si durante el pretratamiento se consigue minimizar la formacion de estos compuestos,
se obviaria la necesidad de detoxificar o lavar el material que se hace preciso para evitar los
efectos negativos sobre el enzima y la inhibicion de la fermentacion, todo ello contribuyendo a
una mayor eficiencia del proceso de obtencion de etanol.

No todos los pretratamientos requieren el mismo tamafio de particula. Los costes y los
requerimientos energéticos aumentan considerablemente conforme disminuye el tamafio de
particula requerido. Concretamente para los pretratamientos con acido diluido, se requiere moler
por debajo de 1 mm de tamafio de particula, representando estos costes sobre un tercio de la
potencia energética requerida para el proceso total (DOE, 1993).

En lo que a los costes asociados al equipamiento se refiere, el tamafio del reactor vendra

determinado por el tiempo de residencia y la concentracion de solidos. El requerimiento de los
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materiales a usar con un determinado pretratamiento es dependiente de la severidad de las
condiciones de proceso (temperatura, tiempo de residencia, adicion de agentes hidroliticos, etc.),
asi como de las caracteristicas estructurales de la materia prima. Una elevada reactividad de la
fibra y concentracion de solidos reducen el tamafio del equipamiento a utilizar y la inversion
necesaria. Otro de los costes asociados al pretratamiento radica en la produccion de residuos
generados como consecuencia del uso de compuestos acidos y/o basicos como agentes
hidroliticos, los cuales deben ser neutralizados para su posterior tratamiento, con el consiguiente
coste adicional que ello conlleva.

Por su naturaleza, los pretratamientos se pueden dividir en cuatro grupos: fisicos, fisico-

quimicos, quimicos y bioldgicos (Sun y Cheng, 2002).

1.5.1 Pretratamientos fisicos

De manera general, es necesario tratar previamente el material lignoceluldsico hasta un
cierto tamafio para facilitar su posterior manejo. Los pretratamientos fisicos se basan en fuerzas
de impacto y cizalladura que alteran el material original. Entre ellos podemos encontrar los

siguientes tipos.

1.5.1.1 Trituracidon mecanica

El material lignoceluldsico se pretrata mediante a una combinacion de trituracion y
molienda que reduce la cristalinidad de la celulosa, aumenta la superficie especifica y densidad
aparente, y facilita la hidrélisis posterior. Existen diferentes tipos de moliendas, basadas en la
utilizacion de molinos de bolas, de martillos, de cuchillas y de rodillos, entre los mas utilizados.
Este tipo de pretratamiento tiene el inconveniente de su alto consumo energético, que depende
tanto del tamafio final de particula al que se muela el material, como del tipo de material a

triturar (Cadoche y Lopez, 1989).

1.5.1.2 Molienda comprimida

En este tratamiento se realiza una molienda del material en el interior de un dispositivo

sometido a una sobrepresion. El resultado es un material mas homogéneo que el producido con

una simple molienda, y en un tiempo mas corto (Tassinari y col., 1982).
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1.5.1.3 Radiacion de alta energia

Este tipo de tratamiento rompe los enlaces B-glucosidicos y los enlaces entre la celulosa
y la lignina. Debido a la baja densidad de los materiales a tratar y las altas dosis requeridas, este
tipo de pretratamiento es de dificil aplicacion, ya que obligan al disefio de instalaciones muy

complejas y de alto coste.

1.5.2 Pretratamientos fisico — quimicos

1.5.2.1 Explosion por vapor

El pretratamiento con vapor a alta presion combina los efectos producidos por las altas
temperaturas y presiones junto con una brusca descompresion posterior. El efecto de este
pretratamiento sobre la biomasa es una combinacion de alteraciones fisicas (disgregacion y
ruptura de las fibras) y quimicas (despolimerizaciéon y rotura de enlaces). El material
lignoceluldsico se somete a temperaturas entre 180-240 °C, mediante la inyeccion directa de
vapor saturado, durante un intervalo de tiempo entre 1 y 10 minutos. La introduccion del vapor
dentro de la estructura del material lignoceluldsico se favorece gracias a que la difusion de la
fase vapor es de mayor magnitud que la difusion de la fase liquida. El vapor penetra en la
biomasa, luego se condensa y queda en fase liquida por la elevada presion. Esta agua capilar se
encuentra en equilibrio debido a la alta presion existente. Tras el tiempo de tratamiento, se
somete el material a una brusca despresurizacion. El efecto mecanico, que radica en la rapida
evaporacion del agua interna causada por esta despresurizacion, crea unas fuerzas de cizalladura
que producen la separacion de las fibras, principalmente de las regiones mas débiles (celulosa
amorfa). El efecto quimico se debe a la hidrolisis de los restos acetilos de las hemicelulosas
produciendo acido acético, que a la temperatura del proceso, cataliza la hidrolisis de la
hemicelulosa (autohidrolisis). Durante el tratamiento se produce la alteracion estructural de los
enlaces lignina-carbohidrato. Como resultado, se obtiene un producto fibroso cuya celulosa es
mas accesible a la hidrdlisis enzimatica. La hemicelulosa se despolimeriza en mayor o menor
medida dependiendo de las condiciones del tratamiento, siendo facilmente recuperada por
lavado.

Existen numerosas referencias bibliograficas sobre el pretratamiento de explosion por
vapor en materiales lignoceluldsicos. Se ha descrito su efectividad en el fraccionamiento de
biomasas como alamo (Negro y col., 2003a; Li y col., 2007), eucalipto (Nunes y Pourquié,
1996; Emmel y col, 2003), paja de arroz (Moniruzzaman, 1996), residuos herbaceos
(Ballesteros y col., 2004), residuos oleicolas (Rodriguez y col., 2007) y bagazo de cafia de

azucar (Martin y col., 2006), entre otros. Sin embargo, se ha mostrado menos efectivo en
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maderas blandas (San Martin y col., 1995; Negro y col., 2003b), donde el contenido en grupos
acetilos es menor y el proceso de autohidrolisis no ocurre de igual. En este tipo de materiales es
deseable afiadir un catalizador acido.

Entre las principales ventajas que presenta este pretratamiento cabe citar que el tamafio
de particula requerido es superior a los utilizados en otros métodos, que no emplea catalizadores
quimicos (excepto para maderas blandas) y que es uno de los pocos que ha sido desarrollado a
escala industrial. Su principal limitacion es que se produce una cierta destruccion de una parte
de las hemicelulosas y la generacion de compuestos que pueden afectar negativamente a las

posteriores etapas de hidrolisis y fermentacion.

1.5.2.2 Pretratamiento con agua caliente en fase liquida (PACL)

Este pretratamiento consiste en someter la biomasa a la accion del agua caliente, en
estado liquido, en un reactor a presion durante un tiempo determinado. La temperatura suele
estar comprendida entre 160° y 240 °C (Van Walsum y col., 1996).

Las principales variables que afectan a este tipo de pretratamiento son; la temperatura
de proceso, el tiempo de residencia y la cantidad de materia prima introducida en el reactor. El
control del pH durante el pretratamiento es un factor a tener en cuenta, ya que para minimizar la
degradacion de los monomeros, se deberia de mantener en valores por encima de 4. De no ser
asi, se estaria desplazando el efecto del pretratamiento hacia una excesiva degradacion de los
azucares monoméricos, y por tanto, hacia la formacion de compuestos inhibitorios no deseados.

En este pretratamiento puede implementarse una sobrepresion en el reactor para
mantener el agua en estado liquido a elevadas temperaturas, (Mok y Antal, 1992; Walch y col.,
1992), es decir, desplazar el equilibrio liquido-vapor del interior del reactor hacia la formacion
de la fase liquida. Este tipo de pretratamiento ha sido llamado hidrotermolisis (Bobleter y col.,
1981), fraccionamiento acuoso o vapor-acuoso (Bouchard y col., 1990), y solvolisis no

catalizada (Mok y Antal, 1992).

1.5.2.2.1 Modo de accion

El principal desencadenante de las reacciones de hidrélisis que tienen lugar durante el
pretratamiento es el agua. Las variaciones de temperatura afectan al pK, del agua, de forma que
el pH del agua pura a 200 °C es cercano a 5 (Weil y col., 1998), lo que provoca una ligera
acidificacion del medio. En este sentido, el valor de la constante dieléctrica que presenta el agua
a elevadas temperaturas es capaz de ionizar sustancias, y por consiguiente, disociarlas. El agua
rompe los enlaces tipo éster que unen los grupos organicos, O-acetilos, al heteropolimero

principal constituyente de las hemicelulosas. El equilibrio quimico de estos grupos en
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disolucion esta desplazado hacia la formacion del acido correspondiente, el acido acético, el
cual presenta la capacidad de hidrolizar determinados enlaces presentes en la biomasa (Garrote
y col., 2002). La alteracion estructural del material lignoceluldésico va incrementando
gradualmente a medida que aumenta la severidad del pretratamiento, dando lugar a la liberacion
de otros grupos organicos que en disolucion generan los correspondientes acidos, que junto con
el acético, catalizan la ruptura de los principales enlaces presentes en la biomasa. La mayoria de
las hemicelulosas son extraidas de la materia prima como consecuencia de la acciéon conjunta
del efecto hidrolitico del agua y los acidos organicos formados en la fase liquida. Sin embargo,
un efecto continuado de la elevada temperatura sobre los monomeros constituyentes del
componente hemicelulosico que se van solubilizando, produce la degradacion de éstos en
compuestos de mas bajo peso molecular, tales como el furfural y el 5-hidroximetilfurfural,
pudiendo llegar a inhibir a los microorganismos fermentadores (Palmqvist y Hahn-Hégerdal,
2000). Igualmente, se produce la liberacion de determinados compuestos que forman parte de la
lignina, tales como la vainillina, y los acidos fertlico y cumarico, entre otros, que también

pueden afectar a las etapas posteriores.

1.5.2.2.2 Configuraciones de proceso

Dependiendo de la manera en la que la biomasa y el agua entren en contacto, existen
tres tipos de configuraciones en este pretratamiento: corriente compartida (a), corriente inversa
(b) y flujo a través (c) (Figura 24) (Mosier y col., 2005).

En la configuracion de corriente compartida, Figura 24a, la materia prima y el agua se
calientan en el reactor a la temperatura deseada y la mezcla se mantiene a dicha temperatura
durante un tiempo de residencia determinado. La biomasa pasa a través de los intercambiadores
de calor, hasta alcanzar la temperatura deseada (140-180 °C), y se mantiene durante un tiempo
variable de 15-20 min. Transcurrido este tiempo, la biomasa pretratada pasa a través de un
serpentin aislado para su enfriamiento. El calor desprendido es aprovechado para calentar el
nuevo material que entra al proceso. El resultado final es una biomasa pretratada, en la cual se
ha conseguido alterar la estructura inicial de la celulosa y hacerla mas accesible al ataque

enzimatico (Beery y col., 2000).
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Figura 24. Diferentes configuraciones de proceso para el pretratamiento con agua caliente liquida

(Mosier y col., 2005)

En la configuracion de corriente inversa, (Figura 24b), el reactor esta disefiado para que
la biomasa y el agua circulen en direccion opuesta en el interior del reactor, el cual se encuentra
cubierto por una manta calefactora, facilitando la extraccion de los componentes solubilizados.
La temperatura, la sobrepresion y el tiempo de residencia son las principales variables a
manejar. Estas varian entre 180-240 °C, 0-50 bares y 5-40 min, respectivamente.

En una configuracion de reactor de flujo a través (Figura 25c), el agua caliente pasa
sobre un lecho fijo de biomasa, hidrolizando y disolviendo los componentes lignocelulésicos.
Esta configuracion se puede disponer de manera discontinua o continua, en referencia al flujo
acuoso. Las tecnologias de flujo a través pasan agua caliente a una temperatura de 160-240 °C, y
utilizan una sobrepresion, como en el de corriente inversa, con el fin de mantener el agua en
estado liquido. El porcentaje de azucares solubilizados en la fase liquida procedentes de las
hemicelulosas, en comparacién con las otras configuraciones descritas, es menor. El solido
resultante apenas presenta pérdidas de celulosa y lignina respecto a la materia prima inicial y

ademas muestra una alta digestibilidad enzimatica (Torget y col., 1998).
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La configuracion flujo a través estd muy extendida entre los pretratamientos
hidrotérmicos por la facilidad de implementar sobre este dispositivo la adicion de un agente
externo que ayude en la hidrolisis de los componentes de la materia prima. Los principales
agentes hidroliticos utilizados suelen ser acidos (H,SO,, HCI, SO,, CO,) y bases (NaOH,
Ca(OH),, amoniaco).

1.5.2.3 Pretratamientos con amoniaco

Los agentes basicos, como los hidroxidos de sodio y calcio, son reactivos de elevado
coste econdmico, ademas del inconveniente afiadido que implica la recuperacion de éstos
después del pretratamiento (Eggeman y Elander, 2005). Sin embargo, recientemente se ha visto
que el tratamiento con amoniaco puede ser una alternativa economica al uso de agentes
alcalinos en el pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica, gracias a que su alta volatilidad
favorece las labores de reciclaje del mismo, ademas, por supuesto, de mejorar la digestibilidad
enzimatica (Mosier y col., 2005).

Los principales procesos que utilizan agentes hidroliticos basicos amoniacales en su
tecnologia son; el proceso de explosion por vapor con amoniaco (AFEX, del inglés: ammonia
fibre/freeze explosion), percolacion reciclada de amoniaco (ARP, del inglés: ammonia recycle
percolation).

El AFEX es un proceso similar a la explosion por vapor en el que la biomasa es
impregnada con amoniaco liquido (1-2 kg amoniaco/kg biomasa seca) a una temperatura en
torno a los 90 °C, durante un tiempo aproximado de 30 minutos. Transcurrido este tiempo el
material es sometido a una rapida descompresion (Dale y col., 1999). Este proceso modifica las
caracteristicas estructurales de la lignina, favoreciendo el acceso de las enzimas celuloliticas. En
el contexto de hacer mas accesible la estructura de la biomasa al ataque enzimatico, el AFEX
también despolimeriza las hemicelulosas, debido principalmente al papel de la catalisis basica
via hidroxido amonico. Las biomasas lignoceluldsicas de naturaleza herbacea se ajustan bien a
este tipo de pretratamiento, actuando moderadamente sobre maderas duras, y no siendo
recomendable utilizarlo sobre maderas blandas (Himmel y col., 1997).

El ARP es un pretratamiento que utiliza amoniaco acuoso en un reactor tipo flujo a
través. En éste se introduce una solucion de amoniaco en agua entre el 5-15% en peso, la cual se
hace pasar a través de la biomasa a temperaturas comprendidas entre 150-180 °C (Kim y col.,
2003; Tae y col., 2006). Después del pretratamiento se separa y recicla el amoniaco. Bajo estas
condiciones, el amoniaco acuoso reacciona en primer lugar con la lignina (no con la celulosa),
causando su despolimerizacion y rompiendo los enlaces entre la lignina y los carbohidratos. Se

ha descrito un alto grado de desestructuracion del material en experiencias con maderas duras
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(Yoon, 1998) y residuos agricolas (Iyer y col., 1996). Este pretratamiento ha resultado menos
eficiente sobre el residuo de pulpa molida de maderas blandas (Kim y col., 2000).

En el ARP, en configuracion flujo a través, se requiere una gran cantidad de liquido
circulando sobre la materia prima, por lo cual los requerimientos energéticos aumentan. Con el
fin de minimizar estos costes econdmicos, surge un proceso llamado impregnacion amoniacal
acuosa (SAA, de inglés: soaking in aqueous ammonia). En SAA, la biomasa es impregnada con
el amoniaco acuoso y calentada en un reactor discontinuo a temperaturas moderadas (25-60 °C)
bajo presion atmosférica. Se suelen obtener resultados similares al proceso ARP. El SAA
solubiliza la mayor parte del componente lignina, dando lugar a un residuo rico en
hemicelulosas y celulosa (Kim y Lee, 2005).

Tanto el valor economico del amoniaco como los costes asociados a su recuperacion,
determinan el coste de este pretratamiento (Holtzapple y col., 1994). Sin embargo, el balance
econdmico del proceso esta influenciado por el rendimiento total de azlicares obtenido, que a su
vez, esta intimamente ligado con la formacién de productos de degradacion formados durante el
proceso. Las temperaturas moderadas (<90 °C) y valores basicos de pH en los tratamientos con
amoniaco minimizaran la formacion de productos de degradacién contribuyendo a la efectividad

del mismo.

1.5.2.4 Oxidacion humeda

En este pretratamiento la biomasa se somete a la accion de agua a elevadas temperaturas
(160-180 °C) en presencia de oxigeno, afiadido como sobrepresion en el reactor. También existe
la variante basica para este pretratamiento, que consiste en la adicion de una sustancia alcalina,
como puede ser el carbonato sodico, Na,CO;, con el objetivo de aumentar la severidad sobre la
lignina (Palonen y col., 2004). EI porcentaje de solubilizacion de hemicelulosas suele ser mas
alto que el de lignina, referido a la materia prima (Schmidt y Thomsen, 1998), en comparacion
con otros tipos de pretratamientos. La oxidacion himeda fracciona el material inicial en una
fraccion solida rica en celulosa y otra fraccion liquida rica en azucares hemiceluldsicos,
presentando bajas concentraciones de compuestos inhibidores. La celulosa obtenida presenta un
alto grado de desestructuracion, lo cual conduce a altos rendimientos de hidrolisis enzimatica.
Este hecho ha sido descrito por Martin y col. (2006), en el pretratamiento del bagazo de cafa de
azucar, donde se obtuvieron rendimientos en HE del 89%. Este proceso tiene la ventaja de
realizar varias reacciones (hidrélisis alcalina, oxidacion, extraccion de hemicelulosas) en una
unica etapa, mientras que otros pretratamientos necesitan dos o mas etapas, ademas de no
generar altas concentraciones de productos de degradacion, como furfural e HMF (Klinke y col.,

2003; Varga y col., 2003).
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1.5.2.5 Pretratamiento con microondas

Este pretratamiento se basa en la accion de las microondas sobre el material
lignoceluldsico que se encuentra suspendido en una solucion acuosa. El principal fenémeno
ocurrido y causante de la desestructuracion de la biomasa es la autohidrolisis, producida por la
liberacion de los grupos acetilos de las hemicelulosas, como consecuencia del efecto del
calentamiento del agua producido por las microondas. Con el objetivo de potenciar el efecto de
las microondas sobre la materia prima, y aumentar la alteracion estructural sufrida por la
materia prima, se puede afiadir un agente hidrolitico, ya sea un acido o una base (Mitani y col.,
2006). Zhu y col. (2006), pretrataron la paja de trigo introduciéndola en una solucioén basica
(NaOH) y sometiéndola a la accion de las microondas durante 60 min. El residuo generado fue
sometido a un proceso de SFS en el que se obtuvieron rendimientos de produccion de etanol del

68% sobre el tedrico.

1.5.2.6 Pirolisis

La pirolisis consiste en la descomposicion fisico-quimica de la materia organica bajo la
accion del calor y en ausencia de un medio oxidante. Los productos de pir6lisis son gases,
liquidos y residuos carbonosos cuyas cantidades relativas dependen de las propiedades de la
biomasa a tratar y de los parametros de operacion del equipo. La pirdlisis se considera lenta,
cuando se realiza a temperaturas entre 300 y 600 °C, y rapida, cuando se realiza entre 600 y 900
°C. En pir6lisis rapidas, la celulosa rapidamente se descompone en productos gaseosos y
residuos quemados. Cuando se produce a temperaturas menores, esta descomposicion es mas
lenta, produciendo compuestos menos volatiles, los cuales pueden someterse a una hidrolisis
suave (IN H,SO,, 97 °C, durante 2,5 h.) produciendo 80-85% de azucares reductores (Sun y
Cheng, 2002). Este tratamiento ha sido investigado sobre el residuo de algodon, sobre el cual se
realizo una pirolisis lenta (400 °C, p = 1 mmHg, 20 min), obteniendo un residuo que, tras una
hidrolisis suave (0,4 N H,SO4 121 °C y 20 min), fue fermentado a etanol mediante

Saccharomices cerevisiae, con un rendimiento final de 0,45 g/g de glucosa (Yu y Zhang, 2003).

1.5.3 Pretratamientos quimicos

Entre los pretratamientos quimicos se encuentran el tratamiento con agentes acidos,

basicos, agentes oxidantes y organosolventes.

55



Introduccion

1.5.3.1 Pretratamientos acidos

Los agentes hidroliticos acidos mas cominmente utilizados en el pretratamiento de la
biomasa lignoceluldsica son; el acido sulfurico (H,SO,), el didxido de carbono (CO,) y el
dioxido de azufre (SO,).

La utilizacion de dcido sulfurico diluido en el pretratamiento resulta efectiva cuando se
utilizan niveles de acido por debajo del 1% en peso. Este acido puede ser anadido mediante
impregnacion de la materia prima antes de ser introducida en el reactor, o afiadido en el
momento en el que se alcanzan las condiciones de temperatura y presion de trabajo. Las
condiciones experimentales a las que se suele trabajar en este pretratamiento varian entre
valores de 0,5-1% en peso para la concentracion de acido, y valores comprendidos entre 140-
190 °C para la temperatura (Wyman y col., 2005). En este tipo de pretratamiento se extrae
mayor cantidad de azucares hemicelulosicos, en forma monomérica, que en aquellos que no
utilizan la adicion de un agente hidrolitico externo. Asi mismo, se produce la alteracion
estructural del componente lignina que facilita el ataque enzimatico de la celulosa (Yang y
Wyman, 2006). A pesar de los efectos positivos descritos, el pretratamiento con acido sulftrico
diluido resulta costoso desde el punto de vista de los materiales a utilizar en la construccion de
los dispositivos experimentales. La neutralizacion y el acondicionamiento del hidrolizado antes
de las etapas de hidrélisis enzimatica y fermentacion, constituye otro factor negativo en el plano
economico (Torget y col., 1998; Wyman, 2007).

Una alternativa al uso de acido sulfurico directamente sobre la biomasa lignocelulosica,
es la utilizacion de dioxido de azufire, SO,. El gas es introducido en el reactor y mediante una
valvula y un manoreductor se consigue controlar la presion interna. El uso de SO, optimiza los
rendimientos de forma similar al &cido sulfurico diluido (Tengborg y col., 1998), pero
actualmente se suele preferir el uso del acido diluido por su bajo coste respecto al gas. Se han
descrito rendimientos cercanos al 90% para la extraccion de hemicelulosas y para la hidrolisis
enzimatica en el pretratamiento con SO, de madera de abeto (Soderstrom y col., 2002).

El uso de dioxido de carbono, CO,, ofrece los beneficios de la catalisis acida sin los
principales inconvenientes del acido sulfurico, ya que la disminucion de la presion del reactor
produce la liberacion de este gas, evitando la inversidon econdmica necesaria para la
neutralizacion del agente reactivo utilizado. El principal efecto de este agente se produce a
elevadas temperaturas (~200 °C) disolviéndose en la fase acuosa y dando lugar al acido
carbonico. Cuando el pretratamiento ha finalizado y la temperatura disminuye, el equilibrio del
acido carbonico se desplaza, de nuevo, hacia la generacion de CO,, el cual puede volverse a
recuperar disminuyendo la presion en el reactor.

El acido carbonico es relativamente suave y por lo tanto, no ofrece la misma capacidad

hidrolitica que el acido sulfurico. Sin embargo se ha demostrado que a temperaturas del orden
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de 200 °C, el acido carbonico produce un efecto catalitico sobre la hidrdlisis de los xilanos
presentes en la materia prima. Van Walsum y Shi (2004), en un estudio sobre la implementacion
de CO, en el PACL de bagazo del maiz, observaron que a 200 °C se incrementa la
solubilizacion de xilanos con bajo grado de polimerizacion, comparado con el pretratamiento
usando solo agua. Asi mismo, se aumentaba la concentracion de compuestos furdnicos en el
hidrolizado. McWilliams y Van Walsum (2002) compararon el pretratamiento con agua caliente
sobre madera de alamo, con y sin el uso del acido carbonico, concluyendo que no habia
diferencias significativas respecto al uso del CO, o no, sobre los rendimientos de recuperacion
de azucares hemiceluldsicos en la fraccion liquida. Esto podria deberse al alto nivel de acidos
enddgenos producidos por la alta acetilacion del sustrato, y sugirieron que el uso del 4cido
carbonico podria mostrar rendimientos mas satisfactorios en materias primas con un menor

grado de grupos acetilo.

1.5.3.2 Pretratamientos basicos

Los compuestos basicos utilizados como agentes de reaccidon en este tipo de
pretratamiento suelen ser los hidroxidos de sodio y calcio [NaOH y Ca(OH),].

Los pretratamientos alcalinos utilizan bajas temperaturas y presiones comparados con
otras tecnologias de pretratamiento. Estos procesos pueden realizarse a temperatura ambiente,
aunque en estos casos los tiempos de residencia serian de dias u horas, mas que de minutos o
segundos, como en otros pretratamientos.

El tratamiento con NaOH diluido produce un efecto de esponjamiento de la biomasa, lo
que conduce a un aumento del area superficial interna, un descenso de la cristalinidad, una
separacion de las uniones entre la lignina y los carbohidratos y la alteracion estructural de la
lignina (Sun y Cheng, 2002). La hidrolisis alcalina de la biomasa se lleva a cabo mediante la
saponificacion de los enlaces ésteres intramoleculares que unen los componentes de la materia
prima, dando lugar a una rotura de enlaces, principalmente los formados entre las
ramificaciones del componente hemicelulésico y la lignina. Por tanto, la efectividad de este
pretratamiento vendra condicionada por el contenido en lignina del material a tratar. Asi, por
ejemplo, se ha conseguido aumentar la digestibilidad de sustratos como paja de trigo, con un
contenido de lignina del 18% (Carrillo y col., 2005).

El pretratamiento basico sobre la paja de trigo ha sido ampliamente estudiado por
Christakopoulos y col. (1991), quienes encontraron una correlacion lineal entre el rendimiento
de etanol obtenido y el grado de delignificacion producido tras el pretratamiento alcalino de este
material. En las condiciones oOptimas de delignificacion [4% NaOH (w/v)], se obtuvo un
rendimiento maximo de etanol de 0,275 g/g sustrato en bps, que corresponde a un 67,8% del

teorico. Los mismos autores, en un estudio sobre la adecuacion de un modelo cinético a la etapa
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de hidrolisis enzimatica de la paja de trigo pretratada mediante NaOH en diferentes condiciones
de proceso, mostraron la posibilidad de alcanzar la conversion completa de celulosa, mediante
el uso de celulasas procedentes de Fusarium oxysporm F3, siempre y cuando el tratamiento
basico produzca un residuo cuya celulosa presente un porcentaje de cristalinidad menor del
60%, o tenga menos de un 10% del contenido en lignina (Koullas y col., 1992).

El hidroxido calcico, Ca(OH),, tiene la ventaja adicional de ser un reactivo asequible y
seguro. Ademas, éste es recuperable por la formacion de un carbonato calcico insoluble por
reaccion con dioxido de carbono. El carbonato puede ser retransformado a hidroxido calcico. La
carga tipica de hidroxido calcico que suele utilizarse en el pretratamiento de la biomasa
lignocelulosica es 0,1 g de Ca(OH),/g de biomasa. Se requiere un minimo de 5 g H,O/g de
biomasa. Este pretratamiento puede realizarse en un amplio rango de temperaturas, desde 25 a
130 °C, con tiempos de residencia que van desde semanas (5-12 semanas a 25 °C) a horas (1-3
horas a 130 °C) (Chang y col., 1998). Una ventaja de usar temperaturas por debajo de los 100 °C
es que no se requiere un reactor presurizado, permitiendo la posibilidad de simplificar el
proceso. Estas condiciones descritas son 0ptimas para aumentar la digestibilidad enzimatica de
la celulosa en materiales bajos en lignina, como las herbaceas. Sin embargo, para materiales
mas ricos en el citado componente, el pretratamiento puede ser acompafiado por la adicion de
una sobrepresion conseguida mediante el uso de un gas como el oxigeno, que ademas ayuda,
gracias a su poder oxidante, a solubilizar parte de la lignina. El pretratamiento basico con
Ca(OH), fue tratado ampliamente en los afios ochenta; Lesoing y col. (1980) y Verma (1983),
obtuvieron sendos porcentajes de HE del 76 y el 74% del tedrico (conversion de glucanos),
después del tratamiento de la paja de trigo con Ca(OH), a temperatura ambiente, durante 120 y
72 h., respectivamente. Esta variante de pretratamiento basico fue utilizado por Chang y col.
(2001) sobre madera de chopo. En unas condiciones de proceso a 150 °C de temperatura durante
6 h., se retir6 el 77,5% de la lignina y los rendimientos de hidrolisis enzimatica mejoraron desde
el 7 %, del chopo sin pretratar, hasta el 77% del tedrico que se obtuvo sobre el material
pretratado. El hidréxido calcico también ha sido usado para pretratar la paja de trigo [(85 °C
durante 3 horas (Chang y col., 1998)], madera de alamo [(150 °C durante 6 horas con oxigeno,
(Chang y col., 2001)] y residuos del maiz [(100 °C durante 13 horas, (Kim y Holtzapple,
2005b)].

Como inconveniente principal, y marcando una diferencia con los procesos en los que
intervienen acidos como agente hidrolitico, el uso de sustancias alcalinas produce, durante el
pretratamiento, una seriec de sales que se incorporan a la biomasa como consecuencia de las
reacciones que intervienen durante el proceso, y que pueden llegar a constituir un impedimento

en la posterior etapa de hidrélisis enzimatica.
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1.5.3.3 Ozondlisis

El pretratamiento con ozono se ha utilizado sobre numerosos materiales
lignoceluldsicos como paja de trigo, bagazo, pino, algodén y serrin de chopo (Vidal y Molinier,
1988). El ataque del ozono sobre la materia prima se basa en un efecto deslignificador, ya que la
hemicelulosa es atacada ligeramente y la celulosa apenas se ve afectada. Ademas de la retirada
del componente lignina, el tratamiento con ozono tiene una serie de ventajas como que no
origina productos toxicos que afecten a los procesos posteriores y que la reaccidon se produce a
temperatura ambiente y presion atmosférica. Sin embargo, la gran cantidad de ozono empleado
hace de este proceso un método caro (Silverstein y col., 2007) y poco aconsejable para su

aplicacion industrial.

1.5.3.4 Tratamiento con organosolventes.

El tratamiento con organosolventes se basa en el uso de una mezcla de solventes
orgdnicos 0 acuosos junto con un catalizador 4cido (clorhidrico o sulfurico) o bésico
(hidréxidos). El principal efecto de estos tratamientos sobre el material lignoceluldsico radica en
una considerable pérdida del componente lignina y en una retirada parcial de las hemicelulosas,
mientras que la celulosa apenas se ve alterada, lo que favorece la subsiguiente etapa de
hidrolisis enzimatica (Szczodrak, 1988) . Entre los solventes organicos empleados en el proceso
se encuentran: metanol, etanol, acetona y etilenglicol (Pan y col., 2007). También pueden
emplearse acidos organicos como el acido oxalico, acetilsalicilico y salicilico. Con objeto de
reducir costes y de evitar problemas de inhibicion en la posterior etapa de fermentacion se

deben reciclar los solventes.

1.5.3.5 Deslignificacion oxidativa

La biodegradacion de la lignina puede ser catalizada por una enzima peroxidasa en
presencia de H,O,. El pretratamiento del bagazo de la cafia con peroxido de hidrogeno aumenta
de manera satisfactoria la digestibilidad enzimatica de ésta. Segliin los datos aportados por
(Azzam, 1989), alrededor del 50% de la lignina y la mayoria de las hemicelulosas se solubilizan
en un pretratamiento con 2% de H,O,a 30 °C en 8 horas, obteniéndose unos rendimientos de

hidrélisis enzimatica del 95% del tedrico a 45 °C en 24h.
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1.5.4 Pretratamientos biolégicos

Estos pretratamientos consisten en someter a la biomasa lignoceluldsica a la accion de
microorganismos que tienen la propiedad de generar la maquinaria enzimatica capaz de
hidrolizar los polimeros constituyentes de la materia prima. Los microorganismos mas efectivos
en este tipo de tratamientos son los hongos de la podredumbre blanca, blanda y parda, capaces
de generar celulasas, hemicelulasas y enzimas degradativas de la lignina, tales como; ligninasas,
lignina peroxidasas, polifenoloxidasas, lacasas y enzimas reductoras de quinonas (Tengerdy y
Szakacs, 2003; Cardona y Sanchez, 2007). El principal problema que presenta este tipo de
pretratamiento es que estos microorganismos presentan actividad celulolitica, consumiendo la
celulosa preferentemente a la lignina. Ademas, la lentitud a la que se desarrollan estos procesos,
constituye otra desventaja adicional. Por ejemplo, (Hatakka, 1983), describe un pretratamiento
de paja de trigo con Pleurotus ostreatus en el que se convierte el 35% de la biomasa en azlicares
reductores en cinco semanas.

En general, bajo requerimiento energético y suaves condiciones ambientales se perfilan
como las principales ventajas del pretratamiento bioldgico. Como inconveniente debe citarse

que la tasa de hidrolisis es demasiado lenta.

1.5.5 Compuestos toxicos generados en el pretratamiento

Tanto en los pretratamientos hidrotérmicos como en aquellos que utilizan agentes
hidroliticos acidos o basicos, y a causa de las altas temperaturas y tiempos de residencia
empleados durante el proceso, se generan una serie de compuestos de degradacion que pueden
afectar a la hidrolisis enzimatica y actuar como inhibidores potenciales del posterior proceso de

fermentacion.

1.5.5.1 Tipos y procedencia.

Dependiendo del tipo de materia prima utilizada, tales como maderas duras, blandas o
herbaceas, y de las condiciones del pretratamiento, tendremos compuestos inhibidores de una u
otra naturaleza. Los productos de degradacion pueden dividirse en tres grupos
fundamentalmente, atendiendo a su origen: derivados del furano, acidos alifaticos de bajo peso
molecular y derivados fenolicos (Larsson y col., 2000). Un esquema de la generacion de los
mismos se representa en la Figura 25.

Los derivados del furano constituyen el primer grupo y podemos encontrar dos
principalmente; el furfural, originado a partir de la degradacién de las pentosas (xilosa y

arabinosa) y el 5-hidroximetilfurfural (HMF), formado como consecuencia de la degradacion de
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las hexosas (glucosa, manosa y galactosa). La concentracion de estos compuestos de
degradacion dependera en gran medida de las condiciones utilizadas en el pretratamiento. De
este modo, aquellos que utilicen acidos como agente hidrolitico, y/o desarrollen condiciones a
altas temperaturas y/o altos tiempos de reaccion, produciran furfural e hidroximetilfurfural, en
mayor concentracion que aquellos pretratamientos que no lo usen (Wyman, 2007). Los procesos
que se desarrollan en condiciones alcalinas no producen aldehidos furanicos ya que éstos no son
estables en estos medios, tendiendo a dar reacciones de condensacion. Concretamente para la
paja de trigo, el derivado del furano que parece encontrarse de manera constante en la mayoria
de los pretratamientos sobre este material es el acido furénico (Klinke y col., 2002).

La formacion de dcidos alifaticos de bajo peso molecular depende en gran medida de la
formacion de los derivados furanicos, ya que éstos surgen de su descomposicion. El acido
formico, procedente de la degradacion del 2-furfural (Carrasco, 1991) y el acido acético,
procedente de los restos acetilados de las hemicelulosas y producto final de descomposicion de
numerosos compuestos (Misrha y Prasad, 1989), son los principales acidos carboxilicos
originados durante el pretratamiento. E1 HMF origina cantidades equimoleculares de acidos
formico y levulinico. También se han identificado una serie de acidos alifaticos no volatiles
producidos en el pretratamiento de la paja de trigo, tales como los acidos maleico, fumarico,
2,3-dihidroxipropanoico y 2,4-dihidroxibutirico (Klinke y col., 2002).

Como consecuencia de la degradacion de la lignina surge el tercer grupo de compuestos
inhibidores, los derivados fenolicos, que pueden ser divididos en tres grandes grupos
procedentes de la estructura fendlica para y ortodisustituida (ver Figura 25). Los fenoles
originados en el pretratamiento varian segin el tipo de biomasa, ya que existen ciertas
diferencias en la composicion de la lignina atendiendo al grupo taxonémico al que pertenezca la
especie vegetal. Los derivados fenolicos mas abundantes en los materiales herbaceos suelen ser
el 4-hidroxibenzaldehido, acetosiringona, siringaldehido y el acido siringico (Klinke y col.,
2003). Otros derivados fenodlicos serian el acido vainillico y la vainillina, originados como
consecuencia de la degradacion de las unidades guayacilpropano. Un derivado fenolico
abundante en los hidrolizados procedentes del pretratamiento de las maderas duras es el acido 4-
hidroxibenzoico, el cual se origina por la rotura de los enlaces tipo éster que lo unen a los

grupos hidroxilos de los alcoholes cinamicos que forman la lignina (Sjostrom, 1981).
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Figura 25. Principales compuestos de degradacion originados en el pretratamiento de la biomasa

lignoceluldsica.

Otro tipo de compuestos (no incluidos en los tres grupos citados anteriormente) que se
liberan durante el pretratamiento son los extractivos. Entre ellos se encuentran diferentes tipos
de resinas (acidos grasos, terpenoides, esteroles y ceras) y compuestos fendlicos (flavonoides,
taninos, etc.). Estos compuestos también pueden actuar como inhibidores de los
microorganismos empleados en la fermentacion de los hidrolizados procedentes de materiales
lignocelulosicos (Larsson y col., 2000).

Concretamente para la paja de trigo, Klinke y col. (2002) proponen la siguiente
clasificacion de productos originados en la fraccion liquida tras el pretratamiento mediante

oxidaciéon humeda. Estos pueden dividirse en 4 grupos:

e Intermediarios primarios: Serian las hemicelulosas solubles y la lignina.

e Intermediarios secundarios: fenoles y furanos (2-furfural y 5-HMF)

e Intermediarios terciarios: acidos alifaticos y oligdmeros de intermediarios secundarios.
e Productos finales. Didxido de carbono, agua y acido acético.

Esta clasificacion viene determinada por el orden de aparicion de estos compuestos
durante la fase de pretratamiento; primero se produce la solubilizacion de los azucares
hemicelulésicos en la fraccion liquida, a continuacion, y dependiendo de la severidad del
proceso, se generan los intermediarios secundarios, fenoles y furanos. Los principales
compuestos de degradacion fendlicos obtenidos como consecuencia del pretratamiento de la

paja de trigo mediante oxidacion humeda son: 4-hidroxibenzaldehido, vainillina,
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siringilaldehido, acetosiringona, acido vainillico y acido siringico. Ademas de éstos, existen otra
serie de compuestos fenolicos que se encuentran en menor cantidad, pero que también proceden
de la degradacion de la lignina durante el pretratamiento de la paja de trigo, son: guayacol,
alcohol siringico, 4-hidroxiacetofenona, acetovainillona, acetosiringona, acido 4-
hidroxibenzoico, acido cumarico y acido fertlico. En orden de degradacion, estos compuestos
dan lugar a la formacion de los correspondientes acidos carboxilicos, los cuales derivan en la

formacion de CO, y agua.

1.5.6 Principales reacciones quimicas implicadas en la desestructuracion de la biomasa
lignocelulésica como consecuencia de la accion de agentes hidroliticos en el

pretratamiento

Los tres principales tipos de enlace entre los componentes del material lignocelulésico
son los enlaces de hidrogeno y los enlaces de tipo éter y éster.

Los enlaces de hidrogeno unen las hemicelulosas con la celulosa y estan formados entre
los hidrégenos de los grupos hidroxilo sustituyentes de ambos compuestos (Bidlack y col.,
1992). Estos enlaces son poco energéticos, debido a la baja electronegatividad que posee el
atomo de hidrogeno frente a la del oxigeno. El agua es un claro ejemplo de la labilidad de este
tipo de enlace. Los puentes de hidrogeno formados entre las moléculas de hemicelulosas y
glucosa de biomasa estan mas polarizados que los del agua, debido a las caracteristicas de las
moléculas que intervienen en el enlace (Figura 26). Ademads, de los tres tipos de enlace
presentes en la materia prima, éste es el mas débil, y por lo tanto, mas facilmente rompible

conforme la temperatura del pretratamiento va aumentando.
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Figura 26. Esquema de la polarizacion del puente de hidrogeno entre las celulosas y hemicelulosas

de la biomasa lignocelulésica en comparacion al agua.

La cantidad de puentes de hidrogeno que conforman la estructura de las hemicelulosas
es menor que en la celulosa. Este factor influye en el grado de resistencia a la hidrolisis de
ambos componentes, ya que la accesibilidad del agente hidrolitico encargado de desestructurar
la materia prima, esta directamente relacionada con el numero de puentes de hidrogeno
presentes en la estructura a hidrolizar.

Los enlaces tipo éter son los responsables de las uniones entre los mondmeros
constituyentes de los polimeros de celulosa y hemicelulosa, asi como de las uniones
hemicelulosa-lignina. Es importante resefiar que el enlace éter es muy estable ante el ataque de
acidos, excepto HI y HBr, y resulta menos reactivo frente a las bases. Las altas temperaturas
empleadas en la mayoria de los pretratamientos de la biomasa lignocelulosica producen sobre el
atomo de oxigeno un aumento de la densidad electronica negativa que le confiere una mayor
susceptibilidad ante el ataque de un electrofilo (Peter y col., 1998).

Por ultimo, los de tipo éster unen los grupos acetilos a la cadena del heteropolimero

principal de las hemicelulosas, ademas de encontrarse en las uniones lignina-hemicelulosa.

1.5.6.1 Despolimerizacion de la celulosa

Debido a la naturaleza del enlace [(1,4) que une los mondémeros de glucosa en la
celulosa, y cuando el pretratamiento de la biomasa se realiza a altas temperaturas y tiempo de
residencia, independientemente del agente hidrolitico que se utilice, se pueden producir roturas

de los enlaces glucosidicos mas expuestos estéricamente, provocando la despolimerizacion
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parcial de la celulosa. El mecanismo de reaccion para esta escision depende de si el
pretratamiento se realiza en medio acido o basico.

En medio acido se produce la protonacion del oxigeno glucosidico, provocando la
formacion de un carbocation terciario el cual se estabiliza por el ataque nucleofilico del agua

(Nevell y Zeronian, 1985) (Figura 27).
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Figura 27. Mecanismo de reaccion de la hidrdlisis 4cida de la celulosa.

Otra posible via para la escision de la celulosa pasa por la protonacion del oxigeno del
anillo, dando lugar a la apertura de éste, y a la formacion de un carbocation no ciclico (Fengel y

Wegener, 1989) (Figura 28).
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Figura 28. Mecanismo de reaccion de la hidrélisis acida de la celulosa.

Aunque se ha discutido sobre la validez de ambas vias, en la mayoria de los casos se ha
descrito un mecanismo dirigido hacia la formacion del carbocation ciclico (Figura 27) debido a

la estabilidad que presenta esta configuracion molecular.
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Cuando la hidrolisis de la celulosa se produce en medio bdsico, se produce la rotura del
enlace éter cuando se alcanzan temperaturas superiores a 170 °C (Lai, 1981). El mecanismo de
hidrolisis en medio basico no es facil de elucidar, porque existen numerosas reacciones que se
producen paralelamente. El mas plausible entre los datos bibliograficos encontrados (Lam y
col., 2003) es el ataque nucleofilico del OH" al hidroxilo del carbono 2, con la consiguiente
ruptura del enlace glucosidico, Figura 29. Esto origina un carbocation que puede estabilizarse de

391

multiples maneras, via “a” o “b”, debido a la simultaneidad de reacciones paralelas.

Figura 29. Mecanismo de reaccion de la hidrdlisis de la celulosa en medio basico
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1.5.6.2 Desestructuracion de las hemicelulosas

1.5.6.2.1 Formacién del Acido Acético

Los grupos acetilos presentes en la biomasa se encuentran unidos al heteropolimero
principal constituyente de los azlcares hemiceluldsicos, mediante un enlace éster. Por su
naturaleza, los enlaces éster pueden ser hidrolizados tanto por el agua, como por un acido o por
una base. En estas reacciones se produce la reduccion del enlace éster con la consiguiente
formacion del acido carboxilico y el alcohol correspondiente. Es importante resefiar que, a
elevadas temperaturas, se favorece la hidrolisis de los grupos acetilos por el agua, con la
consiguiente formacion del 4cido acético en disolucién. Este, a su vez, cataliza junto al agua la
rotura del enlace éster que unen los grupos acetilos y la lignina a las hemicelulosas (Garrote y

col., 2002). El mecanismo de formacion del acido acético, en medio acido, se describe en la

Figura 30.
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Figura 30. Mecanismo de formacion del Acido Acético.
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Como se puede observar, el primer paso es la protonacion del oxigeno carboxilico. El
segundo paso consiste en una adicion nucleofila del agua al carbono carboxilico. A continuacion
se produce una transferencia de un proton intramolecularmente hacia el oxigeno directamente
unido al xilano. Esto provoca la salida del i6n carbohidroxilo, el cual se transforma en acido
acético en medio acuoso.

La liberacion de estos grupos acetilos se producira de manera incremental a lo largo de
un pretratamiento hidrotérmico, ya que al ir aumentando la acidez en el medio, se va facilitando
la protonacion del oxigeno carboxilico del grupo acetilo y esto provoca que se incremente la

rapidez de la reaccion descrita.
1.5.6.2.2 Reacciones de despolimerizacion en medio dcido

Como se ha descrito, las reacciones de despolimerizacion en medio acido comienzan
por la protonacién de un oxigeno, el de unién en los éteres, y el del carboxilo en los ésteres.
Esta protonacidon se produce mdas rapidamente y en mayor medida, cuanto mayor sea la
concentracion de 4cido en el medio. Durante el pretratamiento, la acidez del medio viene fijada
por la cantidad y fortaleza de los acidos presentes. La fortaleza de un acido esta determinada por
la estabilidad de su base conjugada (A- en Figura 31). Cuanto mayor capacidad de estabilizar la
carga negativa tenga la base conjugada, mayor sera la fortaleza del acido y por tanto mayor
capacidad de disociacion presentara. Este hecho se refleja directamente en el valor de pKa del

acido, cuanto menor sea su valor, mayor sera la disociacion del acido en medio acuoso.

Ks

AH +HO == A7 +Hgo®

Figura 31. Equilibrio de disociacion simple de un acido

Durante el pretratamiento hidrotérmico de la biomasa lignoceluldsica en ausencia de
agentes hidroliticos, el 4cido mayoritario presente en el medio es el acido acético, derivado de
los grupos O-acetilos presentes en el componente hemicelulosico. Ademads, existen otros acidos
organicos como el formico y el levulinico, aunque estos en menor medida. La fortaleza del
acido acético viene definida por la estabilidad de su base conjugada, el i6n acetato. La gran
capacidad de deslocalizacion de la carga negativa que presenta el acetato es gracias a la simetria
que presenta el i6n carboxilato, las distancias C-O son idénticas y la carga negativa esta

repartida por igual entre ambos oxigenos (Figura 32).
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Figura 32. Deslocalizacion de la carga negativa en el anién carboxilato.

Esta capacidad para deslocalizar la carga negativa le confiere al &cido acético un valor
de pKa de 4,74. La cantidad de hemicelulosas solubilizadas en la fraccion liquida nos da una
idea de la capacidad disociativa que el acético tiene sobre los enlaces éster y éter que unen los
componentes de la materia prima.

Una de las razones del aumento en la cantidad de hemicelulosas solubilizadas en la
fraccion liquida cuando se utiliza un agente hidrolitico externo, como el 4cido sulfurico, frente
al uso de agua, se debe a un incremento en la disociacion de enlaces ésteres y éteres que
conforman la uniones de los componentes en la materia prima. La mayoria de los trabajos
publicados sobre el pretratamiento acido de la biomasa lignocelulosica, concluyen que los
rendimientos en recuperacion de azucares hemiceluldsicos se ven favorecidos al utilizar dicho
agente hidrolitico (Mosier y col., 2005).

Esta gran capacidad de rotura, y por tanto, de alteracion de la biomasa que muestra el
acido sulfurico, es debida a la mayor fortaleza como acido que presenta frente al acético. El
valor para la pKa del acido sulfurico es de 1,92, frente al 4,74 que presenta el acético. Esto se
traduce en una mayor concentracion de protones en el medio capaces de protonar al oxigeno
correspondiente, ya sea un éster o un éter, y comenzar la escision de dicho enlace. Si ademas a
esto se le afiade los impedimentos estéricos que surgen como consecuencia de la estructura de
los componentes dentro de la pared celular (Esteghlalian y col., 1997), cabe pensar que los
primeros enlaces en romperse seran los mas accesibles, y después los mas impedidos
estéricamente. Para atacar estos Ultimos se hace necesaria una concentracion de acido en el
medio lo suficientemente alta como para provocar la penetracion de los protones en estas zonas
menos accesibles.

La mayor fortaleza del acido sulfurico deriva de la gran estabilidad que presenta el i6n

sulfato. La gran simetria que presenta la molécula, y la capacidad para deslocalizar las cargas
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negativas de los oxigenos, (los cuatro oxigenos equidistan del azufre) hacen del sulfurico uno de

los 4cidos inorganicos de mayor fortaleza (Figura 33).

pK = 1.92

o——»—o0,

Figura 33. Disociacién del Acido sulfiirico en agua y estabilidad de la base conjugada.

Otro de los aspectos que se derivan de la utilizacion del acido sulfirico como agente
hidrolitico en el pretratamiento de la biomasa lignocelulosica (Aguilar y col., 2002; Silva y col.,
2005), es que los azicares encontrados en la fraccion liquida originada después del proceso, se
encuentran mayoritariamente en forma monomérica. Se ha descrito que durante el tratamiento
hidrolitico de la paja de trigo en ausencia de acido, la mayoria de los azlicares analizados en la
fraccion liquida se encuentran en forma de oligdomeros (Perez y col., 2007), mientras que el uso
del acido sulfurico proporciona un prehidrolizado mayoritariamente en forma monomérica. En
este sentido, Ballesteros y col. (2006), en el pretratamiento por explosion a vapor de paja de
trigo impregnada con acido sulftrico, obtuvieron un prehidrolizado con el 90% de los azlcares
en forma monomérica. Estos datos apoyan la idea de una incapacidad de los acidos orgénicos
presentes en el hidrolizado, tras un pretratamiento hidrotérmico sin agentes quimicos, de romper
todas las uniones glicosidicas que unen los mondmeros constituyentes de las hemicelulosas.

Por otra parte, la fortaleza del acido sulfurico frente al acético también se ve reflejada en
la capacidad para disociar el enlace éter que une los mondomeros que conforman el eje principal
de la estructura hemiceluldsica. A modo de ejemplo, en la Figura 34 se representa el mecanismo
de rotura que sigue el enlace glicosidico formado entre las unidades B-D—Xilopiranosas. Este
enlace se describe por ser el mayoritario en las biomasas cuyo principal componente

hemicelulésico es el polimero de xilano, como en la paja de trigo (Sun y col., 2005b).
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Figura 34. Mecanismo de reaccion de la hidrdlisis del enlace glicosidico en medio 4acido

Existen teorias muy extendidas y corroboradas cientificamente, acerca de la reactividad
de los xilanos con el agua, o con acido. La mas extendida considera a la fraccion hemicelulosica
una matriz amorfa formada por dos tipos de xilanos, teniendo en cuenta que la xilosa es el
azlcar mayoritario dentro de las hemicelulosas (Esteghlalian y col., 1997; Ranganathan y col.,
1985; Maloney y col., 1985; Aguilar y col., 2002). Segtn la citada teoria, existe una fraccion de
xilanos que reacciona rapidamente, y por tanto, se disuelve con mayor facilidad en la fraccion
liquida, y una fraccion dificil de hidrolizar, la cual se encuentra en el término medio entre la
solubilizacion en la fraccion liquida y la degradacion a compuestos de mas bajo peso molecular
(compuestos de degradacion). La mayoria de estos estudios concluyen que existe
aproximadamente un 20% de azlicares hemiceluldsicos que se encuentran en dicho término
medio.

Existen, al menos, tres respuestas al porqué de esta incapacidad para recuperar la
totalidad de estos azucares (Ranganathan y col., 1985; Fengel y Wegener, 1989). La primera de
ellas hace referencia a limitaciones de transporte electronico dentro de la masa reactiva, que
causa concentraciones locales provocando desviaciones en el transcurso de la reaccion. La
segunda diferencia a las dos porciones de hemicelulosas en funcién de su reactividad intrinseca,
la cual puede cambiar durante la hidrdlisis. Finalmente, la tercera duda de la naturaleza

homogénea de la reacciones de hidrolisis en el seno de la biomasa lignoceluldsica. Aunque las
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tres teorias estan siendo estudiadas, la segunda es la que mas se ha utilizado para correlacionar
la variacion de los datos experimentales en multiples tipos de materias primas, entre ellas la paja
de trigo (Grohmann y col., 1985).

Como se ha comentado anteriormente, la lignina y las hemicelulosas juegan un papel
fundamental en la conformacion estructural de la pared secundaria de las células. Existen zonas
dentro de la pared celular de la paja de trigo, donde la sustitucion de las hemicelulosas por parte
de la lignina, y viceversa, se hace de manera indiscriminada, provocando una matriz arraigada
de ambos compuestos donde el acceso de los agentes hidroliticos, y en consecuencia, su accion,
da lugar a multiples vias de reaccion, provocando ese punto intermedio entre la formacion de los
monémeros constituyentes y la degradacion de los mismos. A estas partes mas impedidas
estéricamente hace referencia el 20% de azicares hemiceluldsicos de la materia prima dificil de

solubilizar en la fraccion liquida.

1.5.6.3 Desestructuracion del complejo hemicelulosa-lignina

Se ha descrito que el pretratamiento de la biomasa en medio acuoso a altas temperaturas
provoca una acidez del medio de reaccion como consecuencia de la liberacion de acidos
organicos. Estos acidos se encuentran parcialmente disociados generando una concentracion de
hidrogeniones suficiente para catalizar la rotura de los principales enlaces que unen las

hemicelulosas con la lignina.

1.5.6.3.1 Ruptura del enlace tipo éster

Uno de los enlaces ésteres mas relevantes en la estructura de la biomasa, en lo que a la
efectividad del pretratamiento se refiere, es el que articula la estructura hemicelulésica con la
lignina. Concretamente, en la pared celular de la paja de trigo, parece ser que el mayoritario de
los enlaces tipo éster es el que une el acido 4 — O — metil glucurdénico con las unidades de acidos
p-cumarico y feralico, (Lawther y col., 1996; Sun y col., 1997; Sun y col., 2002; Faunds y col.,
2004).

A modo de ejemplo, en la Figura 35 se describe el mecanismo de disociacion de este
enlace, en medio acido. Las etapas de dicho proceso se pueden equiparar a las sufridas por los
grupos acetilos durante la formacion del acido acético, pero teniendo en cuenta que la mayoria
de los protones que intervienen ahora en la alteracion estructural del complejo hemicelulosa-
lignina, provienen de la disociacion en medio acuoso del acido acético y demas acidos

organicos generados en los primeros momentos del pretratamiento.
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Figura 35. Disociacion del enlace éster formado entre las hemicelulosas y lignina durante el
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La disociacion del enlace éster también se puede realizar mediante catalisis basica,
aunque en este medio de reaccion no se podria considerar a la base como un catalizador, sino,
mas bien, como un reactivo, ya que se ird consumiendo a lo largo del proceso debido a la
neutralizacion parcial producida por los acidos generados en el medio. Existen numerosos
trabajos en la bibliografia sobre el pretratamiento en condiciones basicas de la paja de trigo
(Schmidt y Thomsen, 1998; Carrillo y col., 2005). El mecanismo de reaccion ocurrido en medio
basico, Figura 36, difiere del acido por la presencia de un nucledfilo mucho mas fuerte que el
agua, el OH’, lo cual provoca un desplazamiento mas rapido del i6n arabinoxilano. La capacidad
de deslocalizacion de la carga negativa que presenta el producto A frente al B, dirige, casi

irreversiblemente, el ultimo paso del mecanismo.
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Figura 36. Disociacion del enlace éster entre las hemicelulosas y lignina durante el pretratamiento

de la paja de trigo, en medio basico
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1.5.6.3.2 Ruptura del enlace tipo éter

Como se ha descrito, la mayoria de enlaces tipo éter en la materia prima se encuentran
en la union de los monomeros que conforman las cadenas principales de los polimeros celulosa
y hemicelulosa, y, en menor cantidad, también se encuentran en la union entre los diferentes
componentes que integran la biomasa lignoceluldsica.

Un gran numero de estudios realizados sobre la composicion y el ordenamiento
estructural de la pared de las células en la paja de trigo concluyen que la mayoria de los enlaces
entre la lignina y las hemicelulosas se realizan mediante un enlace tipo éter entre los
arabinoxilanos y las unidades de acidos ferulico, difertilico y p-cumarico (Brett y Waldron,
1996b; Sun y col., 1998; Lam y col., 2001; Carrillo y col., 2005).

El mecanismo propuesto para la hidrélisis, en medio dcido, de estos enlaces se describe

en la Figura 37.
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Figura 37. Mecanismo de disociacion del enlace éter entre las hemicelulosas y lignina durante el

pretratamiento de la paja de trigo, en medio acido
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El carbocation generado en la etapa final del mecanismo es secundario, y esta enlazado
a un anillo benzilico, lo cual le confiere gran estabilidad gracias a las formas resonantes
derivadas (Fengel y Wegener, 1989).

Se ha descrito que en medio bdsico a altas temperaturas (170 °C), se logra romper los
enlaces a-aril-éter, que unen los arabinoxilanos a la lignina (liyama y col., 1994; liyama y Lam,
2001; Lam y col., 2003; Lam y col., 2003). El mecanismo de hidrolisis es mas complejo que en
medio acido, ya que implica una transferencia intramolecular de la carga negativa generada
como consecuencia del ataque nucleofilico del OH™ (Hagstrom y Sjostrom, 1982). Esto provoca
mas de un sitio reactivo y por lo tanto diferentes finales de las reacciones en funcion del agente
hidrolitico basico que estemos utilizando (Sjostrom, 1981).

Concretamente para la paja de trigo, el mecanismo mas aceptado para la rotura del
enlace éter, en medio basico, se puede observar en la Figura 38. Podemos ver como el
nucleofilo, OH', ataca al grupo hidroxilo del anillo benzilico. Esto da lugar a un reordenamiento

de la carga negativa intramolecularmente, provocando la salida del arabinoxilano.
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o. O H,0 Y CH
0. 0
OH 0O
HO HO ’ 0-3 H 1o
HO>
H2C|)—OH HzT—OH H\QH
CH, HO' CH,
HC ‘ HG o} XILANOS
| o\ XILANOS H,0 |
CH CHe
+ 0. O + o_©
HCO OH H,CO OH
H 0 H ho

Figura 38. Mecanismo de disociacion del enlace éter entre las hemicelulosas y lignina durante el

pretratamiento de la paja de trigo, en medio basico
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Al término de la reaccion, tenemos de nuevo, un intermediario susceptible al ataque
nucleofilico, el cual se puede estabilizar de multiples formas y seguir diferentes vias de reaccion
(Sjo6strom, 1977).

Es importante notar, que todas las reacciones aqui expuestas representan a la mayoria
de las producidas durante la fase de pretratamiento de la biomasa lignocelulosica, ya sea en
medio acido o basico. Lo que realmente tiene lugar es un conjunto de reacciones paralelas
dentro del proceso del pretratamiento, que, en algunos casos, conllevan a la formacion de otra
serie de compuestos, como por ejemplo, los productos de degradacion. Debido a la complejidad
de representar los mecanismos simultaneos de hidrolisis de los distintos componentes de la
pared celular, se ha optado por describir aquellos que tienen una mayor relevancia para la

interpretacion de los resultados experimentales obtenidos en este trabajo.
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1.6 DISENO ESTADISTICO DE EXPERIMENTOS

La experimentacion debe ser planificada cuidadosamente, para que proporcione la
informacion deseada, teniendo en cuenta el coste de tiempo y recursos (personal, productos de
partida, equipamiento...etc) que conlleva la capacidad de investigar. Por tanto, una organizacion
optima de la experimentacion debera contemplar el menor niimero de experimentos que permita
obtener la informacion buscada. Ahi es donde la estadistica juega un papel relevante, ya que
proporciona las herramientas adecuadas para trabajar en los ambientes de incertidumbre por los
que vienen afectadas todas las observaciones experimentales (Montgomery, 2004).

En este contexto, tanto por la importancia de las decisiones que se extraen de la
investigacion como por el elevado coste de la experimentacion, no resulta adecuado dejar la
eleccion de las condiciones de experimentacion y la evaluacion de los resultados a la intuicion
del experimentador. Lo razonable, en estos casos, es utilizar una metodologia matematica que
indique, fehacientemente, como planificar la secuencia de experimentos a llevar a cabo de una
forma 6ptima, minimizando, en la medida de lo posible, la influencia del error experimental y el
coste de la experimentacion. Dicha planificacion y analisis es llevada a cabo por el Disefio

Estadistico de Experimentos (DEE) (Box y col., 1978).

1.6.1 Definicion

El disefio estadistico de experimentos se puede definir como una metodologia de
planificacion y analisis basada en herramientas estadisticas (Montgomery, 2004). Planificacion,
porque el DEE selecciona la estrategia experimental 6ptima que permita obtener la informacion
buscada con el minimo coste, y andlisis, porque evalua los resultados experimentales obtenidos,
garantizando la maxima fiabilidad en las conclusiones obtenidas.

Las situaciones en las que se puede aplicar el DEE son muy numerosas. De forma
general, se aplica a sistemas como el mostrado en la Figura 39 , en los cuales se observan una o
mas variables experimentales dependientes o respuestas (y) cuyo valor depende de los valores
de una o mas variables independientes (x) controlables llamadas factores. Las respuestas

ademas pueden estar influidas por otras variables que no son controladas por el experimentador.
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x, —>» -

1

variables
no controladas

Figura 39. Representacion de un sistema en estudio en DDE: factores (x), respuestas (y)

Aplicando el DEE a este tipo de sistemas se puede obtener respuesta a las preguntas:
(en qué valores de los factores se puede centrar la investigacion?, de entre todos los factores que
afectan al proceso, (cuales influyen mas?, ;como interaccionan entre ellos?, ;qué valores de los
factores proporcionan las respuestas de mayor calidad?, ;como afectan a la respuesta
variaciones no controladas en el valor de los factores?

Su aplicacion es tan amplia que abarca desde el laboratorio hasta el proceso de
produccion. Al facilitar el desarrollo mas rapido de productos, y a mas bajo coste, el DEE juega
un papel fundamental desde el punto de vista industrial y proporciona una ventaja importante

para el investigador.
1.6.2 Método tradicional vs. Disefio Estadistico de Experimentos

El método tradicional de experimentacion, que surge de forma intuitiva para estudiar el
sistema de la Figura 39, consiste en ir variando factores (tiempo, temperatura, concentracion
inicial de solidos...etc), es decir, a partir de unas condiciones iniciales, se realizan experimentos
en los cuales todos los factores se mantienen constantes excepto el que se estd estudiando. De
este modo, la variacion de la respuesta se puede atribuir a la variacion del factor, y, por tanto,
revela el efecto de ese factor. El procedimiento se repite para los demas factores. Esta forma de
actuar contiene un error fundamental: si se variaran dos o mas factores entre dos experimentos
consecutivos, no seria posible conocer si el cambio en la respuesta ha sido debido al cambio de
un factor, al de otro, o al de todos a la vez (Box y col., 1978), en definitiva, no seria posible
apreciar si existe interaccion entre los factores estudiados.

Por lo tanto, esta estrategia experimental presenta una serie de inconvenientes
importantes cuando existe interaccion entre los factores. Existe interaccion entre dos factores A
y B cuando el efecto del factor A es diferente segiin qué valor tome el factor B, y viceversa.

Esta situacion se presenta muy a menudo en quimica, fisica, biologia, etc... Cuando existen tales
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interacciones, la metodologia tradicional no informa sobre como un factor interactua con los
otros factores o como estas interacciones afectan a la respuesta, por lo que solo se obtiene una
comprension limitada de los efectos de los factores. Sobre la determinacion de valores Optimos
de las variables respuesta en la metodologia tradicional, el experimentador observa que se ha
llegado a este valor porque mediante la variacion de un solo factor la respuesta no mejora, sin
percibir que se puede encontrar lejos del valor buscado. Aunque se puede reiniciar la
experimentacion partiendo del “Optimo” encontrado, esta solucion es extremadamente
ineficiente cuando se deben estudiar muchos factores con un elevado nimero de niveles, lo cual
requeriria demasiados experimentos y demasiado tiempo (Romero y col., 1995; Ludlow y col.,
1995).

De manera general, los inconvenientes del método tradicional provienen de variar un
factor manteniendo constantes los demas. Por tanto, la solucion radica en variar mas de un
factor simultaneamente al realizar un nuevo experimento. Ello permite mejorar la eficiencia del
esfuerzo del experimentador, y obtener informacioén sobre las interacciones. La dificultad estriba
en disenar una experimentacioén reducida, donde estos cambios simultaneos se complementen
entre si y permitan obtener la informacion buscada al combinar los resultados de todos los
experimentos. El disefio estadistico de experimentos proporciona el marco matematico
adecuado donde los niveles de los factores que afecten al proceso son combinados
simultaneamente, con el objetivo de obtener informacion eficiente con un numero reducido de

experimentos.

1.6.3 Metodologia del DEE

A la hora de plantear una investigacion mediante esta metodologia se deben de

considerar los siguientes aspectos (Ludlow y col., 1995):

1. Comprender el problema y definir claramente el objetivo

2. Identificar los factores que potencialmente podrian influir en la funcion objetivo, y los
valores que éstos pueden tomar

3. Eleccion del disefio experimental

4. Efectuar los experimentos con los valores de los factores decididos en el punto 3 para
obtener los valores de las respuestas a estudiar

5. Responder a las preguntas planteadas, en base al conocimiento cientifico del proceso
adquirido, asi como utilizando un modelo matematico. Si es necesario, volver al punto

L.
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1. Comprender el problema y definir claramente el objetivo

Cuanto mas claramente se plantea el problema y se identifica el propdsito o informacion
que se desea conseguir con los experimentos, mayor puede ser la ayuda del DEE. Para obtener
una comprension del proceso es necesario recopilar toda la informacién disponible sobre el
sistema en estudio que pueda ser relevante para la experimentacion que se va a realizar. A
continuacion se debe definir qué respuesta experimental se va a estudiar. Segun el objetivo
perseguido, puede ser necesario observar mas de una respuesta y encontrar un compromiso entre

ellas (Montgomery, 2004).

2. Identificar los factores que potencialmente podrian influir en la funcion objetivo, y

los valores que éstos pueden tomar

Identificar y listar todos los factores (variables independientes) que puedan tener
influencia en el proceso y, por tanto, en la respuesta, es una de las etapas mas relevantes dentro
de esta metodologia. Se debe considerar si cada factor especificado se mantendra constante, se
variara controladamente, si es incontrolable pero se pueden conocer sus valores o si es
incontrolable e imposible de medir.

El experimentador debe ser consciente de la influencia potencial que podria tener cada
factor en la respuesta. Los factores no controlados pueden introducir variaciones en la respuesta
que dificultan el andlisis de los resultados experimentales. Para cada factor se debe definir el
intervalo de valores que puede tomar (niveles). La combinaciéon de los niveles de todos los
factores configura el rango experimental, el cual contiene los experimentos que, en principio, se
podrian realizar (Lee y Gilmore, 2006).

Es importante resaltar, que la eleccion de los factores y de sus niveles no suele ser facil.
Es el experimentador quien decide donde es interesante estudiar dichos factores. Esta decision
requiere un conocimiento previo del sistema, obtenido de referencias bibliograficas, experiencia

previa en el laboratorio, etc.

3. Eleccion del diserio experimental

Dentro de la metodologia del disefio de experimentos, resulta frecuente realizar la
experimentacion en diversas etapas. En cada etapa, las series de experimentos se agrupan en

disefios denominados matrices de experimentos. La seleccion de una matriz u otra depende del

objetivo de cada etapa. En funcion del objetivo planteado en la investigacion se identifican
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distintos tipos de disefios que se pueden aplicar a casa caso. Entre los distintos tipos de disefios

podemos encontrar (Montgomery, 2004):

a) Cribado

Al plantear por primera vez una experimentacion lo mas normal es encontrar una larga
lista de factores potencialmente influyentes. Debido a que el nimero de experimentos que suele
requerir un estudio u optimizacioén de un sistema aumenta exponencialmente con el niimero de
factores estudiados, es necesario reducir la lista de factores a un nimero manejable. Los factores
no se deberian conservar o eliminar utilizando razones subjetivas como por ejemplo, escoger
aquellos para los cuales se dispone del material adecuado en el laboratorio, o aquellos que son
mas faciles de controlar. Se deben cribar en funcion de la significacidn estadistica que presentan
sobre la variable respuesta a estudiar. Para determinar dicha influencia, se puede realizar una
investigacion preliminar mediante un disefio experimental sencillo, que permita determinar lo
mas radpidamente posible (es decir, utilizando el menor niumero de experimentos) qué factores
tienen mas influencia en la respuesta y deben ser estudiados en detalle (los factores clave) y

cuales pueden no considerarse porque sus efectos son insignificantes.

b) Influencia de los Factores

Una vez se han identificado los factores mas importantes, el siguiente paso consiste en

realizar un estudio cuantitativo de sus efectos, y las posibles interacciones, sobre la variable
, . e~ . . k

respuesta. Para este proposito se plantean los disefios factoriales completos a dos niveles, 2%, y

los factoriales fraccionados, 2", entre otros. Estos ultimos contemplan un menor numero de

experimentos que los factoriales completos a costa de no ofrecer informacion que a priori se

considera irrelevante (Krafft y Schaefer, 1992).

¢) Optimizaciéon

El ultimo objetivo de la investigacion suele ser la optimizacién de una o varias
respuestas de un proceso, es decir, conocer qué niveles de los factores proporcionan un valor
maximo o minimo de una o varias respuestas simultaneamente. Estos valores dptimos se pueden
conocer mediante el uso de determinados modelos estadisticos disefiados para este fin, ya que
directamente relacionan, mediante técnicas estadisticas avanzadas, los factores mas relevantes

con las variables respuesta a estudiar. Los disefios de optimizacion mas comunmente utilizados

83



Introduccion

suelen ser; el disefio de composicion central o el disefio de optimizacion Box-Behnken

(Montgomery, 2004).

4. Experimentacion

El disefio experimental escogido suele estar descrito mediante variables codificadas.
Estas se particularizan para los factores en estudio, se comprueba si los experimentos son
posibles vy, si es asi, se realiza la experimentacion en orden aleatorio respecto al orden en el cual
estan listados. La ejecucion en orden aleatorio es necesaria para asegurar que los factores no
contemplados introduzcan confusion y sesgo en los resultados. Se miden las respuestas que son
objeto de estudio de la investigacion, y los datos experimentales obtenidos se introducen en el

modelo disenado.

5. Interpretacion de los resultados

Una vez se dispone de los resultados experimentales se pueden calcular los efectos de
los factores, asi como sus interacciones. Los tests estadisticos permiten comprobar si los efectos
calculados son significativos comparandolos con el error experimental. Si se construye un
modelo de optimizacion, se pueden calcular los coeficientes de la funcion que relaciona factores
y variables por el método de los minimos cuadrados. Asi mismo, se puede evaluar el modelo
mediante el test ANOVA, y, si los parametros de regresion se encuentran dentro del rango
adecuado, el modelo matematico se puede utilizar para buscar la zona 6ptima de la variable o
variables respuesta.

Es importante resaltar que la realizacion de todas estas etapas es una metodologia
ciclica. La informacion obtenida al realizar una serie de experimentos se debe interpretar para
planificar la experimentacion posterior. En este momento se comprende mejor el problema y se
pueden redefinir o concretar mas los objetivos, se pueden descartar factores que se hayan
determinado como no relevantes (estadisticamente no significativos), o modificar el valor de sus
niveles. Una vez realizadas estas consideraciones se planea una nueva experimentacion, y asi
sucesivamente, hasta encontrar las conclusiones definitivas.

La investigacion llevada a cabo en este trabajo sobre el pretratamiento con agua caliente
liquida de la paja de trigo para su posterior bioconversion a etanol combustible, ha estado
dirigida, en cada momento, por la metodologia del disefio estadistico de experimentos, y los
pasos que se han establecido para llegar a las conclusiones obtenidas comprenden los aspectos

antes descritos.
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Este trabajo estd enmarcado en el campo de la investigacion para la produccion de
combustibles liquidos a partir de biomasa (biocombustibles), que surge como alternativa a la
utilizacion de combustibles de origen fosil en el sector transporte. Aunque en los ultimos afios se
han conseguido avances significativos en el desarrollo de tecnologias de produccion de
biocombustibles liquidos, el elevado coste de las materias primas que se utilizan actualmente para
su produccion, ligadas al mercado alimentario, hace que no sean competitivos. En este contexto,
la utilizacion de materias primas lignoceluldsicas, como por ejemplo la paja del cereal, se
vislumbra como una de las opciones mas prometedoras para la obtencion de bioetanol
combustible a bajo coste.

La principal dificultad del uso de biomasas lignocelulosicas, como la paja de trigo, para la
produccion de etanol via enzimatica, radica en las caracteristicas estructurales de este tipo de
material. La disposicion inicial en que se encuentran los distintos componentes que integran esta
biomasa hace necesaria una etapa previa de pretratamiento que facilite el acceso de las enzimas
requeridas para liberar los azlicares que en la etapa de fermentacion seran transformados a etanol.

Segiin muestra la literatura, sobre la paja de trigo se han ensayado varios pretratamientos,
tales como la explosion por vapor, hidrolisis acida u oxidacion htimeda. Los pretratamientos
fisico-quimicos, como la explosion por vapor, han sido, hasta el momento, los que mas altos
rendimientos han ofrecido para los fines propuestos (Ballesteros y col., 2006). Sin embargo, se ha
encontrado que se produce una cierta degradacion de la fraccion hemiceluldsica. En este sentido,
el pretratamiento con agua caliente liquida en fase liquida, se ha descrito como un tratamiento
mas equilibrado en cuanto a la recuperacion total de los carbohidratos solubilizables en la fraccion
liquida. Si bien este pretratamiento ha sido ensayado en diferentes materiales herbaceos (Sreenath
y col., 1999; Allen y col., 2001; Laser y col., 2002; Van Walsum y Shi, 2004), existe poca
bibliografia acerca de su utilizacion en la paja de trigo.

En funcién de las distintas condiciones de pretratamiento elegidas se obtiene un material
pretratado cuyas caracteristicas fisico-quimicas determinara los rendimientos de las posteriores
etapas de hidrolisis y fermentacion, y por tanto, el rendimiento de produccion de etanol. Por ello,
establecer las condiciones de pretratamiento Optimas resulta un paso imprescindible antes del
disefio, a nivel industrial, de un proceso que maximice la produccion de etanol via enzimatica
sobre un recurso lignoceluldsico como la paja de trigo.

En base a estas consideraciones, el objetivo principal de la presente investigacion es la
optimizacion del pretratamiento de la paja de trigo, mediante un proceso hidrotérmico con agua
caliente en fase liquida, con el fin de obtener un residuo pretratado con elevada susceptibilidad al
ataque enzimatico, a la vez que una alta recuperacion de azicares derivados de la hemicelulosa en
la fraccion liquida generada en el pretratamiento. Todo ello, con el objetivo final de incrementar

los rendimientos de produccion de etanol, contribuyendo asi a desarrollar procesos mas eficaces y
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por lo tanto econdémicamente mas viables, que facilitaran el desarrollo a mayor escala de la
produccion de bioetanol a partir de sustratos lignoceluldsicos para su utilizacion en el sector del

transporte.

Para la consecucion de este objetivo general, se llevaron a cabo los siguientes estudios:

e Efecto de las variables del proceso de pretratamiento con agua caliente en fase liquida,
temperatura, tiempo de residencia, carga de sustrato y aplicacion de sobrepresion en el
reactor, en la paja de trigo.

e Maximizacion de la recuperacion global de azucares fermentables a etanol a partir de paja
de trigo pretratada mediante pretratamiento con agua caliente en fase liquida, en una etapa
de pretratamiento.

e Maximizacion de la recuperacion global de azlicares fermentables a etanol a partir de paja
de trigo pretratada mediante pretratamiento con agua caliente en fase liquida, en dos
etapas de pretratamiento.

e Evaluacion del potencial de produccion de etanol de la paja de trigo pretratada en las
condiciones de proceso Optimas, mediante un proceso de sacarificacion y fermentacion

simultaneas.
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Materiales y Métodos

3.1 MATERIA PRIMA

El material lignocelulosico utilizado en este trabajo fue paja de trigo, suministrada por
Biocarburantes de Castilla la Mancha, S.A., con un contenido de humedad variable entre el 6 y el
7%. La biomasa fue triturada hasta un tamafio de particula maximo de 1 mm, utilizando un

molino de particulas tipo Restsch (GmbH, Hann, Alemania), y almacenada hasta su uso.
3.2 PRETRATAMIENTO MEDIANTE AGUA CALIENTE EN FASE LiQUIDA (PACL)

El pretratamiento de la materia prima mediante agua caliente en fase liquida (en adelante
agua caliente liquida), fue realizado a escala de laboratorio, en un autoclave presurizado y agitado
(modelo EZE-Seal; Autoclave Engineers, Erie, PA, EEUU) (Figura 40). Este reactor de acero
inoxidable, Hastelloy-C, tiene un volumen total de 500 ml, posee una manta calefactora (1), una
agitacion motorizada (2), termopares (3) para controlar la temperatura, tanto de la manta
calefactora como en el interior del reactor y una entrada adicional con una valvula (4) para
controlar la sobrepresion afiadida en el reactor. E1 modulo experimental dispone de una entrada
adicional para algtn tipo de gas, permitiendo esto mantener una determinada sobrepresion en el
interior del reactor. En este trabajo, el gas utilizado para conseguir esta sobrepresion fue
nitrogeno. La agitacion y la temperatura de la pared y del interior del reactor son controladas por

un controlador digital de la serie TTM-120, fabricado por TOHO Suita Electronics Inc. (Japon).

= Agitador (2)

Vilvula para
Sobrepresion (4)

Tapa atornillada (5) Termopar (3)

=

manta
calefactora (1)

~
7
e

Termopar (3)

Figura 40. Reactor de agua caliente liquida.
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La materia prima y el agua se introducen en el reactor en base a la relacion solido-liquido
a utilizar. A continuacion, se cierra el dispositivo mediante la ayuda de la tapa atornillada (5), se
cubre el reactor con la manta calefactora, se activa la agitacion (600 r.p.m.) y se calienta a la
temperatura deseada. La velocidad de calentamiento del dispositivo varia entre 2 y 4 °C/min,
conforme al grafico de la Figura 41, donde se representa la curva de calentamiento en el interior

del reactor experimental usado.
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Figura 41. Evolucion del calentamiento en el dispositivo experimental utilizado.

Una vez se han alcanzado las condiciones de pretratamiento establecidas, se procede a
apagar la manta calefactora y a retirarla del dispositivo. El enfriamiento del reactor se realiza
mediante la ayuda de un vaso de precipitados de teflon, lleno de agua fria, con el cual se cubre la
mayor parte de la superficie externa del mismo. En ningln caso el tiempo de enfriamiento supera
los 6 min. En el momento en el que la presion y la temperatura en el interior del reactor han
descendido lo suficiente (0 bares y 30 °C, aproximadamente) se procede a abrir la tapa atornillada.
El reactor se vuelca sobre un dispositivo de filtracion a vacio mediante el cual se separa su
contenido en dos fracciones, un residuo sélido insoluble (RSI) y una fraccién liquida (FL).

Los RSI y FL generados en los distintos ensayos de pretratamiento realizados en este
trabajo se caracterizaron segun se describe en los apartados 3.5.1 y 3.5.2, respectivamente. El1 RSI
se deja secar en estufa de 45 °C, para la posterior realizacion de las pruebas de hidrdlisis
enzimatica y de sacarificacion y fermentacion simultaneas.

Para el caso concreto en el que se trabaja con el residuo pretratado completo (RP) no se

realiza el paso de filtracion, pasando a congelar dicho residuo para su tratamiento posterior.
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3.2.1 Condiciones de pretratamiento en las distintas fases de la investigacion

3.2.1.1 Estudio del efecto de las variables de proceso en el pretratamiento (Diserio 1)

Esta etapa del trabajo se centré en el estudio del efecto que las variables de proceso tienen
en el pretratamiento por agua caliente liquida de la paja de trigo. Las variables consideradas
fueron la temperatura, el tiempo de residencia, la relacion solido-liquido y la sobrepresion afiadida
en el reactor. A efectos del disefio de experimentos, estas variables de proceso se denominan
factores y la medida del resultado del pretratamiento, variable respuesta. Para el factor
temperatura, se realizoé un estudio preliminar en el intervalo 160-240 °C. A partir de este estudio,
se decidid seleccionar como rango experimental de trabajo para los ensayos posteriores 170-200
°C, considerando que en este intervalo se podian apreciar cambios significativos en las respuestas
seleccionadas. Para el tiempo de residencia se sigui6 el mismo criterio, y tras un estudio
preliminar entre 1 y 90 minutos, se establecieron los valores de los niveles en 0 y 40 minutos.
Debido al sistema de calentamiento del reactor utilizado (el cual puede llegar a tardar unos 45 min
en calentarse) se decidid establecer el valor 0 min para referirse a aquellas condiciones
experimentales donde la biomasa lignoceluldsica no permanece en el reactor mas tiempo del
empleado hasta alcanzar la temperatura deseada. La carga de sustrato utilizada durante esta etapa
de la experimentacion fue de 5 y 10% (p/v). El limite superior de carga se establecid en 10% ya
que cargas superiores al 10% producian problemas de homogeneizacion en el reactor. No se
utilizaron valores mas bajos del 5% ya que en un principio, lo més interesante es introducir la
mayor carga de sustrato posible, con el objetivo de hacer el proceso mas viable economicamente.
La sobrepresion afiadida en el reactor tiene como objetivo desplazar el equilibrio de vapor
originado durante el proceso, hacia la fase liquida, facilitando las consecuentes reacciones de
hidrolisis en la materia prima (Liu y Wyman, 2005). En este sentido, se fijaron lo valores de los
niveles para este factor en 0 bares, donde no se introducia ninguna sobrepresion en el reactor, y 30
bares, suficiente para alcanzar el objetivo deseado (Mok y Antal, 1992).

De los multiples disenos estadisticos de experimentos (DEE) (Montgomery, 2004), se
eligié un disefio factorial completo 2°, es decir, cuatro factores con dos niveles por cada factor.
Este tipo de DEE esta planteado de forma que se varian simultaneamente varios factores pero se
evita que se cambien siempre en la misma direccion. Ademas, la investigacion se complementa de
tal modo que la informacion buscada se obtiene combinando las respuestas de todos ellos. Este
disefio permite explorar el dominio experimental, y encontrar una direccion prometedora para la
optimizacion posterior, descartando los factores que no muestren significacion estadistica alguna

sobre las variables . En un plano secundario, también se analizard el comportamiento de todas
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aquellas variables que en un momento dado puedan aportar informacion adecuada para el
transcurso de la investigacion

La Tabla 2 muestra el plan de experimentacion obtenido mediante el uso del software
matematico Design-Expert (version 7.0.0). Las experiencias se realizaron en orden aleatorio con
el fin de evitar que los efectos de distintos factores se confundan entre si, introduciendo un sesgo

en los valores de los efectos (Box y col., 1978).

Tabla 2. Plan de experimentacion para el estudio de las variables de pretratamiento de la paja de

trigo. Diseiio factorial completo 2* (Diseiio 1)

Experiencias Temperatura  tiempo  Sobrepresion Carga de Sustrato
' (°O) min bar % (p/v)

1 170 0 0 5

2 200 0 0 5

3 170 40 0 5

4 200 40 0 5

5 170 0 30 5

6 200 0 30 5

7 170 40 30 5

8 200 40 30 5

9 170 0 0 10
10 200 0 0 10
11 170 40 0 10
12 200 40 0 10
13 170 0 30 10
14 200 0 30 10
15 170 40 30 10
16 200 40 30 10

3.2.1.2 Optimizacion de pretratamiento en una etapa (Diserio 2)

Esta fase del trabajo se desarrolld en un rango experimental delimitado por los factores
temperatura y tiempo de residencia, que resultaron estadisticamente significativos sobre la
variacion de las variables respuesta en la anterior etapa de investigacion. En relacion a los demas
factores estudiados, se decidid no aplicar sobrepresion en el reactor y utilizar una carga de
sustrato del 10% (p/v). Con el objetivo de maximizar las variables respuesta seleccionadas se
plante6 un disefio de optimizacién central no rotado, 2°. Este tipo de disefios se usa en el
modelado y analisis de problemas en los que la variable o variables de interés recibe la influencia
de varios factores y donde el objetivo es la obtencion de un valor maximo de una o varias

respuestas.
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Los valores de los niveles para los factores considerados, asi como el plan de

experimentacion para esta etapa de la investigacion se representan en la Tabla 3.

Tabla 3. Plan de experimentacion para el estudio de la optimizacion del pretratamiento en una etapa.

Diseiio de optimizacion central no rotado 22 (Diseiio 2)

Temperatura

Tiempo

Experiencias

°C min
1 170 0
2 220 0
3 170 40
4 220 40
5 170 20
6 220 20
7 195 0
8 195 40
9 195 20
10 195 20
11 195 20

Como se puede observar, se realiza un triplicado del punto central del disefio con el
objetivo de estimar la desviacion tipica de cualquier observacion y la de los efectos. La variacion
en las observaciones de dos o mas réplicas es un reflejo de la variabilidad total que afecta a las

observaciones hechas en diferentes condiciones experimentales (Box y col., 1978).

3.2.1.3 Optimizacion del pretratamiento en dos etapas

Para llevar a cabo el pretratamiento en dos etapas, y en base a la informacion aportada por
las anteriores fases de la investigacion, se establecieron dos regiones experimentales diferentes,
una para optimizar la recuperacion de azicares hemicelulésicos en la fraccion liquida originada
tras la primera etapa de pretratamiento (1* Etapa), y otra para optimizar el rendimiento de
liberacion de glucosa mediante hidrolisis enzimatica del residuo sélido insoluble obtenido en la 1*
etapa y sometido a un segundo pretratamiento (2* Etapa). Un esquema de las fases seguidas en el

desarrollo de la configuracion del pretratamiento en dos etapas se muestra en la Figura 42.
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MATERIA PRIMA

A\ 4

PRETRATAMIENTO
2 ETAPAS

l

1* ETAPA DISENO 3

Fraccion Residuo solido

liquida 1 insolube (RSI A)
DISENO 4 2* ETAPA
Fraccion Residuo solido

liquida 2 insolube (RSI B)

PRETRATAMIENTO a las
CONDICIONES OPTIMAS
OBTENIDAS

\ 4

Ensayos de SFS
en RSI

Figura 42. Esquema de las fases seguidas en el desarrollo de la configuracién del pretratamiento en

dos etapas

3.2.1.3.1 Primera etapa del pretratamiento en dos etapas

Con el objetivo de maximizar la recuperacion de aziicares hemiceluldsicos en la fraccion

liquida obtenida tras el pretratamiento de la paja de trigo, se realizé un disefio de optimizacion
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central, 2°, en la region experimental delimitada por los valores de los niveles de los factores

temperatura y tiempo de residencia, representados en la Tabla 4.

Tabla 4. Plan de experimentacion para la primera etapa del pretratamiento en dos etapas, dirigido a
maximizar la recuperacion de aziicares hemicelulésicos en la fraccion liquida (Disefio 3).

Diseiio de optimizacién central 2 rotado.

Experiencias T(izz)p TZZ.%O
1 175 10
2 195 10
3 175 40
4 195 40
5 170,9 25
6 199,1 25
7 185 3,8
8 185 46,2
9 185 25

10 185 25
11 185 25

En la realizacion a los experimentos se considerd que 3,8 min (3 minutos y 48 segundos)

equivaldrian a 4 min, y que 46,2 min (46 minutos y 12 segundos) equivaldrian a 46 min.

3.2.1.3.2 Segunda etapa del pretratamiento en dos etapas

La segunda etapa del pretratamiento en dos etapas tiene como objetivo maximizar la
liberacion de glucosa por hidrolisis enzimatica del RSI obtenido en las condiciones Optimas de
pretratamiento de la primera etapa (RSI 1? etapa de pretratamiento, en adelante RSI A), tras ser
sometido a una segunda etapa de pretratamiento (RSI 2% etapa de pretratamiento, en adelante RSI
B). Para este fin, y en base a la informacion aportada por las anteriores etapas de la investigacion,
las condiciones experimentales realizadas vinieron definidas por los niveles de temperatura y el

tiempo, representados en la Tabla 5.
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Tabla 5. Plan de experimentacion para la segunda etapa del pretratamiento en dos etapas, dirigido a
maximizar la eficacia de sacarificacion del RSI procedente de la 2% etapa (Diseiio 4). Disefio

de optimizacién central 2° rotado.

Experiencias Tem;(;oe Cr;ltura 1}::::50
1 200 3
2 240 3
3 200 15
4 240 15
5 191,7 9
6 248,3 9
7 220 0,5
8 220 17,5
9 220 9

10 220 9
11 220 9

Estos ensayos se realizaron utilizando como sustrato el RIS generado en la primera etapa,
RSI A. Con el objetivo de obtener la suficiente cantidad de RIS para llevar a cabo todos los
experimentos en un mismo material, se realizaron varios ensayos de pretratamiento a la condicion
optima de 184 °C y 24 min sobre la materia prima. Los RSI obtenidos después de la filtracion y
lavado con agua desionizada, se mezclaron en un solo lote que se secd a 45°C y se utilizdé como

sustrato para la segunda etapa.

3.3 ENSAYOS DE HIDROLISIS ENZIMATICA

Las pruebas de hidrdlisis enzimatica se realizaron en matraces Erlenmeyer de 100 ml de
capacidad. El sustrato utilizado fue el RSI obtenido después del pretratamiento segin se ha
descrito, en una carga del 4% (p/v). Las preparaciones enzimaticas empleadas en los ensayos
fueron Celluclast 1.5 L FG y Novozym 188 (Novozymes A/S, Dinamarca), en una carga de 15
UPF/g sustrato de Celluclast 1.5L y 15 Ul/g sustrato de Novozyme 188. Celluclast 1.5 L FG es un
preparado liquido de celulasas producido por fermentacion sumergida de una cepa seleccionada
del hongo Trichoderma reesei, con una densidad de 1,2 g/ml. Novozym 188 es un preparado
liquido de enzima celobiasa preparada mediante fermentacion sumergida de una cepa

seleccionada de Aspergillus niger, con una densidad de 1,18 g/ml.
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Los ensayos se realizaron en agitacion constante (150 r.p.m.) a 50 °C, en un agitador
orbital Braun CERTOMAT-R. Se tomaron muestras a intervalos de 24, 48 y 72 horas. Las
muestras se centrifugaron en una Centrifuga 5415D durante 10 minutos a 9.300 g y el
sobrenadante se filtré y se analizo por HPLC la concentracion de glucosa y, en algunos ensayos,
también la concentracion de xilosa, tal y como se describe en el apartado 3.5.2.1. Todos los
ensayos de hidrolisis enzimatica se realizaron por triplicado, utilizandose el valor medio del

mismo. La desviacion tipica nunca supero el 4%.

3.4 ENSAYOS DE SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEAS (SFS)

3.4.1 Microorganismo fermentador. Preparacion del inéculo

El microorganismo utilizado en este trabajo fue la levadura Saccharomices cerevisiae
(DER-CIEMAT n° coleccion 1701), el cual se conservd en tubos de agar inclinado con medio
solido a una temperatura de 4 °C. Para su utilizacion en el laboratorio, se prepard un preinoculo
haciendo crecer el microorganismo, durante 24 h, en un medio liquido basal estéril (MLB: 2,5 g/l
de extracto de levadura, 2 g/l de NH,Cl, 1 g/l de KH,PO, y 0,3 g/l de MgSO,-7H,0), al que se
afiadieron 30 g/l de glucosa como fuente de carbono. Para la preparacion del indculo utilizado en
los ensayos de SFS, se tomaron 100 pl de preindculo, se anadieron a un MLB con 30 g/l de
glucosa y se incub6 durante 16 horas en un agitador orbital Braun CERTOMAT-R, a una
temperatura de 35 °C y 150 r.p.m. de agitacion.

3.4.2 Pruebas de sacarificacion y fermentacion simultineas

Los ensayos de sacarificacion y fermentacion simultaneas se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 100 ml de capacidad, con 25 ml de agua desionizada, ajustando a pH 5. Como
sustrato se utilizaron el residuo pretratado completo (RP) y el RSI lavado obtenido del
pretratamiento a diferentes condiciones Optimas de proceso, en las concentraciones que se
describen en los apartados siguientes. Las preparaciones enzimaticas empleadas en los ensayos
fueron Celluclast 1.5 L FG, Novozym 188 y en el caso de la SFS descrita en el apartado 3.4.2.2,
también se afiadid xilanasa purificada NS50030 (Novozymes A/S, Dinamarca), en las dosis que se
detallan mas adelante. En todos los ensayos se afiadié un 10% (v/v) (0,9-1,0 g células/l) de
inéculo y se incubd la mezcla en un agitador orbital Braun CERTOMAT-R (150 r.p.m.) a 35 °C

de temperatura.
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3.4.2.1 SFS con residuo pretratado a 188 °C y 40 min.

Para la realizacion de los ensayos de SFS sobre el residuo pretratado completo se planted
la necesidad de realizar un estudio previo de la fermentabilidad de la fraccion liquida de dicho
residuo, con el objeto de conocer el grado de inhibicién que los compuestos solubles contenidos
en la misma pueden ejercer sobre la levadura S. cerevisiae. Este estudio permite determinar si se
puede plantear la utilizacion del residuo tal y como es generado en el pretratamiento, o se necesita

realizar alguna dilucion con el fin de evitar la inhibicion.

3.4.2.1.1 Estudios de fermentabilidad de la fraccion liquida

Después del pretratamiento, el residuo pretratado (RP) presenté un porcentaje de solidos
totales del 10% (p/p), del que un 2% eran solidos solubles. Para el estudio de la fermentabilidad se
tomo la fraccion liquida procedente de este residuo, mediante filtracion, como la que contiene la
maxima concentracion de compuestos solubles a ensayar. A partir de la misma se prepararon 3
diluciones en agua: 1:1,3, 1:2 y 1:4, que corresponderian a un RP con un porcentaje de so6lidos
totales del 7,5% (p/p), 5% (p/p) y 2,5% (p/p), respectivamente. Los ensayos de fermentacion se
realizaron en matraces Erlenmeyer de 100 ml de capacidad, con 25 ml de la correspondiente
fraccion liquida y la cantidad de glucosa necesaria para alcanzar una concentracion final de 30 g/l.

El pH fue ajustado a 5, mediante el uso de una disolucion de NaOH 1N.

3.4.2.1.2 Ensayos de SFS

Los resultados del estudio anterior mostraron que es necesario diluir el RP hasta un 7,5 %
(p/p) de solidos totales para poder llevar a cabo una SFS del mismo. Las pruebas de SFS se

realizaron en las siguientes condiciones:

Sustrato: Residuo pretratado completo diluido hasta el 7,5% (p/p) de solidos totales y
ajustado a pH 5,0.

Carga de enzima: Celluclast 1.5L: 20 UPF/g celulosa.
Novozym 188: 20 Ul/g celulosa.

Inoculo: 10% (v/v) (0,9-1 g células/l).

Tiempo de incubacion: 96 horas.

Temperatura: 35 °C.

Agitacion: 150 r.p.m.
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3.4.2.2 SFS en los RSI del pretratamiento en dos etapas (219 °C y 6 min) y una etapa (214 °C y
2,7 min)

Con el objetivo de evaluar el potencial de produccion de etanol a partir de los RSI
obtenidos del pretratamiento en una (214 °C y 2,7 min) y dos etapas (219 °C y 6 min), se

realizaron pruebas de sacarificacion y fermentacion simultaneas en las siguientes condiciones:

Sustrato.: RSI pretratado a 214 °C y 2,7 min y RSI pretratado a 219 °C y 6 min.
Concentracion de sustrato: 10% y 12% (p/v).
Carga de enzima: Celluclast 1.5L: 20 UPF / g celulosa.

Novozym 188: 20 UI / g celulosa.

Xilanasa Purificada NS50030: 5% (enzima/sustrato) (v/p)
Inoculo: 10% (v/v) (0,9-1 g células/l).
Tiempo de incubacion: 96 horas.
Temperatura: 35 °C.

Agitacion: 150 r.p.m.

3.5 DETERMINACIONES ANALITICAS

En este apartado se indican los métodos analiticos utilizados para caracterizar la materia
prima, tanto nativa como pretratada, la fraccion liquida originada como consecuencia del
pretratamiento, los productos de hidrdlisis enzimatica de la biomasa lignoceluldsica y las

concentraciones finales de etanol.

3.5.1 Caracterizacion de la materia prima y del material pretratado

La caracterizacion de la materia prima y el RSI obtenido tras el pretratamiento se realizo
siguiendo el esquema mostrado en la Figura 43, seglin los procedimientos de analisis de biomasa
del Laboratorio Nacional de Energias Renovables (NREL) (Colorado, Estados Unidos) (Anexo
1.

A partir de la realizacién de estos analisis se conoce la composicion del material en
cuanto a su contenido en carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa), lignina,

extractivos y cenizas. El contenido en estos componentes se expresa en base a peso seco, por lo
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que el primer analisis de esta metodologia contempla el calculo de la de humedad de la materia
prima.

En cuanto al contenido en extractivos, es importante sefialar que la metodologia establece
que en los materiales en los que este contenido es elevado, o cuando se desea cuantificar los
compuestos solubles en agua que tiene el material, es necesario realizar esta extraccion
previamente al analisis del resto de componentes para evitar interferencias o poder conocer el
contenido en sustancias solubles. En el caso de la paja de trigo, y siguiendo esta recomendacion,
el protocolo de andlisis se realizd en muestras que previamente se habian sometido a extraccion
(biomasa libre de extractivos), segiin se muestra en la Figura 43. Posteriormente se efectud la

pertinente correccion a la biomasa sin extraer.

Cenizas Calcinacién 550 °C ; : Secado 105 °C
Totales Materia prima ——— » Humedad

v

Extraccion |———————p Extractivos

\4

Materia prima
Extraida

Hidrolisis en 2 etapas

\4

HPLC .
l Hidrolizado
Grupos Acetilo ) . l
Filtraciéon a Vacio
Fraccion liquida Fraccion Sélida
HPL?
Aziicares C5 y C6 Abs. 205 nm Lignina éacido insolubles
Celulosa Lignina acido soluble Cenizas acido insolubles
Hemicelulosa

Figura 43. Procedimiento seguido para la caracterizacion de la materia prima

En los residuos pretratados tinicamente se realizd la determinacion de carbohidratos y

lignina sin el paso previo de extraccion.
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3.5.2 Caracterizacion de la fraccién liquida obtenida tras el pretratamiento

Los principales compuestos analizados en la fraccion liquida fueron los azucares, el acido

acético y los productos de degradacion.

3.5.2.1 Azucares

Los azicares (glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa) fueron analizados mediante un
cromatdgrafo de liquido HPLC, modelo 2695 de Waters (Mildford, MA, EEUU), equipado con un
detector de indice de refraccion, Waters 2414, una columna cromatografica Carbosep CHO-682
Lead, con resina en forma ionica de plomo de 300 mm x 7,8 mm de diametro interno, de la firma
comercial Transgenomic (Omaha, NE, EEUU). La temperatura de trabajo fue de 80 °C y como
fase movil se utilizoé agua de calidad reactiva Millipore (Billerica, MA, EEUU), a un flujo de 0,5
ml/min.

Las muestras de analisis fueron sometidas a un tratamiento previo con el objetivo de
eliminar las sales que puedan interferir en el analisis. Las muestras se filtraron a través de una
resina de intercambio idnico que, en las muestras acidas, produce el efecto de neutralizacion. Por
ultimo, antes de ser introducidas en el cromatografo, se pasan a través de un de filtro de
nitrocelulosa Millipore con un tamafio de poro de 0,45 micras, con el objetivo de eliminar las
posibles impurezas restantes.

El analisis de todos los azlicares se realizdo en la fraccion liquida originada tras el
pretratamiento, mientras que en los medios de ensayo de HE unicamente se determin6 glucosa, y
en algunos experimentos, se completd con el analisis de la xilosa procedente de la hidrolisis del

xilano.

3.5.2.2 Productos de Degradacion

El analisis cualitativo y cuantitativo de los compuestos, furfural y 5-hidroximetilfurfural
(HMF), se realizo mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en un cromatografo
de liquidos Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EEUU) modelo 1100, con un detector UV de
fotodiodos (Diodo Array) HP 1040A. Se utiliz6 una columna cromatografica Aminex HPX-87H
(Sulfonated divinyl benzene styrene copolymer) (Bio-Rad Labs, CA, EEUU), con resina en forma
ionica de hidrogeno de 300 mm x 7,8 mm de diametro interno. La temperatura de trabajo fue de
55 °C. La fase movil fue una mezcla (v/v) de 82% acido sulfurico 5 mM y 18% acetonitrilo a un

flujo de 0,3 ml/min.
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La determinacion analitica de los acidos acético, formico y levulinico se realiz6 mediante
un cromatografo de liquidos modelo 590 de Waters, provisto de un detector de indice de
refraccion, modelo 410, de la misma casa comercial. La separacion cromatografica se realizo
mediante una columna de acero inoxidable, Aminex HPX-87H, de 300 mm x 7.6 mm de diametro
interno. La fase movil utilizada fue acido sulfurico 5 mM, a un flujo de 0,6 ml/min y 65 °C de

temperatura de columna.

3.5.3 Determinacion de Etanol

El etanol se analiz6 mediante cromatografia de gases. Se utilizé un cromatografo de gases
Hewlett Packard 5890 serie II equipado con un inyector automatico Agilent (Santa Clara, CA,
EEUU) serie 6890, a una temperatura de 175 °C. Como detector se utilizO un detector de
ionizacion de llama (FID). La columna empleada fue una columna Carbowax 20M (2 m x 1/8 in)

a 85 °C. Como gas portador se utilizo helio a un flujo de 30 ml/min.

3.6 DEFINICION DE VARIABLES

Con el fin de evaluar los efectos que tienen las diferentes condiciones de pretratamiento
estudiadas sobre la paja de trigo, se utilizan una serie de parametros que hacen referencia a los
cambios producidos en la materia prima como consecuencia de dicho pretratamiento. A
continuacion se describe el procedimiento para el calculo de dichos parametros. Todos los

materiales solidos definidos en las distintas ecuaciones se consideran en base al peso seco (bps).

® Porcentaje de Recuperacion de Solidos (% RS)

Este parametro da informacion sobre la cantidad de materia prima solubilizada como
consecuencia del efecto del pretratamiento. Se define como la cantidad de material solido
obtenido después de la etapa de pretratamiento, en relacion a la cantidad de materia prima

introducida, mediante la siguiente formula:

g RSI
g materia prima introducida

%RS = x100
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En el caso concreto del pretratamiento en dos etapas (DP), se calcula un porcentaje de

recuperacion global representativo de las dos etapas de pretratamiento:

% RS 1? Etapa(RS1) x %RS 2* Etapa(RS?2)
100

% RS (DP) =

e Concentracion de un componente en el RSI

La concentracion de cada componente en el RSI se calcula en base a los resultados del
analisis descrito en el punto 3.5.1, expresado como un porcentaje referido al peso seco del

material pretratado.

g componente en RSI
100 g RSI

% componente =

® Recuperacion de componentes de la materia prima tras el pretratamiento.
Esta variable hace referencia a la cantidad de cada componente en la fraccion considerada
(RSI o fracciéon liquida) en base a su contenido en la materia prima. Este indice proporciona

informacion sobre la recuperacion de dicho componente después de la etapa de pretratamiento:

- En la fraccion sdlida, el calculo se realiza:

g componente en el RSI x %RS

% Recuperacion de componente = —
g componente en la materia prima

Para el pretratamiento en dos etapas, la recuperacion del componente en base a su
contenido en la materia prima, se calcula mediante el porcentaje de recuperacion de solidos

definido para el DP.

g componente en el RSI x %RS (DP)
g componente en la materia prima

% Recuperaci on de componente (DP) =

- En la fraccion liquida, el calculo se realiza:

g componente en la FL %100

% Recuperacion de Componente = ——
g componente en la materia prima
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En el caso de la recuperacion de azlicares hemicelulésico (en adelante, RAH) del
pretratamiento en dos etapas, este dato se obtuvo considerando las cantidades de éstos en las dos
fracciones liquidas generadas en ambas etapas del proceso, es decir:

RAH (DP) =% RAH FL1 + % RAH FL2

teniendo en cuenta que:

g aztcares hemiceluldsicos en la FL1

% RAHFL1= x100

g azlcares hemiceluldsicos en la materia prima

g azucares hemicelul6sicos en la FL2

% RAH FL2 = x %RS1

g azucares hemiceluldsicos en la materia prima

siendo FL1 y 2, las fracciones liquidas generadas en la primera y segunda etapa del
pretratamiento, respectivamente, y % RS1, el porcentaje de recuperacion de solidos de la primera

etapa del doble pretratamiento.

o Indices de Hidrolisis Enzimatica

Expresan la cantidad de azicar liberado durante esta etapa, en relacion a la cantidad de
azucar potencial en el material pretratado o en la materia prima. Estos indices, proporcionan
informacion acerca de la susceptibilidad del RSI al ataque enzimatico resultando, por tanto, una

importante variable de la efectividad del pretratamiento. Se definen:

- Eficacia de sacarificacion (ES), rendimiento del proceso de hidrdlisis enzimdtica

expresado en base al contenido en azlicar potencialmente extraible del RSI.

o, ES = 8 azlcar obtenido en HE <100

g azlcar en RSI
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- Rendimiento de hidrolisis enzimatica (RHE), rendimiento del proceso de hidrolisis
enzimatica en relacion al contenido en azucar potencialmente extraible de la materia prima. Esta

variable representa un indicador de la eficacia de sacarificacion en relacion a la materia prima.

g azucar obtenido en HE
g RSI
g azlicar en materia prima

x%RS

% RHE =

Para el caso concreto del DP, esta variable se determina teniendo en cuenta el residuo soélido
insoluble obtenido tras las dos etapas de pretratamiento, RSI B, y mediante el porcentaje de

recuperacion de solidos definido para esta configuracion de proceso %RS (DP), es decir:

g azucar obtenido en HE
gRSIB
g azlicar en materia prima

x% RS (DP)

% RHE =

® Rendimiento global de azucares

Esta variable hace referencia a la cantidad de azlicar de la materia prima que ha sido
convertido a forma monomérica, y por lo tanto, susceptible de ser fermentado, tras las etapas de
pretratamiento e hidrolisis. Se calcula como la suma del contenido de azlicar en la fraccion liquida

(FL) mas el generado en la HE, referido al contenido de azucar en la materia prima,

g RSI 100
g azucar en la materia prima

g materia prima

g azicar en HE » %RSJJr(g azucar en la FL J
x100

%RGAz(
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En el caso del pretratamiento en dos etapas, el calculo es igual, pero considerando los
azucares hemicelulosicos solubilizados en la fraccion liquida generada en la primera etapa del

pretratamiento. La RGA después del DP se calcula mediante la ecuacion:

X
gRSIB 100 gcomponenteRSIA 100

g azicaren la materia prima

gaziucaren HE y %RS (DP)) N ( gazucarenla FL1 j N ( gazucarenlaFL2 %RSIJ
teria pri
g materiaprima <100

%RGA:(

siendo FL1 y FL2 las fracciones liquidas generadas en la primera y segunda etapa del
pretratamiento, y RSI A y B los residuos solidos insolubles de la primera y segunda etapas,

respectivamente.
® Rendimiento de Etanol (Yg).

El rendimiento en la etapa de sacarificacion y fermentacion simultdnea se calcula
normalmente como porcentaje de un rendimiento tedrico que considera una eficacia de
sacarificacion de la celulosa del 100%, y un rendimiento de fermentacion de 0.51 g etanol/g
glucosa. En este trabajo, se ha considerado como eficacia de sacarificacion teorica el 90%, ya que
en ningun ensayo se supero este porcentaje. En cuanto al rendimiento tedrico de fermentacion, se
utilizé el dato calculado experimentalmente del rendimiento de fermentacion de la levadura
utilizada sobre un medio sintético de glucosa, que dio un valor de 0,47 g etanol/g glucosa. Por

ello, la ecuacion que define el rendimiento de SFS en esta investigacion es la siguiente:

g etanol

5= x100
[g glucosa en RSI x (0,90)] % 0,47

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Tanto para el disefio de experimentos, como para el andlisis de los resultados
experimentales obtenidos, se utilizd el programa estadistico Design Expert, version 7.0.0
(Statease, Inc, MN, EEUU). En algunas fases de la investigacion, con el objetivo de encontrar
correlacion estadistica entre los valores de determinadas variables respuesta, se utilizo el

Statgraphics Plus 5.0 (StatPoint, Inc, Virginia, EEUU).
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Efecto de las variables de proceso en el pretratamiento

4.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

La paja de trigo utilizada como materia prima en esta investigacion fue caracterizada
segun los métodos de analisis descritos en el apartado 3.5.1. A lo largo del desarrollo del trabajo
se utilizaron dos lotes de paja diferentes cuyas composiciones se muestran en la Tabla 6. Las
variaciones encontradas en la composicion entre los dos lotes podrian deberse a distintos
factores, como los sefialados por Ohgren (2006) en relacion al bagazo de maiz: tipo y cantidad
de fertilizante que se haya utilizado durante la etapa de cultivo, el contenido en minerales del

suelo, o de la madurez que haya alcanzado el grano.

Tabla 6. Composiciéon de la paja de trigo (% bps). Los valores son media de 5 repeticiones; entre

paréntesis, el error de la estimacion de la medida (intervalo de confianza 95%)

COMPONENTE Lote 1
Celulosa
Glucosa 41,95 (1,4)
Hemicelulosa
Xilosa 25,77 (0,5) 21,30 (0,7)
Arabinosa 1,82 (0,3) 1,59 (0,5)

Galactosa 1,12 (0,7) 1,08 (0,4)

Lignina Acido
Insoluble 16,33 (04) 19,62 (0.,6)

Lignina Soluble 2,58 (0,6) 2,61 (0,7)
Grupos Acetilo 1,58 (0,2)

Extractivos 15,26 (0,7)

Cenizas 6,40 (0,5)

Como se puede observar en la Tabla 6, los carbohidratos (celulosa y hemicelulosa)
conforman aproximadamente un 60% del material inicial seco, lo cual hace a este residuo un
sustrato muy adecuado para la producciéon de etanol. El componente hemiceluldsico esta
formado principalmente por xilosa (90%) y pequefas cantidades de arabinosa, galactosa y
grupos acetilo. Los grupos acetilo se encuentran en menor cantidad que en otros materiales
herbaceos (2%) y que en maderas duras (3,6%), donde los xilanos se encuentran altamente
acetilados (Fengel y Wegener, 1989). El grado de lignificacion de la paja de trigo esta en el
rango de lo descrito para otros residuos agricolas coma el bagazo del maiz (17-19%) (Kim y
Holtzapple, 2005a). Por otro lado, los extractivos constituyen una parte importante de la materia
prima, sobre el 15%. El alto contenido en cenizas de la paja de trigo (4,8%) puede estar

justificado por la presencia de compuestos derivados del uso de fertilizantes en cultivos y de
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silice procedente de contaminaciéon de arena del suelo durante la cosecha y el transporte

(Olanders y Steenari, 1995).

4.2 PRETRATAMIENTO DE LA PAJA DE TRIGO MEDIANTE AGUA CALIENTE EN
FASE LIQUIDA

La investigacion que se presenta tiene por objeto la optimizacion de las condiciones del
pretratamiento de la paja de trigo, mediante agua caliente liquida (ACL), para su posterior
bioconversion a etanol combustible. Para ello, el trabajo se ha desarrollado en una serie de
etapas (Figura 44) que, mediante la aplicacion de una metodologia basada en el disefo
estadistico de experimentos, condujeron a la determinacion de las condiciones Optimas de
pretratamiento en dos configuraciones de proceso: en una y en dos etapas. Finalmente, se evalud
el potencial de produccion de etanol a partir de los materiales pretratados en las condiciones
optimas de las configuraciones estudiadas. Las distintas fases del trabajo, representadas en la

Figura 44, fueron las siguientes:

e FEstudio del efecto de los variables que afectan al proceso de pretratamiento mediante agua

calienten fase liquida (Diseiio 1).

El objetivo de esta etapa experimental fue la determinacion de la importancia, tanto cualitativa
como cuantitativa, de una serie variables de pretratamiento (factores) que afectan al
rendimiento del proceso: temperatura, tiempo, carga de sustrato y aplicacion de sobrepresion
en el reactor. Para los factores tiempo y temperatura se realiz6 un estudio previo del intervalo
de trabajo mas adecuado. Los cuatro factores fueron analizados mediante un disefio
experimental factorial completo 2* (Disefio 1) con el objetivo de evaluar los cambios
producidos en el material pretratado como consecuencia del efecto del pretratamiento. Para
ello se eligieron los parametros “recuperacion de azlicares en la fraccion liquida” (RAH) y
“eficacia de sacarificacion del RSI” (en adelante variables respuesta), como medida de la
efectividad del pretratamiento en cuanto a la liberacion de azlicares potencialmente

fermentables.

A continuacién, y en base a la informacidon adquirida hasta el momento, se decidio
realizar la optimizacidn de las condiciones de tiempo y temperatura de pretratamiento de la paja
de trigo con el objetivo de obtener una maxima recuperacion global de azicares potencialmente
fermentables a etanol. Para ello se estudiaron dos configuraciones de pretratamiento, en una y

dos etapas.
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® Pretratamiento en una etapa

Esta configuracion de pretratamiento se abordé de dos maneras diferentes, dependiendo
del objetivo planteado. El primer esquema de trabajo buscaba encontrar las condiciones de
tiempo y temperatura que resultaran en un maximo de recuperacion de azucares en las dos
fracciones obtenidas tras el pretratamiento: fraccion liquida y residuo solido insoluble (RSI).
La optimizacion de ambas variables respuesta se realizd mediante un analisis de respuesta
multiple en base a un disefio de experimentos de composicion central, 22, (Disefio 2).

En esta misma configuracion de pretratamiento en una etapa, se planted6 como objetivo
alternativo la busqueda de las condiciones de tiempo y temperatura que hicieran maxima so6lo
la liberacion de aztcares por hidrélisis enzimatica a partir del RSI, ya que la glucosa
procedente de la celulosa constituye la mayor parte de los azucares que actualmente pueden
fermentarse con microorganismos disponibles a nivel industrial. Esta optimizacién pudo
realizarse con el mismo disefio experimental anterior (Disefio 2), mediante un analisis simple
de la eficacia de sacarificacion del RSI obtenido en las diferentes condiciones de proceso.

En este punto del trabajo se confirmé la dificultad de encontrar una maxima
recuperacion de azuicares hemiceluldsicos y un sustrato altamente susceptible al ataque
enzimatico en una sola etapa de proceso. Por lo tanto, se decidié plantear un pretratamiento en
dos etapas; una primera etapa en la que se establecieran las condiciones para una maxima
RAH en la fraccion liquida, y una segunda etapa, en la cual se utilizaria el residuo solido
pretratado resultante de la primera etapa para estudiar las condiciones que condujeran a una

maxima liberacion de glucosa de la celulosa por hidrolisis enzimatica.

® Pretratamiento en dos etapas

Primera etapa de pretratamiento, En esta fase del trabajo se realizé un disefio de

optimizacién de composicion central 2* (Disefio 3), construido para la optimizacion de la
recuperacion de azicares en la fraccion liquida. Para ello, se establecié una nueva region
experimental delimitada por los valores de temperatura y tiempo: 175-195 °C y 10-40 min.

Segunda etapa de pretratamiento, El sustrato pretratado en las condiciones 6ptimas para

una maxima RAH, se someti6 a un segundo pretratamiento para obtener un residuo con una alta
digestibilidad enzimatica que permitiera alcanzar altos rendimientos en HE. Para ello se
construy6 un nuevo disefio (Disefio 4) de composicion central, 2%, en el intervalo de 200-240 °C

de temperatura y 3-15 min de tiempo.
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® Ensayos de SFS

Se realizaron diferentes ensayos de sacarificacion y fermentacion simultanea sobre los

materiales pretratados obtenidos en las diferentes condiciones optimas de pretratamiento de la

paja de trigo en una y en dos etapas, con el objetivo de evaluar el potencial de produccion de

etanol de dichos residuos.

CARACTERIZACION
PAJA DE TRIGO

|

EFECTO de las VARIABLES de PROCESO '

OPTIMIZACION

=

PRETRATAMIENTO

1 ETAPA

'

'

OPTIMIZACION MULTIPLE de la

variables ES y RAH

OPTIMIZACION
de ES

|

PRETRATAMIENTO a las
CONDICIONES OPTIMAS

OBTENIDAS

v

nsayos de SF
en RP

|

PRETRATAMIENTO a
las CONDICIONES
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OBTENIDAS

|

nsayos de SFS
en RSI
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PRETRATAMIENTO
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'

OPTIMIZACION
de RAH en la fraccion
liquida

DISENO 3 l

'

PRETRATAMIENTO a las
CONDICIONES OPTIMAS
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OPTIMIZACION de la etapa
HIDROLISIS ENZIMATICA
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OBTENIDAS

nsayos de SF
en RSI

Figura 44. Esquema representativo de las distintas etapas de trabajo llevadas a cabo en esta

investigacion
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4.2.1 Efecto de las variables de proceso en el pretratamiento

En esta primera fase del trabajo se estudio el efecto de las variables del proceso de
pretratamiento por agua caliente liquida, en cuanto a la composicion quimica y digestibilidad
del material pretratado en comparacion con la materia prima. En primer lugar, se determino el
intervalo de tiempo y temperatura de trabajo mas adecuado para el pretratamiento de la paja de
trigo, y, posteriormente, mediante la metodologia del DEE, se abordé un estudio mas amplio
sobre el efecto de los factores que afectan al PACL de la paja de trigo, en el cual, ademas de la
temperatura de proceso y el tiempo de residencia, también se incluyo la carga de sustrato y la

sobrepresion afiadida en el reactor.

4.2.1.1. Determinacion del intervalo de trabajo de tiempo y temperatura

Para el estudio del intervalo de tiempo y temperatura se realizé el pretratamiento en un
amplio rango de condiciones de temperatura (160 a 240 °C) y tiempo de residencia en el reactor
(1 a 90 min), con el fin de acotar el intervalo experimental para los posteriores estudios de
optimizacion.

La evaluacion del efecto de las diferentes condiciones de temperatura y tiempo se
realizd determinando la recuperacién de azicares en el RSI y la fraccion liquida tras el
pretratamiento en relacion a la materia, para lo que en primer lugar se determind la recuperacion
de solidos después de cada ensayo. Ademas, se evaluo la susceptibilidad al ataque enzimatico
del RSI con el fin de determinar el potencial de liberacion de azlicares fermentables a partir de
los carbohidratos contenidos en el mismo, mediante ensayos estandares de hidrolisis con

enzimas comerciales.

4.2.1.1.1 Recuperacion de solidos

Los valores de recuperacion de solidos se muestran en la Figura 45. Como puede
observarse, los valores disminuyen a medida que aumenta la temperatura y el tiempo desde un
80 a un 53%, debido principalmente, a la progresiva solubilizacion de algunos componentes de
la materia prima como son los aziicares hemicelulosicos, los extractivos y las cenizas solubles.
Estos son los compuestos que mas facilmente se solubilizan en este tipo de pretratamiento
hidrotérmico, ya que su estructura es menos compleja que la de otros componentes de la
biomasa. Por otra parte, las bajas recuperaciones de so6lidos ocurridas a elevadas temperatura y
tiempos prolongados pueden estar relacionadas con fendmenos como la volatilizacién de
compuestos ocurridos durante el pretratamiento en condiciones severas descrita por Mok y

Antal (1992).
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Figura 45. Porcentaje de recuperacion de sélidos obtenido tras el pretratamiento de la paja de trigo

en diferentes condiciones de pretratamiento

4.2.1.1.2 Recuperacion de azucares en RSI

El rendimiento de recuperacion de azucares en el RSI obtenido en las diferentes
condiciones de pretratamiento se muestra en la Figura 46. En lo que se refiere a la recuperacion
de glucosa, en todas las condiciones de pretratamiento ensayadas se obtuvieron valores por
encima del 90%, excepto para 240 °C, donde se obtuvo una recuperacion del 75%. Estos
resultados indican que elevadas temperaturas por encima de 220 °C en la paja de trigo resultan
en una cierta solubilizacion de la celulosa del sustrato. En base a la grafica mostrada en la
Figura 46, parece ser que el aumento de la temperatura hasta 220 °C ejerce un suave efecto
negativo sobre los rendimientos de recuperacion de glucosa, mientras que el efecto del tiempo
de residencia resulta inapreciable a las temperaturas de 180 °C y 200 °C.

En cuanto a la recuperacion de hemicelulosa en el RSI, puede observarse como la
temperatura y tiempo ejercen un gran efecto sobre la liberacion de los azucares hemiceluldsicos
de la materia prima, disminuyendo su contenido en el RSI a medida que aumenta la severidad
del pretratamiento. Asi, los valores disminuyen desde un 80% a la condicion mas suave de 160
°C y 1 minuto hasta un 4% a 200 °C y 40 minutos. A partir de los 220 °C no se detectan

azucares derivados de hemicelulosa en el RSI. No obstante, y como se vera en el siguiente punto,
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el hecho de que no se encuentre hemicelulosa en el RSI no siempre se traduce en una
recuperacion de los azlcares derivados en la FL, debido a los fendmenos de degradacion que

pueden ocurrir a elevadas temperaturas.

100
B Glucosa B Azucares Hemicelulosicos
80 + --. - - --------- -
c
0
[5)
© 60+ --. - - ------ - - -
)
o
=]
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o
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20 + -- - -- - -- B Tl i e - -
0,
1min | 60min | 90 min | 1 min | 20 min | 40 min | 1 min | 20 min | 40 min | 1 min 1 min
160 °C 180 °C 200 °C 220°C | 240°C

Condiciones de pretratamiento

Figura 46. Recuperacion de azicares en el RSI (expresado como un porcentaje del contenido de
azucar en la materia prima), obtenido después del pretratamiento de la paja de trigo

mediante ACL en diferentes condiciones de proceso

4.2.1.1.3 Recuperacion de azucares en la fraccion liquida.

En la Figura 47, se muestran los valores de recuperacion de azicares en la fraccion
liquida, calculados como un porcentaje del contenido de azicar en la materia prima. La glucosa
liberada como consecuencia de la accion del pretratamiento hidrotérmico fue menos del 4% en
todas las condiciones experimentales, no mostrando efecto alguno el incremento de temperatura
y tiempo. El hecho de encontrar glucosa en la fraccion liquida, incluso en las condiciones de
pretratamiento mas suaves, sugiere que ésta procede de otra fuente distinta a la celulosa. La
materia prima utilizada podria contener cierta cantidad de almidon, lo que explicaria el origen
de la glucosa facilmente solubilizable. Por otra parte, se ha descrito que la glucosa constituye el
tercer azucar mayoritario del componente hemicelulosico en la paja de trigo (Sun y Tomkinson,
2003) y se podria pensar que parte de esta glucosa facilmente liberada procediera de este
componente. No obstante, el hecho de que los valores sean similares en todas las condiciones

ensayadas apoya la hipodtesis de un origen externo.
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Por el contrario, la temperatura y el tiempo de residencia si muestran un claro efecto
sobre los valores de recuperacion de aziicares hemiceluldsicos en la fraccion liquida. De los tres
azucares medidos; xilosa, arabinosa y galactosa, la xilosa fue el mayoritario, representando el
90% del componente hemicelulésico. A temperaturas suaves de 160 y 180 °C, el incremento del
tiempo desde 1 hasta 90 y 20 min, respectivamente, dio lugar a un aumento de los rendimientos
de recuperacion de azucares de 12% a 54% y de 27% a 65%. Sin embargo, a 200 °C, un
aumento del tiempo de residencia de 20 a 40 min, provocd un descenso en el valor de
recuperacion hasta el 10%. Este descenso tiene su origen en la degradacion que los azucares
hemicelulésicos sufren a elevadas condiciones de temperatura y tiempo de residencia (Li y col.,
2005) dando lugar a compuestos de mas bajo peso molecular, que en ocasiones pueden llegar a
interferir negativamente en los posteriores procesos de hidrolisis y fermentacion (Garcia-
Aparicio y col., 2006). El maximo valor de recuperacion de azucares hemicelulosicos en la

fraccion liquida, 65%, se obtuvo a 180 °C y 20 min.
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% de Recuperacion
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220°C | 240°C

Condiciones de pretratamiento

Figura 47. Recuperacion de azicares en la fraccion liquida (expresado como un porcentaje del
contenido de azicar en la materia prima) obtenida después del pretratamiento de la

paja de trigo a diferentes condiciones de proceso

Los resultados muestran que la experimentacion en torno a 160 °C de temperatura
requeriria un largo tiempo de residencia (90 min) si se desea alcanzar recuperaciones de
azucares hemicelulosicos cercanas al 60%. Por otra parte, a 220 y 240 °C, donde no se detecta
hemicelulosa en el RSI, se obtienen una baja o nula recuperacion de azucares hemicelulésicos,

lo que indica una elevada degradacién de estos azlcares. Por tanto, trabajar a elevadas
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temperaturas, dentro del rango experimental estudiado, no resulta adecuado para alcanzar

maximos valores de recuperacion de aziicares hemicelulosicos.

4.2.1.1.4 Susceptibilidad al ataque enzimatico del RSI

La accesibilidad de la celulosa del material pretratado al ataque enzimatico es una de las
variables mas importante para medir la efectividad del pretratamiento. Los resultados de los
ensayos de hidrdlisis enzimatica (HE) (Figura 48) se expresaron como “eficacia de
sacarificacion” (ES), calculada como glucosa en el medio de HE/glucosa potencial en el RSI. En
la mayoria de las condiciones ensayadas, los porcentajes de ES se encontraron entre el 75 y el
85% del tedrico. La comparacion de estos resultados con el obtenido sobre la materia prima sin
pretratar (13% del tedrico), indica que el PACL mejora considerablemente la accesibilidad
enzimatica del RSI. En cuanto al efecto del tiempo de residencia en la ES, en la Figura 48 puede
observarse como este factor ejerce un importante efecto sobre dicha variable a bajas
temperaturas. A 160 °C, los rendimientos ascendieron desde 22% a 1 min a 78% a 90 min. A la
temperatura de 180 °C se observa un efecto similar, con valores que ascienden desde un 27,4
hasta un 74,9% del tedrico, cuando el tiempo incrementa de 1 a 40 min. Se observa que los
valores de ES muestran una fuerte dependencia con la temperatura del pretratamiento a tiempos
cortos, incrementando desde el 22% a 160 °C y 1 min hasta 88-85% a las mas altas temperaturas
de proceso, 220 y 240 °C a tiempo 1 min. El maximo rendimiento de conversion de celulosa en

glucosa fue del 89% del tedrico y se obtuvo en la condicion experimental de 220 °C y 1 min.
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Figura 48. Eficacia de sacarificacion (ES) (expresado como g glucosa/100 g de glucosa en RSI)

obtenida sobre paja de trigo pretratada a diferentes condiciones de proceso
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Otra de las variables que resulta interesante analizar es el rendimiento de HE referido al
contenido en glucosa de la materia prima (RHE). Este parametro, ademas de ofrecer
informacién sobre los cambios en la accesibilidad de la celulosa al ataque enzimatico, tiene en
cuenta la pérdida de solidos que ocurre durante el pretratamiento, por lo que podria decirse que
es un indice que engloba ambas etapas, en lo que a conversion de celulosa por HE se refiere. La
Figura 49 muestra una comparacion entre las dos variables calculadas en las distintas

condiciones de experimentacion.
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Condiciones de pretratamiento

Figura 49. Comparacion entre eficacia de sacarificacién (ES, expresado como g glucosa/100 g de
glucosa en RSI) y rendimiento de hidrdlisis enzimatica (RHE, expresado como g
glucosa/100 g de glucosa en materia prima), obtenidos sobre paja de trigo pretratada en

diferentes condiciones de proceso

El hecho de que los porcentajes de hidrolisis sobre el material pretratado y sobre la
materia prima sean coincidentes en muchas de las condiciones ensayadas concuerda con lo
observado en el analisis de la celulosa del RSI, donde se podia apreciar como apenas se
producia solubilizacion de este componente en la fraccion liquida tras el pretratamiento. De esta
manera, ambos rendimientos son bastante parecidos a 160 y 180° C y sélo a partir de 200 °C,
donde se produce un descenso del rendimiento de recuperacion de celulosa en el RSI, se

aprecian mayores diferencias entre ellos.
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4.2.1.1.5 Rendimiento global de azucares

Un pretratamiento es mas eficiente cuanto mayor es el rendimiento global de azlcares
fermentables, que incluye la liberacion y recuperacion de azucares en las etapas de hidrolisis y
pretratamiento. Los azicares obtenidos en forma monomérica, como consecuencia de la accion
del pretratamiento y la hidrélisis enzimatica, son susceptibles de ser fermentados a etanol, y por
lo tanto, evitar que se produzcan las minimas pérdidas de éstos resulta una tarea indispensable
para obtener los mayores rendimientos de proceso posibles.

El célculo del rendimiento global de azucares se ha centrado en la glucosa y la xilosa,
teniendo en cuenta que la xilosa constituye mas del 90% de los azlicares hemiceluldsicos. En lo
que se refiere al rendimiento global de glucosa, Figura 50, en la mayoria de las condiciones
experimentales se obtuvieron valores entre 30-35 g/100 g materia prima, lo cual representa un
70-80% de la glucosa potencial del sustrato. De este porcentaje, la mayoria de la glucosa
procede de la liberada durante la etapa de hidrolisis enzimatica, ya que durante el pretratamiento,
menos del 4% de la glucosa contenida en la materia prima, es solubilizada en la fraccion liquida.
A partir de los datos mostrados en la grafica, y como andlisis preliminar del comportamiento de
la paja de trigo en un tratamiento por ACL, se puede inferir que para alcanzar maximos
rendimientos globales de glucosa se podrian emplear dos condiciones experimentales diferentes:
bajas temperaturas (160 °C) y largos tiempos de residencia (90 min), o altas temperaturas (220

°C) y tiempos de residencia cortos.

50

Glucosa en MP = 415 % W Pretratamiento B HE

404

g de glucosa/ 100 g de materia prima

Condiciones de pretratamiento

Figura 50. Rendimiento global de glucosa (expresada en g glucosa/100 ¢ de materia prima)
obtenida tras el pretratamiento y la hidrolisis enzimatica sobre paja de trigo

pretratada a diferentes condiciones de proceso
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Los valores del rendimiento global de xilosa, Figura 51, siguieron un patrén similar a la
variacion de la recuperacion de azicares hemicelulosicos en la fraccion liquida, debido a la poca
cantidad de xilosa liberada en la etapa de hidrolisis enzimatica. El valor mas alto de rendimiento
(18 g/100 g de materia prima, correspondiente a un 70% respecto al contenido en materia prima)

se obtuvo a 180 °C de temperatura y 20 min de residencia en el reactor.

27
W Pretratamiento BHE
24 ~

g de xilosa/100 g de materia prima

220°C | 240°C

Condiciones de pretratamiento

Figura 51. Rendimiento global de xilosa (expresada en g xilosa/100 g de materia prima) obtenida
tras el pretratamiento y la hidrdlisis enzimatica sobre paja de trigo pretratada a

diferentes condiciones de proceso

A partir de este primer estudio del comportamiento de la paja de trigo al someterla al
PACL, se establecié como intervalo experimental de temperatura para los posteriores estudios
de optimizacion de 170 y 220 °C, en base al objetivo de obtener el mayor rendimiento global de
azucares fermentables a etanol. En cuanto al tiempo, se comprobo que el valor de tiempo 1 min
era demasiado corto en comparacion con el tiempo necesario para alcanzar la temperatura
requerida en el interior del reactor, el cual a partir de ahora se establecio en 0 min, considerando
este el tiempo requerido para alcanzar la temperatura de trabajo. Como limite maximo se
estableci6 40 min, ya que valores superiores de tiempo de residencia no serian adecuados para el
rango de temperatura establecido.

Otra de las decisiones a adoptar para la continuidad de la investigacion fue la seleccion
de las variables de estudio que se van a considerar como eje principal de la optimizacion del
pretratamiento con agua caliente liquida de la paja de trigo. En este sentido, puesto que la

glucosa y los azucares hemicelulosicos (xilosa) son los dos componentes potencialmente

122



Efecto de las variables de proceso en el pretratamiento

convertibles a etanol, se considerd que las variables que rigen su comportamiento a lo largo de
todo el proceso serian las principales a optimizar. En un principio, se podria considerar como
variable mas representativa el “rendimiento global de azucares” después de las etapas de
pretratamiento e hidrolisis, pero habria que tener en cuenta el error introducido como
consecuencia de los multiples calculos realizados hasta la obtencion de dicho valor. Esta
variable hace uso del porcentaje de recuperacion de sdlidos para expresarse en funcion del
contenido del azlcar en la materia prima, con el consiguiente error que esta medida conlleva.
Ademas, en el caso de la glucosa, la cantidad originada en la etapa de HE (en las optimas
condiciones) es mucho mayor que la solubilizada en la fraccion liquida durante la etapa de
pretratamiento. El caso de la xilosa es similar, la cantidad de este azucar que se libera durante la
etapa de HE (en las condiciones experimentales 6ptimas de liberacion de glucosa) es muy baja
respecto a la encontrada en la fraccion liquida. En consecuencia, la suma de estas pequefias
cantidades, tanto en la glucosa como en la xilosa, resulta en un aumento de la variabilidad del
valor final de la variable respuesta.

Por lo tanto, en la busqueda de las condiciones Optimas de pretratamiento de la paja de
trigo mediante ACL para la obtencidon de aziicares potencialmente fermentables a etanol, se va a
considerar la “eficacia de sacarificacion” y la “recuperacion de azucares hemiceluldsicos en la

fraccion liquida” como variables objeto de optimizacion.

4.2.1.2 Estudio del efecto de las variables de proceso en el pretratamiento por ACL de la paja

de trigo

En esta etapa de la investigacion se pretende conocer como afectan una serie de
variables del proceso de pretratamiento (factores), en cuanto a su efectividad para promover la
liberacion de azicares de la materia prima objeto de este trabajo. Ademas de la temperatura y el
tiempo de residencia, cuyos rangos de experimentacion fueron seleccionados en el apartado
anterior, se consideraron la carga de sustrato y sobrepresion afiadida en el reactor como
variables a evaluar en cuanto a su efecto en el pretratamiento.

Para la valoracion tanto cualitativa como cuantitativa del efecto de estos factores se
empled la metodologia del DEE, concretamente un disefio factorial completo 2*, especialmente
indicado cuando se pretende realizar un cribado de los factores que afectan a un determinado
proceso, en funcion del efecto que producen sobre una determinada respuesta. La metodologia
de DEE resulta muy util frente al método tradicional de variar un factor-cada-vez, que no suele
ser la mejor opcion, ya que implica mas experimentos de los necesarios y, a pesar de ello,
proporciona sélo informacion parcial. Por ejemplo, no mostrara si existe interaccion entre
factores. Las interacciones suelen ser muy corrientes y a veces son los efectos mas importantes,

por lo que conocerlas es imprescindible para comprender el comportamiento de muchos
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sistemas (Montgomery, 2004). En la Tabla 7 se muestran los valores de la composicion del RSI,
la susceptibilidad del RSI al ataque enzimatico y la recuperacion de azlicares en la fraccion
liquida en las distintas condiciones de pretratamiento establecidas mediante el disefio de
experimentos empleado (Disefio 1). Los resultados correspondientes a la composicion en
celulosa, xilanos y grupos acetilo del RSI, la RAH en la fraccion liquida y la ES del RSI

mostrados en la Tabla 7, se analizaron mediante el analisis de superficie respuesta.
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4.2.1.2.1 Ajuste del modelo

Cuando la metodologia del DEE es utilizada con el fin de conocer un determinado
proceso, el primero de los pasos es evaluar si el modelo matematico utilizado se ajusta
adecuadamente a los datos experimentales obtenidos, y comprobar que la informaciéon que
ofrece es lo mas fiable posible. Para ello, y como herramienta mas representativa para este fin,
se usa la grafica de probabilidad normal frente a los residuos. En la Figura 52 se representa el
grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados para los parametros RAH en la

fraccion liquida (A) y la eficacia de sacarificacion del RSI (B).
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Figura 52. Grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados para la RAH en la

fraccion liquida, (A), y ES del RSI, (B)

En estas graficas se puede apreciar como el analisis probabilistico de los residuos se
ajusta a una linea recta, lo cual permite concluir que las interpretaciones realizadas en base al
peso de los efectos de los factores en la region experimental, y en base a las interacciones que
pudieran existir entre los mismos, son correctas. Esta comprobacion sobre la calidad del modelo
utilizado ha sido realizada en cada una de las variables respuesta analizadas en esta etapa del
trabajo, siendo satisfactoria en todos los casos. Por lo tanto, se ha considerado redundante
incluirlo en la discusion de los resultados, sirviendo el andlisis de la primera respuesta como

base para todas.
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4.2.1.2.2 Composicion del RSI

El RSI se caracterizé en cuanto a su composicion en celulosa, hemicelulosa (xilano),
lignina y grupos acetilo. En cuanto a los resultados del contenido en celulosa del RSI en las
distintas condiciones de pretratamiento, se observa que el PACL, en todas las condiciones
ensayadas, conduce a un incremento en el porcentaje de celulosa de la fraccion solida (valores
entre 45 y 65%) en comparacion con la biomasa sin pretratar (37,8%). Esto es debido
principalmente a una creciente solubilizacion de algunos componentes de la materia prima, tales
como extractivos, azicares hemicelulosicos y cenizas solubles.

Por otra parte, los valores de recuperacion de celulosa, referido al contenido en materia
prima, representan un importante indicador de las posibles pérdidas por solubilizacion de este
componente durante el pretratamiento. Para el calculo de estos valores, el primer paso fue la
determinacion del porcentaje de recuperacion de solidos (% RS). Esta variable es calculada
como el peso seco de RSI que se obtiene después del pretratamiento en referencia a 100 g de
materia prima. Como se observa en Tabla 7, los valores de % RS se encontraron entre el 57,5 y
el 90%, dependiendo de las condiciones del pretratamiento. Las recuperaciones mas bajas
fueron obtenidas a 200 °C y 40 min, independientemente del valor que tomaran la sobrepresion
en el reactor y la carga de sustrato. Como era de esperar, el incremento de la temperatura y el
tiempo dio lugar a un menor porcentaje de recuperacion, debido a una mayor solubilizacion de
los componentes no estructurales, y a las pérdidas ocasionadas por la volatilizacion de
compuestos (Mok y Antal, 1992).

Los valores de recuperacion de celulosa en el RSI fluctian entre el 88 y el 99%,
indicando una baja solubilizacion de este componente a lo largo de las condiciones
experimentales ensayadas. Estos datos ponen de manifiesto que la fraccion de celulosa de la
biomasa de paja de trigo no se ve afectada practicamente por el PACL, condicion indispensable
en un pretratamiento eficaz. Garrote y col. (2001) obtuvieron valores similares de recuperacion
de glucosa durante el pretratamiento de mazorca de maiz con ACL.

En cuanto a la significacion estadistica del efecto que las distintas variables de proceso
ejercen en la composicion en celulosa del RSI, en la Figura 53 se muestra el grafico de Pareto
del peso estadistico de los factores estudiados sobre esta variable. Este grafico ofrece un
histograma de frecuencia donde la longitud de cada barra es proporcional al valor total de su
efecto. La linea horizontal muestra el nivel de significacion estadistica, quedando por encima
del mismo, sélo el tiempo y la temperatura. A partir de la grafica se puede concluir, por tanto,
que los factores que tienen una influencia significativa son el tiempo y la temperatura. El
método formal para respaldar estas afirmaciones es el uso del analisis de la varianza (Anexo I),
en el cual se observan los P-valores asignados a cada una de los factores que intervienen en el

modelo. La temperatura y el tiempo tienen un P-valor por debajo del nivel de significacion
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estadistico establecido, que en este caso es 0,05, lo que confirma que su efecto es significativo.
Por el contrario, la variacion de la carga de sustrato en el reactor y la aplicacion o no de

sobrepresion, no presentan significacion estadistica.
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Figura 53. Grafico de Pareto correspondiente al porcentaje de celulosa en el RSI. A: Temperatura,

B: Tiempo, C: Carga de Sustrato, D: Sobrepresion

En la Tabla 7 se muestra la composicion en xilano del RSI, ya que la xilosa fue el tinico
azucar hemiceluldsico encontrado en dicha fraccion. Como era de esperar, un incremento en los
valores de temperatura y tiempo producen una mayor solubilizacion de este componente
hemicelulésico. En las condiciones mas severas, 200 °C y 40 min, el contenido de xilano en el
RSI desciende hasta valores de 0,3-2,2% bps. Si este valor es referido al contenido en xilano de
la materia prima, teniendo en cuenta el porcentaje de recuperacion de sélidos, significa que
menos de 6% del contenido inicial de xilano permanece en el RSI después del pretratamiento a
estas condiciones. Como se ha descrito en el apartado 1.3.4.3, las cadenas de xilanos presentes
en la materia prima se encuentran, junto con la lignina, rodeando a las de celulosa, dificultando
el acceso de las enzimas celuloliticas. Por lo tanto, y con el objetivo de aumentar los
rendimientos de sacarificacion enzimatica, la extraccion de este componente de la materia prima
constituye un importante objetivo del pretratamiento.

El andlisis del grafico de Pareto del contenido en xilano del RSI, Figura 54A, ilustra
como la interaccion entre la temperatura y el tiempo tienen una influencia significativa sobre
esta variable. La sobrepresion afiadida y la carga de sustrato utilizada se encuentran por debajo
del nivel de significacion estadistica. Estas afirmaciones vienen fundamentadas en el analisis de
la Tabla Anova (Anexo I) correspondiente al porcentaje de xilano residual en el RSI, donde se

puede observar como los factores temperatura y tiempo y la interaccidén entre ambos, presentan
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un p-valor inferior a 0,0001. En la Figura 54B se muestra la influencia que la interaccion entre
los dos factores ejerce sobre la cantidad de xilano residual del RSI. Se observa como el

incremento del tiempo de 0 a 40 min a 200 °C, da lugar a un mayor descenso en la respuesta que
el producido a 170 °C.
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Figura 54. Grafico de Pareto (A) y grafica de interaccion (B) para el porcentaje de xilano residual

en el RSI. Siendo t+ el nivel alto del tiempo (40 min) y t- el nivel bajo del tiempo (0 min)

La evolucion de esta variable a lo largo de las distintas condiciones experimentales
ensayadas viene representada en la grafica de superficie respuesta de la Figura 55. Este grafico
ilustra la evolucion de la concentracion de xilano en el RSI que se puede apreciar a partir de los
datos de la Tabla 7, indicando una clara tendencia a decrecer a medida que aumenta la severidad

del pretratamiento.
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Figura 55. Superficie respuesta para el contenido en xilano del RSI (expresado como g xilano/100 g
de RSI). Carga de sustrato y sobrepresion ajustadas a valores centrales [7.5% (p/v) y 15

bares, respectivamente].

El contenido en xilano y grupos acetilos del RSI son dos variables intimamente ligadas,
ya que los grupos acetilos se encuentran formando parte de la cadena principal de xilanos que
constituyen el componente hemicelulésico en la paja de trigo. Observando los datos en base a
una misma carga de sustrato y la aplicacion o no de sobrepresion, (experimentos 1-4, 5-8, 9-12,
13-16) se puede apreciar un descenso pronunciado en ambas respuestas a medida que aumenta
la temperatura y tiempo de residencia, independientemente de los valores que tomen los demas
factores. A 170 °C y tiempo 0 min, la mayoria de los grupos acetilo, el 1,5% bps (99% de los
grupos acetilos en la materia prima), permanecen en el RSI, mientras que un incremento en el
tiempo de residencia a 40 min, a la misma temperatura, produce un descenso en el contenido de
grupos acetilo hasta aproximadamente la mitad de su valor (<0,4-1% bps). A 200 °C se produce
un efecto similar, los valores caen desde el 0,7-1% bps a tiempo 0, hasta aproximadamente un
0,2% bps a 40 min, es decir, desde un 40-50% hasta un 8% del contenido en grupos acetilos de
la materia prima, respectivamente. El analisis de correlacion de los valores del contenido en
xilano y grupos acetilos del RSI, mostré una correlacion lineal entre ambos parametros (R’
ajustado = 0,977).

El incremento de la temperatura tiene un efecto similar al del tiempo sobre el contenido
en grupos acetilos del RSI. Comparando las distintas condiciones experimentales realizadas a
170 °C y 0 min, con las realizadas a 200 °C y 0 min, se observa un descenso de los valores del
contenido en grupos acetilo del RSI desde el 1,5% bps hasta el 0,8% bps (desde el 95% hasta el
45% del contenido en materia prima, respectivamente). Esta comparacion del efecto del tiempo
y temperatura puede realizarse teniendo en cuenta que no existe una interaccion significativa

entre ambos factores, en cuanto al contenido de acetilos en el RSI. El analisis del grafico de
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Pareto para esta variable (Figura 56) ilustra como la temperatura y el tiempo ejercen, de manera

independiente, una influencia significativa sobre la variacion de los grupos acetilos en el RSL.
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Figura 56. Grafico de Pareto para el contenido en grupos acetilos del RSI. A: Temperatura, B:

Tiempo, C: Carga de Sustrato, D: Sobrepresion

El hecho de que el incremento en los valores de temperatura y tiempo de residencia
provoque la progresiva liberacion, tanto de los grupos acetilos como de los xilanos de la materia
prima durante la etapa de pretratamiento, tiene su base en el aumento del efecto hidrolitico del
agua, el cual se hace mayor a medida que aumentamos la severidad del proceso. El pK, del agua,
y por tanto su fortaleza como acido, es afectado por la temperatura, ya que el pH del agua pura a
200 °C es cercano a 5.0 (Allen y col., 2001), comparado con el 7,0 a 25 °C. El agua tiene una
inusualmente alta constante dieléctrica la cual es capaz de ionizar sustancias, y por consiguiente,
disociarlas. Este efecto hidrolitico del agua es el desencadenante de la rotura del enlace éster
que unen los grupos acetilos a las hemicelulosas, (descrito en el apartado 1.5.6) provocando la
solubilizacién de estos en la fraccion liquida y dando lugar al acido acético. Simultaneamente, el
efecto disociador del agua combinado con la acidificacién del medio por la presencia de acido
acético en disolucion, provoca un entorno progresivamente acido en el que se ve favorecida la
hidrolisis de hemicelulosas (Bouchard y col., 1990), asi como la desestabilizacion estructural de
la lignina (Li y col., 2007). No obstante, estas mismas condiciones se pueden llegar a producir
reacciones de degradacion molecular que generen compuestos de bajo peso molecular como
furfural e hidroximetilfurfural (Garrote y col., 2001), que a su vez se degradan en acido formico
y acido levulinico (Klinke y col., 2004). La formacion de estos compuestos es un aspecto no
deseable, ya que pueden producir un efecto inhibidor sobre los microorganismos encargados de

realizar la fermentacion de los azicares a etanol. En el apartado siguiente se discuten los valores
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encontrados de estos compuestos en la fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento en las
distintas condiciones experimentales.

En la Tabla 7 también se muestran los resultados experimentales obtenidos en referencia
a la evolucion del componente lignina a lo largo del proceso de pretratamiento. En todas las
condiciones experimentales realizadas, este componente se encontré considerablemente
concentrado en comparacion con el contenido en la materia prima (16.3% bps), alcanzando
valores de 20 al 25,4% bps. Si estos valores se refieren al contenido de lignina en la materia
prima teniendo en cuenta el porcentaje de recuperacion de solidos, se puede observar que los
valores de lignina se encuentran por encima del contenido inicial del 16.3% bps, en la mayoria
de las condiciones ensayadas. Este fenomeno puede ser debido a reacciones de condensacion de
lignina en el sustrato durante el pretratamiento, ya descritas en experiencias de pretratamiento
con explosion a vapor de paja de trigo y bagazo de sorgo (Ballesteros y col., 2004), y de PACL
en bagazo de maiz (Liu y Wyman, 2005).

4.2.1.2.3 Andlisis de la fraccion liquida

Para la evaluacion del efecto de los distintos factores de proceso sobre las variaciones
en la fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento de la paja de trigo, se han analizado la
recuperacion de azicares hemicelulésicos (RAH) y la concentracion de inhibidores generados
durante el proceso. Se han considerado compuestos inhibidores los acidos formico, acético y
levulinico, y los furanos, furfural e hidroximetilfurfural (HMF).

Los resultados experimentales obtenidos para la variable RAH en la fraccion liquida se
muestran en la Tabla 7. Dichos valores estan expresados como porcentaje del contenido en la
materia prima, y corresponden a los azlicares encontrados después de someter a las fraccion
liquida a una post-hidrolisis suave, es decir a los azicares tanto en forma de oligdbmeros, como
de monomeros. En todos los experimentos los oligdmeros comprenden mas del 95% del total de
los aztcares. Esta solubilizacion del xilano mayoritariamente en forma oligomérica ha sido
descrita en el PACL de otros residuos agricolas, tales como el bagazo de maiz (Liu y Wyman,
2003). Esta es una de las principales diferencias respecto a la utilizacion de agentes acidos en el
pretratamiento, donde los aziicares en forma monomérica constituyen la fraccion mayoritaria de
los aztcares de la fraccion liquida (Saha y col., 2005; Dien y col., 2006).

Los valores de RAH en la Tabla 7 se refieren a la recuperacién de todos los azucares
hemicelulésicos; xilosa, arabinosa y galactosa, si bien la xilosa es el principal constituyente (70-
90%) del total de azucares hemiceluldsicos encontrados en la fraccion liquida. Los datos indican
que la RAH es altamente dependiente de la temperatura y el tiempo de residencia, produciendo
cambios significativos desde valores bajos del 10% a 170 °C y 0 min hasta 48% a 200 °C e igual

tiempo. El grafico de Pareto (Figura 57A) muestra como solo estos dos factores tienen efecto
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significativo sobre la respuesta estudiada, quedando fuera del nivel de significacion la carga de
sustrato y la sobrepresion aplicada en el reactor, dentro del intervalo estudiado. No obstante, la
respuesta al incremento de tiempo de 0 a 40 min no es igual cuando el pretratamiento se realiza
a bajas o elevadas temperaturas, por lo que en este punto es muy util recurrir al analisis de la
interaccion entre factores. En la Figura 14A se observa como la interaccion existente entre la
temperatura del proceso y el tiempo de residencia se encuentra por encima del nivel de
significacion estadistico (linea negra), obteniéndose un p-valor muy por debajo del nivel de
significacion establecido (0,05) (Anexo I). Que exista una interaccion implica que el efecto que
el factor temperatura ejerza sobre la RAH en la fraccion liquida dependera de los niveles que
presente el factor tiempo, y viceversa. Al existir una interaccion significativa entre factores, no
se puede interpretar individualmente el valor de cada efecto principal, sino que deben comparar
los cambios que los distintos niveles de los factores implicados producen sobre la variable
respuesta medida.

En el grafico de interaccion (Figura 57B), se puede ver como el aumento de 0 a 40 min
a 170 °C implica un incremento en el valor de la RAH en la fraccion liquida. Por el contrario, a
200 °C, pasar de 0 a 40 min conlleva una reduccion considerable de la recuperacion de azicares
hemicelulésicos. Igualmente, el aumento de 170 a 200 °C implica un cambio de tendencia

opuesta en la RAH en funcién del tiempo de residencia.
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Figura 57. Grafico de Pareto (A) y grafica de interacciéon (B) para la recuperacion de azicares
hemicelulésicos en la fraccion liquida. Siendo t+ el nivel alto del tiempo (40 min) y t- el

nivel bajo del tiempo (0 min)

Asi mismo, en la Figura 58 se observa como a consecuencia de la interaccion existente
entre los factores estudiados, dentro de la region experimental estudiada, se produce una
curvatura de la superficie respuesta, dando lugar a dos regiones diferenciadas donde podria

encontrarse un valor optimo de recuperacion de azicares hemiceluldsicos en la fraccion liquida,
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una a bajas temperaturas y altos tiempos de residencia, y otra a altas temperaturas y bajos
tiempos de reaccion. No obstante, esta afirmacion debe ser corroborada mediante un estudio de

optimizacion de dicha variable respuesta.
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Figura 58. Superficie respuesta para la recuperacion de los aziicares hemiceluldsicos en la fraccién
liquida en relacion a su contenido en la materia prima. Carga de sustrato y sobrepresion

ajustadas a valores centrales [7.5% (p/v) y 15 bares, respectivamente].

La significacion estadistica simultdnea de los factores temperatura y tiempo se puede
apreciar también a partir del analisis de los datos experimentales mostrados en la Tabla 7. Al
comparar las condiciones experimentales entre 170 y 200 °C realizadas a tiempo 0 min
(independientemente del valor tomado por la sobrepresion y la carga de sustrato) se observa
como los rendimientos de RAH ascienden desde 6,9-10% a 43,8-52,7%, respectivamente. Por el
contrario, un incremento del tiempo de residencia (40 min) a las mismas temperaturas produce
un descenso en los valores de RAH de 41,4-47,1% hasta 2,2-7,6%, respectivamente.
Consecuentemente con la interaccion descrita, para el factor tiempo se observa un patron similar.
Pasar de 0 a 40 min a la temperatura de 170 °C, produce un ascenso del rendimiento de RAH en
la fraccion liquida desde 6.9-10% hasta 41,4-47,1%. Por el contrario, el mismo incremento del
tiempo a 200 °C da lugar a un descenso en los valores de recuperacion desde el 43,8-52,7%
hasta 2,2-7,6%. El maximo rendimiento, cercano al 53%, es del orden del obtenido en otros
materiales lignoceluldsicos pretratados mediante ACL. (Sreenath y col., 1999) obtuvieron un
prehidrolizado con un contenido en azucares hemiceluldsicos del 50% después de tratar la fibra

de alfalfa a 220 °C y 2 min. Negro y col. (2003a), en las mejores condiciones, consiguieron un
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60% de recuperacion de azticares hemiceluldsicos al pretratar madera de chopo mediante ACL a
210 °C.

En la solubilizacion de los aziicares hemiceluldsicos de la materia prima existe una
limitacion fisico-quimica intrinseca a la fortaleza del agente disociador presente en los procesos
de autohidroélisis, como son, principalmente, el agua y acido acético (pK = 4,74) (Weil y col.,
1998). La capacidad disociativa de estos compuestos no proporciona la suficiente acidez en el
medio de reaccidon como para provocar la alteracion estructural de aquellas zonas mas
polimerizadas de la materia prima donde se encuentran una cantidad importante de polimeros
hemicelulésicos, limitando por tanto los rendimientos de recuperacion de estos azicares. Esta
hipotesis estd apoyada por resultados publicados en la bibliografia sobre la utilizacion de
compuestos con una mayor capacidad hidrolitica en el pretratamiento, como el acido sulfurico
(pK=1,92), que muestran la posibilidad de alcanzar valores mas elevados de RAH. Por ejemplo,
Saha y col. (2005) y Aguilar y col. (2002), al pretratar la paja de trigo y el bagazo de cana de
azucar, respectivamente, con acido sulftrico diluido, obtienen valores de RAH de 75-85% del
contenido en materia prima, lo que supone un incremento sustancial respecto a los resultados
obtenidos en esta etapa del trabajo.

Por otra parte, los cambios ocurridos en el rendimiento de recuperacion de azicares
hemicelulésicos estan muy relacionados con las variaciones de los valores de pH de la fraccion
liquida (Tabla 7), los cuales disminuyen a medida que las condiciones experimentales de
tiempo y temperatura se hacen mas severas. A su vez, este hecho es consistente con la tendencia
creciente de liberacion de grupos acetilo de la fraccion solida con el aumento del tiempo y la
temperatura, y consecuentemente, con la aparicion de acido acético en la fraccion liquida. El
incremento de tiempo de residencia en el reactor a temperaturas elevadas conduce a valores de
pH de alrededor de 3,5, que dan lugar a fendmenos de degradacion de los azucares solubilizados,
disminuyendo por tanto el rendimiento de recuperacion. En la Tabla 8 se muestra el rendimiento
de produccion de acido acético y productos de degradacion en la fraccion liquida en las distintas
condiciones de pretratamiento. Se observa como a las condiciones mas severas de tiempo y
temperatura se encuentran los mayores rendimientos de compuestos de degradacion de azlcares,
principalmente furfural y acido formico. La cantidad de 4cido levulinico encontrada fue
despreciable y los valores de HMF encontrados siempre fueron <0,5 g/100 g materia prima. El
rendimiento de productos inhibidores mostrado en la Tabla 8 resulta en concentraciones en la
fraccion liquida del orden de 2 g/l y 3,3 g/l para acético y furfural, en las condiciones mas
severas, respectivamente. En base a los estudios aportados en la literatura sobre el efecto
inhibitorio de estos compuestos (Garcia-Aparicio y col., 2006; Palmqvist y Hahn-Hégerdal,
2000), se podria predecir que a las concentraciones encontradas, la presencia de estos
compuestos no inhibirian una posible fermentacion a etanol de esta fraccion (Klinke y col.,

2001), si bien este extremo habria que confirmarlo.
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Tabla 8. Rendimientos de dcido acético y compuestos de degradacion (g/100 g de materia prima)

obtenidos en la fraccién liquida tras el PACL de la paja de trigo (Disefio 1)

Experiencias Fraccion Liquida

5 : n
°C min bar (pf)v) F?rcliﬂgo Aﬁ Célt(jigo 5-HMF Furfural
170 0 0 5 0 0,83 <0,1 <0,1
200 0 0 5 0,32 1,73 <0,1 0,26
170 40 0 5 0,33 1,03 <0,1 0,18
200 40 0 5 0,82 1,89 0,40 2,72
170 0 30 5 0 0,63 <0,1 <0,1
200 0 30 5 0,26 0,89 <0,1 0,08
170 40 30 5 0,33 1,07 <0,1 0,28
200 40 30 5 0,26 1,75 0,40 2,39
170 0 0 10 0,20 0,88 <0,1 <0,1
200 0 0 10 0,20 0,99 <0,1 0,11
170 40 0 10 0,78 0,70 <0,1 0,15
200 40 0 10 0,11 1,99 0,50 3,32
170 0 30 10 0,23 0,51 <0,1 <0,1
200 0 30 10 0,27 1,03 <0,1 0,18
170 40 30 10 0,34 1,68 <0,1 0,22
200 40 30 10 1,03 1,77 0,50 2,22

4.2.1.2.4 Digestibilidad enzimatica del RSI

La alteracion estructural de la celulosa contenida en el material pretratado como
consecuencia del efecto del pretratamiento, repercutird directamente sobre la digestibilidad
enzimatica de ésta, y por tanto, sobre la liberacién de aztcares a partir del RSI. Con el objetivo
de cuantificar la eficacia con la que las enzimas acceden a la celulosa se estudian dos variables;
la eficacia de sacarificacion (ES), calculada sobre la celulosa contenida en el RSI, y el
rendimiento en HE (RHE), calculado sobre el contenido en celulosa de la materia prima.

Los resultados obtenidos experimentalmente para la ES se muestran en la Tabla 7. La
digestibilidad enzimatica del RSI aumenta significativamente cuando se incrementa el tiempo
de residencia (de 0 a 40 min), para las dos temperaturas ensayadas. Del mismo modo, el
incremento de la temperatura desde 170 hasta 200 °C, da lugar a un aumento en los porcentajes
de la ES desde un 17,5 hasta un 69% al nivel bajo (0 min) del factor tiempo, y desde un 48 al
95% a nivel alto (40 min). Asi mismo, cuando la ES se expresa en base al contenido en celulosa
de la materia prima (RHE) los valores siguen un patron similar, reflejando las escasas pérdidas
de celulosa ocurridas durante el pretratamiento ya observadas anteriormente.

Del analisis de la varianza (Anexo I), que muestra los p-valores asignados por el modelo

a los distintos factores estudiados, y del grafico de Pareto representado en la Figura 59, se
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deduce que la temperatura y el tiempo de residencia (p-valor<0,0001) tienen un efecto
significativo sobre la variacion de los porcentajes de la ES, dentro del intervalo estudiado,

mientras que la carga de sustrato y la sobrepresion afiadida en el reactor se encuentran fuera del

limite de significacion.
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Figura 59. Grifico de Pareto correspondiente a la eficacia de sacarificaciéon obtenida sobre los

distintos RSI. A: Temperatura, B: Tiempo, C: Carga de Sustrato, D: Sobrepresion

El efecto que la temperatura y el tiempo de residencia producen sobre los valores de ES
se ilustra en el grafico de superficie respuesta (Figura 60). En esta figura se observa como, al no
existir interaccion entre ambos factores, a medida que se aumentan los valores de la temperatura

y tiempo de residencia, se producen mayores porcentajes de ES.
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Figura 60. Grafico de superficie respuesta para la variable eficacia de sacarificacion (ES). Carga de

e

sustrato y sobrepresion ajustadas a valores centrales [7.5% (p/v) y 15 bares,

respectivamente].

Debido a la importancia que esta respuesta tiene en el proceso global de produccion de

etanol, cabe realizar un analisis mas detallado de los resultados experimentales obtenidos. De la

Figura 60, se deriva un aspecto a tener en cuenta en la futura optimizacion de esta variable.

Vemos como los valores de ES tienden a seguir creciendo por encima del rango experimental

estudiado. Asi, para futuras investigaciones con el objetivo de encontrar un valor maximo de

esta variable, se debe considerar ampliar la region experimental mas alld de los limites

R’-predicho reportado por el disefio, 0,916, nos

establecidos en este modelo. El alto valor de

permite realizar dicha ampliacion sin riesgo de cometer error predictivo alguno.

Es bien sabido que las variaciones en la digestibilidad del RSI derivan del cambio

estructural que se produce en la materia prima durante la etapa del pretratamiento. En la

biomasa lignocelulésica, la hemicelulosa y la lignina conforman una red molecular que

envuelve a las cadenas de celulosa. La efectividad del pretratamiento en la alteracion estructural

de esta red es un aspecto esencial para facilitar el acceso de las enzimas a las cadenas de

, poder aumentar los rendimientos de HE. Como se ha descrito, a medida

celulosa y por lo tanto

que aumenta la severidad del pretratamiento, los grupos acetilo asi como los azucares

éndose una desestructuracion del

hemicelulésicos, son extraidos del material original, produci

de las celulasas. De hecho, en el

on

sz

que facilita la acci

b

complejo hemicelulosa-celulosa-lignina

material sin pretratar la digestibilidad alcanza valores tan bajos como un 13% de ES, en
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comparacion con los valores entre 50-90% del tedrico encontrados en la mayoria de los RSI
obtenidos tras el pretratamiento. Los mayores valores de ES los encontramos a altas
temperaturas y altos tiempos de residencia, donde la desestructuracion del material inicial es
mayor. Como ejemplo podemos citar el 95% de ES a 200 °C y 40 min frente al 22% que
podemos encontrar a 170 °C, 0 min. Sobre la efectividad del PACL para incrementar la ES de
biomasas lignocelulosicas existen varias referencias bibliograficas en materiales de diversa
naturaleza. Por ejemplo, se puede citar el trabajo realizado por Liu y Wyman (2005) sobre el
PACL del bagazo de maiz en condiciones similares a las expuestas en este trabajo, en el que se
obtuvieron valores en la ES de 88-90%. Negro y col. (2003a) usando el mismo dispositivo
experimental utilizado en esta investigacion para pretratar la madera de alamo, obtuvieron
porcentajes de ES del 70% del teorico.

La presencia de xilano residual en el RSI, asi como la retirada de los grupos acetilos
constituyentes de las cadenas de xilanos, han sido factores discutidos por Kabel y col. (2007),
como indicadores de la eficiencia de la etapa de pretratamiento. Estos autores demuestran que
dichas variables estan intimamente relacionadas con la susceptibilidad de la celulosa al ataque
enzimatico. Por tanto, en base a los resultados experimentales encontrados en este trabajo, se ha
estudiado la influencia que estas dos variables ejercen sobre la eficacia de sacarificacion,
mediante un analisis de superficie respuesta de los datos representados en la Tabla 7 (Figura 61).
En la determinacion del orden apropiado del polinomio que justifica dicha relacion, el p-valor
obtenido para la regresion utilizada fue menor a 0,0001, lo cual indica que existe una relacion
estadistica significativa entre los datos experimentales para dichas variables (nivel de confianza
del 99%). Esto se ve reflejado en los indices de correlacion, R*-ajustado = 0,95 y R*-predicho=

0,91, asi como en el test de falta de ajuste, cuyo valor fue 0,563.
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Figura 61. Relacion entre el contenido en xilano y grupos acetilo del RSI sobre la eficacia de

sacarificacion enzimatica del material pretratado

Este grafico de superficie respuesta muestra como la cantidad de xilanos y grupos
acetilo en el material inicial decrece debido al efecto del pretratamiento, con el consecuente

aumento en la ES.

4.2.1.3 Consideraciones a tener en cuenta para los posteriores estudios de optimizacion.

El principal aspecto a considerar después de esta etapa de la investigacion es que, de los
diferentes factores de proceso estudiados en el PACL de la paja de trigo; temperatura, tiempo de
residencia, sobrepresion afiadida en el reactor y carga de sustrato, solamente la temperatura y el
tiempo mostraron tener un efecto significativo en el resultado del pretratamiento, quedando
fuera de la significacion estadistica la sobrepresion y la carga de sustrato, considerando el
intervalo experimental estudiado. Por lo tanto, para la continuidad de la investigacion hacia los
valores Optimos de las variables respuesta, solo se consideraran como factores la temperatura y
el tiempo.

En cuanto a las variables no significativas, se seleccion6 una condicioén de trabajo para
futuras investigaciones entre los distintos niveles estudiados, en base a un criterio basicamente
econdmico. Es decir, en lo que respecta a la sobrepresion afiadida en el reactor, y en base al
coste anadido del gas introducido, se eligiéo el valor 0, o lo que es lo mismo, no afadir

sobrepresion. Para la carga de sustrato, una mayor capacidad de procesado de materia prima
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inicial implica un mayor ahorro energético, reduciendo, por tanto, los costes globales. Por ello,
se eligio la carga del 10% p/v para el resto de los estudios de optimizacion.

Si ademas de atender al criterio econdmico, se tiene en cuenta la variabilidad
introducida en las variables respuesta por los distintos niveles de los factores estudiados,
también habria que elegir no afiadir sobrepresion en el reactor e introducir la paja de trigo al
10% (p/v). Esto se puede deducir del analisis detallado del valor de los residuos estudentizados
obtenidos al aplicar el disefio factorial. A modo de ejemplo, en la Figura 62 se representa dicho
analisis desarrollado para la variable RAH en la fraccion liquida, siendo éste representativo de

lo obtenido para las demas variables respuesta.
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Figura 62. Representacion de la variabilidad de los residuos estudentizados para la sobrepresién

(A) y la carga de sustrato en (B) para la variable respuesta RAH en la fraccion liquida

En la Figura 62A se aprecia una mayor amplitud del valor de los residuos en el nivel
alto de la sobrepresion afadida al reactor. Este hecho es todavia mas notorio en la Figura 62B,
donde utilizar el nivel alto de la carga de sustrato (10%) implica una menor variabilidad en los
resultados.

Otro aspecto a considerar para las siguientes etapas del trabajo experimental es que para
optimizar las condiciones de pretratamiento que conduzcan a un maximo valor en la
digestibilidad enzimatica de la paja de trigo se puede considerar un incremento del rango
experimental definido hasta el momento, aumentando los valores de temperatura y tiempo de

residencia.
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4.2.2 Pretratamiento en una etapa

En esta fase de la investigacion, y una vez seleccionadas las variables del pretratamiento
(factores) con efecto significativo dentro del rango experimental estudiado, se procedié a la
optimizacion del PACL de la paja de trigo en una etapa. Esta configuracion de pretratamiento se
abordé de dos maneras diferentes, dependiendo del objetivo deseado. El primer esquema de
trabajo tuvo como objetivo encontrar las condiciones de tiempo y temperatura que resultaran en
una maxima recuperacion de aziicares en la fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento y
liberacion de aztcares del RSI por hidrolisis enzimatica. Posteriormente, se planted como
objetivo alternativo la busqueda de las condiciones de tiempo y temperatura que hicieran
maxima soélo la liberacién de aziicares por hidrolisis enzimdtica a partir del RSI, teniendo en
cuenta que la glucosa procedente de la celulosa constituye la mayor parte de los azicares que

actualmente pueden fermentarse con microorganismos disponibles a nivel industrial.

4.2.2.1 Optimizacion del pretratamiento para maximizar la recuperacion de azicares en la

fraccion liquida y la liberacidon de azticares del RSI por hidrolisis enzimatica

En esta fase del trabajo se plante6 una optimizacién multiple de las variables respuesta
recuperacion de azicares hemicelulosicos (RAH) en la fraccion liquida obtenida después del
pretratamiento y eficacia de sacarificacion (ES) del RSI, con el objetivo de hallar una condicion
experimental 6ptima donde encontrar maximos valores de ambas variables.

Con este proposito se realizo un disefio de optimizacion, 2> de composicion central,
(Disefio 2) en la region experimental delimitada por los valores de temperatura de 170 y 220 °C
y tiempo de residencia entre 0 y 40 min. Estos valores fueron elegidos en base a las
conclusiones extraidas en la primera fase de la investigacion (Disefio 1). En este sentido, se
decidié no aplicar una sobrepresion en el reactor y la carga de sustrato utilizada fue del 10%

(p/p). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.

Disefio de experimentos

El disefio fue evaluado mediante el analisis del grafico de valores predichos por el
modelo, frente a los obtenidos experimentalmente para la variable RAH en la fraccion liquida
(Figura 63A), y el grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados para la ES

(Figura 63B), los cuales muestran un diagndstico favorable para el modelo matematico utilizado.
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Valores Obtenidos residuos estudentizados

Figura 63. Grafico de valores predichos por el modelo frente a los experimentales para la RAH en
la fraccion liquida, (A), y grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados

para la eficacia de sacarificacion (ES) (B)

La optimizacion multiple se llevd a cabo mediante el analisis estadistico de los
resultados experimentales obtenidos de RAH y ES mostrados en la Tabla 9, enfocados a
maximizar la funcién de deseabilidad (Del Castillo y col., 1996). El rango de valores de esta
funcion va desde el 0 hasta el 1. Cuando la deseabilidad estd cercana al 0 indica que no hay
conformidad con la meta deseada; cuando el valor es 1, representa el mejor valor posible, lo que
significa una conformidad total. En los parametros de optimizacion multiple no se establecioé un
peso especifico a ninguna de las variables respuestas seleccionadas, siendo el objetivo el
maximo valor de ellas.

El analisis estadistico de los datos mostrd que la condicion experimental 6ptima donde
se alcanzaban maximos valores de recuperacion de azlcares hemicelulosicos en la fraccion
liquida, y glucosa después de la etapa de hidrolisis enzimatica, fue 188 °C y 40 min. En estas
condiciones se obtuvo un 43,6% de RAH y un rendimiento de ES del 79,8% del tedrico. La
funcion de deseabilidad mostréo un valor de 0,930, lo que indica una buena optimizacion
conforme a los datos introducidos en el disefio.

Aun habiendo obtenido un buen resultado para la funcion de deseabilidad, los valores de
las variables respuesta definidos como Optimos se encontraban alejados de los maximos tedricos
que se pueden alcanzar para dichas variables, asi como de los maximos observados en la Tabla
9. Por ello se recurri6 al procedimiento de optimizacion multiple mediante el método grafico
(Montgomery, 2004), que consiste en representar las curvas de nivel para las variables respuesta
seleccionadas, y verificar si se produce un solapamiento de las mismas, dando lugar a una zona

de posibles soluciones dptimas. Como puede observarse en el grafico de la Figura 64, los rangos
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de vecindad al valor 6ptimo de ambas variables se encuentran en regiones experimentales muy

diferentes, indicando un cierto grado de incertidumbre sobre los valores arrojados por el disefio.

40 —,

. _\
ES =89,8%

RAH =50,2%

20 —

tiempo (min)

°7 I I I I

170 183 195 208 220

Temp (°C)

Figura 64. Grafico de optimizacion miltiple para las variables RAH en la fraccion liquida y ES del
RSI

Esta falta de coincidencia en las condiciones experimentales que conducen a los
maximos valores de RAH en la fraccion liquida y ES del RSI se ilustra en la Figura 65, donde
se representa la evolucion de los valores alcanzados para las dos variables en funcion de las
diferentes condiciones de pretratamiento. Se observa como los valores de ES ascienden desde el
17,5% a 170 °C y 0 min hasta 92,3% a 220 °C y 0 min. A partir de esta condicion experimental
el valor de ES desciende hasta el 73,3% en las condiciones mas severas de 220 °C y 40 min. El
perfil es diferente en la RAH, donde un incremento del tiempo de residencia desde 0 a 40 min a
170 °C dio lugar a un aumento en la RAH en la fraccion liquida desde el 9,2 al 46,4% del
contenido en la materia prima. A la temperatura de 195 °C, un incremento de los valores de
tiempo por encima de 0 min, produjo un descenso en la RAH desde el 50 hasta alrededor del

31%.
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100

HES

%

Condiciones de pretratamiento

Figura 65. Grafico comparativo de los valores de porcentaje de recuperacion de aziicares en la
fracciéon liquida (RAH, expresado como un porcentaje del contenido de azicar en la
materia prima) y eficacia de sacarificacion (ES, expresado como g glucosa/100 g de

glucosa potencial en RSI), para las distintas condiciones de pretratamiento del Disefio 2

Recuperacion de aziicares hemiceluldsicos en la fraccidn liquida

Las variaciones de la RAH en la fraccion liquida viene determinadas por la interaccion
existente entre la temperatura y el tiempo de residencia (significativa con un nivel de

significacion del 0,05, ver Anexo I), que se representa en la Figura 66.
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tiempo (min)

51—

% RAH

170 183 195 208 220

Temp (°C)

Figura 66. Grifico de interaccion entre la temperatura y el tiempo de residencia para la variable
RAH en la fraccién liquida. Siendo t+ el nivel alto del tiempo (40 min) y t- el nivel bajo

del tiempo (0 min)

Sobre esta grafica se observa como, a nivel bajo del tiempo (t- = 0 min), un incremento
de la temperatura mas alla de 195 °C produce una disminucion en la RAH. Asi mismo, trabajar
a 40 min, en el rango de temperaturas ensayado, produce un descenso de esta variable, incluso a
bajas temperaturas. En base a la grafica de interaccion, se podria inferir que un valor dptimo
para la RAH podria ser encontrado en torno a un rango de temperaturas delimitado por 180-190
°C, y valores del tiempo entre 20-40 min.

Es bien conocido que la liberacion de los aztcares hemicelulésicos de la materia prima
durante la etapa de pretratamiento no siempre deriva en una recuperacion en la fraccion liquida,
debido que estos compuestos pueden degradarse cuando las condiciones de proceso se realizan a
altas temperaturas y tiempos de residencia (Klinke y col., 2004). Por este motivo, se analizo el
contenido en acido acético y productos de degradacion (acidos formico y levulinico, furfural e
HMF) de la fraccion liquida. Los resultados, Tabla 10, muestran como a medida que aumentan
las condiciones de tiempo y temperatura, se produce un incremento en la concentracién de
dichos compuestos. A 170 °C y 0 min las cantidades de furfural, férmico y HMF son
inapreciables, mientras que a 220 °C y 20 min, estos compuestos se encuentran en una
concentracion de 2,5, 0,79 y 0,68 g/1, respectivamente, coincidiendo con la ausencia de azlicares
hemicelulésicos tanto en la fraccion liquida como en el RSI. Estas concentraciones son del
orden de las descritas en la bibliografia para fracciones liquidas procedentes del pretratamiento

de otros materiales herbaceos. Cabe citar el trabajo realizado por Garcia-Aparicio (2007), sobre
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el pretratamiento de la paja de cebada mediante explosion por vapor. En la condicion
experimental a 210 °C y 5 min, se obtuvo una fraccion liquida con una concentracion en acido
acético, furfural y 5-HMF de 2,1, 0,7y 0,2 g/l, respectivamente. Resultados similares a estos
fueron obtenidos por Ohgren y col. (2006) en fracciones liquidas procedentes del pretratamiento
con vapor a 200 °C durante 5 min del residuo del procesado del maiz, donde se alcanzaron
concentraciones de acido acético entre 1,6 y 2,2 g/l, y alrededor de 0,2 y 1,5 g/l de 5S-HMF y

furfural, respectivamente.

Tabla 10. Concentracion de acido acético y productos de degradacion en la fraccion liquida en

diferentes condiciones de pretratamiento de la paja de trigo

Condiciones de Proceso Formico Acético HMF Furfural  Levulinico
Temp Tiempo

0 (min) S

170 0 0,18 1,35 <0,01 0,01 -
220 0 0,72 3,20 0,61 1,79 0,08
170 40 0,57 3,09 0,02 0,15 -
220 40 0,65 2,97 0,79 2,01 0,07
170 20 0,20 1,11 0,01 0,10 -
220 20 0,79 3,36 0,64 2,50 0,09
195 0 0,18 1,18 0,01 0,22 -
195 40 0,72 2,86 0,30 2,02 0,06
195 20 0,57 2,29 0,08 1,48 -
195 20 0,63 2,10 0,07 1,52 -
195 20 0,54 2,31 0,08 1,31 -

Digestibilidad enzimdtica del RSI

La alteracion estructural de la materia prima producida como consecuencia del efecto de
los factores temperatura y tiempo, repercute directamente en la digestibilidad enzimatica de la
paja de trigo pretratada. Asi, la progresiva retirada de hemicelulosas y grupos acetilo de la
materia prima como consecuencia de un incremento en la severidad del pretratamiento provoca
una mejora en el indice de digestibilidad enzimatica ES, cuyos valores aumentan desde un
17,5% del tedrico a 170 °C hasta un 92,3% a 220 °C y 0 min. La disminucion del contenido en
xilano del RSI a medida que aumentan las condiciones de tiempo y temperatura coincide con la
variacion del contenido en grupos acetilo del RSI (Tabla 9). A 170 °C y tiempo 0 min, donde
solamente se retira un minima cantidad de xilano de la materia prima (25% bps en RSIL,
correspondiente al 94,5% del contenido en la materia prima), la mayoria de los acetilos
permanecen en el RSI, 1,5% bps, correspondiente al 99% de los grupos acetilos contenidos en
la materia prima. Un incremento del tiempo (40 min) a la misma temperatura, da lugar a una

disminucioén en el contenido de este componente, hasta el valor de 1% (55% del contenido en la
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materia prima), a la vez que el contenido en xilano del RSI desciende hasta el 17,1% bps. En
base a los resultados obtenidos en el rango experimental definido por los valores de temperatura
y tiempo, 195-220 °C y 0-40 min, para el contenido de grupos acetilo y xilano del RSI, se
confirma la relacion lineal existente entre ambos componentes, ya descrita en el punto 4.2.1.2.4.
Dicha relacion entre ambas variables también ha sido observada por Garrote y col. (2002) en un
estudio sobre el uso del factor de severidad durante el tratamiento hidrotérmico de varios
materiales lignoceluldsicos tales como madera de eucalipto y residuo del procesado del maiz.

Por otra parte, la lignina, que junto con la hemicelulosa forma un entramado molecular
que envuelve a la celulosa (Bidlack y col., 1992), juega un importante papel en la digestibilidad
del residuo pretratado (Chang y Holtzapple, 2000; Laureano-Perez y col., 2005). Los resultados
obtenidos del contenido en lignina del RSI (Tabla 9) muestran valores de hasta el 23-25% bps
en las condiciones mas severas de pretratamiento.

Con el fin de evaluar el efecto que los componentes hemicelulosa y lignina ejercen
sobre la ES del RSI, en la Figura 67 se representa el grafico de superficie respuesta de las tres
variables. Se puede apreciar como el contenido en xilano ejerce un mayor efecto sobre la ES
que la cantidad de lignina, es decir las variaciones que produce la disminucion del contenido en
xilano son mas significativas que el cambio en la cantidad de lignina presente en el RSI. Este
resultado apoyaria la idea de que la retirada de hemicelulosa y la consecuente rotura de las
uniones celulosa-hemicelulosa-lignina constituyen factores mas relevantes que el contenido en
lignina del RSI sobre el incremento de la degradabilidad de la celulosa después del

pretratamiento de la paja de trigo.
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Figura 67. Grafico de superficie respuesta para la eficacia de sacarificacion (ES) del RSI, en

funcion de su contenido en lignina y en hemicelulosa.
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No obstante, a 220 °C, donde no se detectan hemicelulosas en el RSI, se produce un
ligero descenso en los rendimientos de ES cuando el tiempo incrementa de 0 a 20 y 40 min, a la
vez que el contenido en lignina alcanza su maximo valor. Este hecho parece indicar que pueden
existir reacciones de repolimerizacion o condensacion sufridas por la lignina en las condiciones
mas severas de pretratamiento, dando lugar a productos que interfieren en la accesibilidad de las
enzimas a los sitios de union con la celulosa (Sun y Cheng, 2002), lo que produce una
disminucion de la digestibilidad enzimatica. En este sentido Chernoglazov y col. (1988)
observaron que celulasas purificadas de Tichoderma reesei pueden ser adsorbidas sobre la
lignina, quedando su actividad enzimatica inactiva. Este hecho se acentiia cuando las
condiciones de pretratamiento hidrotérmico son mas severas, debido a un aumento del area
superficial del sustrato, lo que incrementa las posibilidades de union a sitios inespecificos
(Nidetzky y col., 1992).

Los datos recogidos en la bibliografia sobre el efecto del contenido en lignina en la ES
de residuos pretratados, muestran diferencias dependiendo del tipo de sustrato y tratamiento
empleado. Liu y Wyman (2005) obtuvieron buenos rendimientos de sacarificacion enzimatica
(valores en torno al 85% del tedrico) en bagazo de maiz pretratado por ACL con un contenido
en lignina del 25%. Asi mismo, Sreenath y col. (1999), alcanzaron, en el PACL de fibra de
alfalfa y tras 96 h. de sacarificacién enzimatica, rendimientos en ES cercanos al 100% del
tedrico. Por el contrario, Chang y Holtzapple (2000) concluyeron que, tras el pretratamiento
acido de la madera de chopo, el contenido en lignina del material pretratado tuvo una mayor
influencia sobre la digestibilidad enzimatica que la cantidad de hemicelulosa residual.

Cuando la ES se refiere al contenido de glucosa en la materia prima, se expresa como
RHE (Tabla 9). En la mayoria de las condiciones, los valores de esta variable son similares a los
de ES, excepto para la temperatura de 200 °C a 20 y 40 min, donde se produce una cierta
solubilizacion de glucosa durante el pretratamiento. Segun estos resultados, el rendimiento de
hidrolisis respecto a la materia prima mas elevado, entre el 85-87%, se alcanza a 195 °C 20 min.

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo permiten la seleccion de una
condicion optima de pretratamiento de la paja de trigo en una etapa, que da como resultado un
compromiso entre el maximo rendimiento de glucosa por HE y la maxima recuperacién de
azucares hemicelulosicos en la fraccion liquida: 188 °C y 40 min de residencia en el reactor. No
obstante, el andlisis de los resultados experimentales mediante el disefio de experimentos
utilizado permite concluir que realizando un estudio de optimizacion de estas variables por
separado, se podrian mejorar los rendimientos obtenidos. Esto conduce a plantear la idoneidad

de un pretratamiento en dos etapas.
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4.2.2.2 Optimizacion del pretratamiento para maximizar la liberacion de aztcares del RSI por

hidrolisis enzimatica

Alcanzar un maximo rendimiento de liberacion y recuperacion de todos azicares
contenidos en la materia prima en una sola etapa de pretratamiento es un reto limitado debido a
las caracteristicas estructurales de la paja de trigo. Como se ha observado, las condiciones que
conducen a los maximos valores de obtencion de glucosa resultan en una degradacion de los
azucares hemicelulésicos disueltos en la fraccion liquida. Por ello, ante la incapacidad de
obtener una condicién experimental que proporcione valores de RAH y ES cercanos a los
maximos teoricos, y teniendo en cuenta que los microorganismos fermentadores usados a nivel
industrial son fermentadores de hexosas, se planted la optimizacién de las condiciones de
pretratamiento que condujeran s6lo a una maxima liberacion de glucosa por hidroélisis
enzimatica, como una de las opciones a considerar en el proceso de obtencion de etanol a partir
de la paja de trigo.

Para este fin, se realizd un nuevo analisis estadistico de los resultados experimentales
representados en la Tabla 9, con el objetivo de maximizar s6lo la variable eficacia de
sacarificacion (ES) obtenida sobre el RSI. El modelo que mejor se ajust6 a los datos obtenidos
fue un modelo cuadratico, caracterizado por los parametros de regresion; R* ajustado = 0,944,
R? predicho = 0,800 y “test de falta de ajuste” = 0,071, el cual se encontrd por encima del nivel
de significacion establecido del 0,05. Estos valores, junto con el grafico de probabilidad normal
de los residuos, representado en la Figura 68, permiten explorar la region experimental sin

riesgo de cometer errores predictivos.

% probabilidad Normal
3
)
=}

-1.66 -0.85 -0.03 0.79 1.61

residuos estudentizados

Figura 68. Grafico de probabilidad normal de los residuos para la variable eficacia de

sacarificacion enzimatica (ES)
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El ajuste que el modelo matematico realiza para la ES en funcioén de la temperatura (T)

y el tiempo de residencia (t) viene determinado por la siguiente ecuacion:

%ES=82,91+25,45T +4,38t—12,84Tt —24,10T> —3,10t (1)

La Figura 69A muestra el grafico de contorno definido por la ecuacion (1). En ella, se
observa como el disefio conduce hacia una condicidon experimental dentro del rango estudiado
donde se alcanza un valor 6ptimo para la variable eficacia de sacarificacion, 90,6% del teorico.

Esta condicion es 214 °C y 2,7 min (3 minutos).

40
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Temp (°C) Temp (°C)

Figura 69. Grafico de contorno, A, y grafico de interaccion de los factores temperatura y tiempo de
residencia, B, para la eficacia de sacarificacion (ES). Siendo t+ el nivel alto del tiempo (40

min) y t- el nivel bajo del tiempo (0 min)

Este valor maximo de ES estd determinado por la interaccidon existente entre los factores
temperatura y tiempo de residencia, que mostr6é un p-valor por debajo del nivel de significacién
establecido (p<0,05) (Anexo I). En la Figura 69B se puede apreciar como los valores de ES se
ven afectados por el nivel alto del factor tiempo, t+ = 40 min, a partir de un determinado valor
de temperatura, ~200 °C, por encima del cual el porcentaje de ES empieza a descender, hecho
no observable a nivel bajo del factor tiempo (0 min). Asi, como se puede ver en la Tabla 9, a la
temperatura de 220 °C se produce un descenso en la ES desde el 92 hasta el 73% cuando el

tiempo incrementa desde 0 hasta 40 min.
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4.2.2.3 Verificacion de las condiciones optimas de pretratamiento

Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de experimentacion predichas por el disefio
para los dos objetivos planteados en el pretratamiento en una etapa de la paja de trigo [188 °C y
40 min para la optimizaciéon multiple (condicion optima A) y 214 °C y 2,7 min (3 minutos) para
la optimizacion de la liberacion de azucares del RSI por hidrolisis enzimatica (condicion 6ptima
B)], se realizaron experimentos de pretratamiento en dichas condiciones con el fin de
verificarlas experimentalmente. Los resultados obtenidos para el porcentaje de recuperacion de
solidos, la composicion del RSI, la recuperacion de azlicares en el prehidrolizado y la eficacia
de sacarificacion (ES), se muestran en la Tabla 11. Como se puede apreciar, los valores
experimentales obtenidos concuerdan con los valores predichos por el disefio de experimentos
(para un intervalo de confianza del 99%). En el caso de la optimizacion multiple de las variables
respuesta (condicion A), tanto los valores de recuperacion de azicares hemiceluldsicos,
(medidos como xilosa sobre la fraccion liquida) como los de eficacia de sacarificacion de la
celulosa del RSI, se encontraron en el rango previsto por el modelo. En la Tabla también se
incluyen los datos de recuperacion de glucosa en la fraccion liquida con el fin de poder calcular
el rendimiento global de azicares en estos experimentos de verificacién. Con este mismo fin, en
la Tabla se muestra la eficacia de liberacion de xilosa por hidrélisis enzimatica, que se calculd a
partir de la medida de la xilosa liberada en los ensayos de HE con celulasas.

Los resultados de RAH y ES alcanzados en las condiciones Optimas del disefio de
optimizacion multiple, 188 °C y 40 min, son del orden de los obtenido por otros autores en el
pretratamiento de la paja de trigo. Schmidt y Thomsen (1998) en una investigacion sobre la
optimizacion de las condiciones de pretratamiento mediante oxidacion hiimeda de la paja de
trigo, con el proposito de evaluar la influencia que la presion de oxigeno, la temperatura y el
tiempo de reaccion ejercen en la solubilizacion de los azicares hemicelulosicos, la
digestibilidad enzimatica de la celulosa y la recuperacion global de carbohidratos, determinaron
que las condiciones Optimas encontradas para el pretratamiento de la paja de trigo fueron 185 °C,
15 min, 6,5 g/l de Na,CO; y 12 bares de O,. En estas condiciones, la maxima recuperacion de
azucares hemiceluldsicos, respecto a la materia prima, fue del 60%, y el 6ptimo valor obtenido
para la eficacia de sacarificacion fue del 80% del tedrico. En este trabajo se alcanza una mayor
RAH que el alcanzado en esta investigacion, debido posiblemente a que se emplea un agente
hidrolitico externo y a unas condiciones menos severas de temperatura y tiempo.

En cuanto al valor experimental de ES de la celulosa del RSI en la condicion 6ptima B,
también se encontré dentro del rango predicho por el modelo. Si se calcula el valor de RHE
para esta condicion, se obtiene un 85,1% del tedrico, que como se puede apreciar en la Tabla 11,
esta dentro del rango de valores maximos obtenidos en el rango experimental estudiado. Este

resultado mejora claramente algunos de los datos encontrados en la bibliografia sobre diferentes
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pretratamientos hidrotérmicos de la paja de trigo. En este sentido, la explosion por vapor fue el
pretratamiento elegido por Tabka y col. (2006) para realizar un estudio sobre la sacarificacion
enzimatica de la paja de trigo para la produccioén de etanol mediante un tratamiento enzimatico
complejo. La materia prima fue impregnada en una soluciéon acida (0,08 N de H,SO,) y
sometida a una presion de 100 bares durante 1 minuto. El material resultante se sometié a una
explosion por vapor a 18 bares en un reactor discontinuo y posteriormente, a la accion de un
complejo enzimatico formado por celulasas, xilanasas, esterasas y oxidoreductasas. Los mejores
rendimientos en HE se obtuvieron cuando se utilizd6 una mezcla de celulasa, xilanasa, acido
ferulico esterasa y la adicion de un surfactante no i6nico (Tween 20), alcanzando valores en
torno al 75% del tedrico.

También en paja de trigo, Beltrame y col. (1992) estudiaron la efectividad del
pretratamiento mediante explosiéon por vapor (sin adicion de agentes hidroliticos) sobre la
accesibilidad de las enzimas a la celulosa. En el residuo de paja de trigo pretratada a 210 °C
durante 10 min se obtuvo una eficacia de sacarificacion del 85%, aunque cabe destacar que los
ensayos de HE se realizaron con una carga de sustrato del 1%, y una carga de celulasas de 30

UPF/g sustrato.
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4.2.2.4 Rendimiento global de azucares

Esta variable permite conocer la cantidad global de azicares fermentables que se
podrian obtener tras las etapas de pretratamiento e hidrolisis enzimatica. Se calcula
considerando la cantidad de azlcares generados, en forma monomérica, en las etapas de
pretratamiento e hidrolisis, referida a la materia prima (apdo. 3.6, variable RGA). El
rendimiento global de glucosa y azicares hemiceluldsicos (AH) se ha calculado en las
condiciones experimentales Optimas verificadas para los dos objetivos planteados en el
pretratamiento en una etapa. Los resultados obtenidos se representan en el grafico de la Figura
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Figura 70. Rendimiento global de glucosa y aziicares hemicelulésicos (AH), expresado como
porcentaje del contenido en la materia prima, en las condiciones experimentales 6ptimas
verificadas. A: Optimizacion miltiple; B: Optimizacion de la liberacion de azicares del

RSI por hidrdlisis enziméatica.

Respecto al rendimiento global de glucosa, la condicién experimental mas favorable
corresponde a 214 °C y 2,7 min, donde se ha realizado una optimizacion dirigida a maximizar la
liberacion de este azicar por HE. Segin el resultado obtenido en esta configuracion de
pretratamiento, un 91% de la glucosa presente en la materia prima estaria disponible para
fermentacion tras la etapa de HE. En la optimizacién multiple, el rendimiento global de glucosa
alcanzo valores mds bajos que en el caso anterior, 76% del tedrico, mientras que el rendimiento

de AH alcanzo un valor de 36 g/100 g de materia prima.
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El hecho de que valores maximos de rendimientos globales de glucosa y AH se
alcancen en diferentes condiciones experimentales de temperatura y tiempo, es un hecho
descrito en la bibliografia para este y otros residuos lignoceluldsicos sometidos a distintos
pretratamientos hidrotérmicos. Ohgren y col. (2005), en un estudio sobre la optimizacién del
pretratamiento mediante explosion por vapor del residuo de maiz impregnado con SO,, tampoco
encontraron una condicion experimental en la cual se obtuvieran simultaneamente maximas
rendimientos globales de los azticares contenidos en la materia prima. El maximo rendimiento
global de xilosa fue encontrada a 190 °C y 2 min, alcanzandose un valor de 78% del teérico. Un
valor considerablemente alto, debido al uso de un agente hidrolitico acido durante la etapa de
pretratamiento. Para la glucosa se obtuvo un rendimiento del 89% del teorico, en la condicion
210 °C y 10 min, resultando este valor muy similar al encontrado en el trabajo de investigacion
de esta tesis.

De relevante importancia, desde el punto de vista de la aplicacion del pretratamiento a
escala piloto, es el trabajo realizado por Thygesen A. y col. (2004) sobre el pretratamiento
hidrotérmico de la paja de trigo en una planta piloto con capacidad para procesar 100 kg
biomasa/h. El objetivo era encontrar una condicion experimental donde maximizar el
rendimiento global de todos los azlicares. Tras un PACL en contracorriente (190 °C y 20 min) y
la etapa de hidrolisis enzimatica, el maximo rendimiento de azicares fermentables a etanol,
respecto a su contenido en la materia prima, fue del 83% y el 59% para la glucosa y xilosa,
respectivamente. Cabe destacar que en este trabajo se alcanza un mejor rendimiento de azicares
hemicelulésicos, debido a la configuracion de PACL en contracorriente utilizada, la cual evita
que se degraden estos azicares. Asi mismo, se alcanza un mayor rendimiento global de glucosa,
probablemente debido a que en la etapa de HE se utilizé una mayor carga de celulasas, 25 UPF/
g sustrato, que la utilizada en esta investigacion (15 UPF/g sustrato).

A la vista de los resultados obtenidos del estudio del pretratamiento en una etapa, se
infiere que en ninguno de los objetivos planteados en esta configuracion y optimizacion de la
ES del RSI se produce un buen rendimiento global de recuperacion de los azicares
hemicelulésicos contenidos en la materia prima. Como ya se ha comentado a lo largo de la
discusion de los resultados, las condiciones de temperatura y tiempo que conducen a un
compromiso entre el rendimiento de glucosa y AH (optimizacion multiple) dan como resultado
valores alejados de los maximos tedricos, y las que conducen a los maximos valores de
obtencion de glucosa por EH (optimizacion de la ES del RSI), resultan en una degradacién de
los azticares hemiceluldsicos disueltos en la fraccidon liquida. Por consiguiente, en base a estas
consideraciones, se planted abordar el proceso de pretratamiento en dos etapas; una primera
etapa diseflada con el objetivo de recuperar la maxima cantidad de azucares derivados de las

hemicelulosas, y una segunda etapa, planteada para extraer la maxima cantidad de glucosa.
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4.2.3 Pretratamiento en dos etapas

El pretratamiento basado en dos etapas tiene como objetivo conseguir un maximo
rendimiento de liberacion y recuperacion de todos los azicares presentes en la materia prima.
Para ello, en una primera etapa se plantea la maximizacion de la recuperacion de azicares
hemicelulésicos en la fraccion liquida (FL), para en una segunda etapa y sobre el residuo sélido
insoluble (RSI) de la primera, maximizar su digestibilidad enzimatica. En el desarrollo de esta
configuracion, en primer lugar se pretratd la paja de trigo segln las condiciones de un disefio de
optimizacion (Disefio 4), establecido con el unico objetivo de optimizar la recuperacion de
azucares hemicelulosicos en la FL. El RSI generado en esta primera etapa (RSI A), obtenido por
separacion del material pretratado y lavado con agua, se someti6 a las condiciones de un nuevo
disefio de optimizacion (Disefio 5), dirigido a maximizar la liberacion de glucosa por HE de la
celulosa contenida en el mismo. Un esquema de los pasos llevados a cabo en el pretratamiento

en dos etapas se muestra en la Figura 71.
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Figura 71. Esquema de trabajo en el pretratamiento en dos etapas de la paja de trigo. RSI: residuo

solido insoluble. F.L.: fraccion liquida.

4.2.3.1 Primera etapa de pretratamiento. Optimizacion de la RAH en la fraccion liquida.

La informacién obtenida en las anteriores etapas de la investigacion se utilizd en la
seleccion de las condiciones de pretratamiento dirigidas a encontrar una condicion experimental
optima donde obtener un valor maximo para la RAH. En este sentido, en el apdo. 4.2.1.1.3, se
pudo observar como alrededor de la condicion experimental 180 °C y 20 min se alcanzaba el

maximo valor de RAH en la fraccion liquida, dentro del amplio rango experimental estudiado.
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Asi mismo, el andlisis de esta variable en el pretratamiento en una etapa (apdo. 4.2.2.1) mostrd
como a partir de 195 °C, los rendimientos de RAH empiezan a decrecer a consecuencia de la
degradacion de los mismos. Por tanto, con el objetivo de cubrir una region experimental donde
el maximo valor esperado para la RAH se encontrase en la parte central de la misma, se
establecieron los valores de los niveles para el factor temperatura entre 175 y 195 °C, y entre 10
y 40 min para el factor tiempo. En base a estos valores se construyd un disefio de optimizacioén
de composicion central, 2%, con tres puntos centrales (Disefio 3). Los resultados experimentales
obtenidos sobre la caracterizacion de la fraccion liquida, asi como para la concentracion de
productos de degradacion, se muestran en la Tabla 12.

En cuanto a la validez del disefio de experimentos, en la Figura 72 se muestra la
normalidad de los residuos en el rango experimental estudiado, que certifica que las

conclusiones que se hagan en base a los resultados mostrados por el disefio son correctas.

% Probabilidad Normal
3
&

I I I I I
-1.66 -0.85 -0.04 0.77 1.58

Residuos Estudentizados

Figura 72. Grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados internamente para el
modelo matematico utilizado en la optimizacion de la RAH en la fracciéon liquida

obtenida en la primera etapa del pretratamiento

La variacion de la RAH en la fraccion liquida en funcion de las distintas condiciones
experimentales estudiadas, vino definida por la interaccion significativa (p-valor<0,05, ver

Anexo |) existente entra la temperatura y el tiempo de residencia, representada en la Figura 73.
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Figura 73. Grafico de interaccion entre temperatura y tiempo para la RAH en la fraccién liquida
obtenida en la primera etapa del pretratamiento. Siendo t+ el nivel alto del tiempo (40

min) y t- el nivel bajo del tiempo (10 min)

El analisis conjunto de la Figura 73 y de los datos experimentales mostrados en la Tabla
12, revela como a partir de 195 °C y 10 min, el porcentaje de recuperacion decrece
progresivamente hasta los valores mas bajos de 9,7% a 195 °C y 40 min. Se observa como a
tiempos prolongados de residencia en el reactor (40 min), la temperatura ejerce un marcado
efecto negativo sobre el porcentaje de RAH, pasando desde 58,7% a 175 °C a 9,7% a 195 °C.
Por el contrario, y puesto que existe interaccion entre los factores, a tiempos cortos de
pretratamiento, 10 min, un incremento de la temperatura produce un efecto positivo en la RAH,
incrementando los valores de un 28,2% a 175 °C a 60,5% a 195 °C. Igualmente, si se observa lo
ocurrido a 175 °C, se aprecia como un aumento de 10 a 40 min dio lugar a un aumento en la
RAH desde el 28,2 hasta el 58,7%, respectivamente, aunque el mismo incremento de tiempo a
195 °C dio lugar a un descenso en los porcentajes de RAH desde 60,4 hasta 9,7%,
respectivamente.

En la Tabla 12 se muestran los valores del porcentaje de oligomeros en el total de
azucares detectados en la fraccion liquida generada en las distintas condiciones de
pretratamiento. Es importante sefialar que los azucares glucosa, arabinosa y galactosa se
detectaron en la fraccion liquida siempre en forma monomérica, mientras que la xilosa fue
obtenida mayoritariamente en forma oligomérica. Como puede observarse, en la mayoria de las

condiciones el porcentaje de oligdmeros (xilo-oligosacaridos) se encuentra alrededor del 90-
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95%, excepto en las condiciones mas severas (185 °C y 46 min, 195 °C y 40 min y 199 °C y 25
min), donde esta proporcion disminuye a valores del 75, 20 y 22%.

La disminucién de los valores de RAH como resultado de la interaccion existente entre
la temperatura y el tiempo, tiene su base en la generacion de productos de degradacion de los
azucares hemiceluldsicos, que ocurre en las condiciones de pretratamiento mas severas. En estas
condiciones, los monémeros en disolucion sufren una degradacion por efecto de la temperatura
y la acidificacion del medio, como se refleja en la deteccion en la fraccion liquida de una cierta
concentracion de furfural, 5-HMF y acido férmico. Como puede observarse en la Tabla 12, las
mayores cantidades de furfural se encuentran a 195 °C y 40 min, 199,1 °C y 25 min, y 185°Cy
46,2 min donde se alcanzan 1,5, 1,1 y 1,1 g/100 g de materia prima, respectivamente,
coincidiendo con los bajos porcentajes de RAH. En estas mismas condiciones experimentales se
observan también las mayores cantidades de acido férmico, 0,8, 0,7 y 0,6 g/l, respectivamente.
En la mayoria de las condiciones experimentales la cantidad de férmico no sobrepasoé los 0,3 g/l.

En cuanto a la variacion del pH, Tabla 12, los valores mas bajos (3,8-4,0) se midieron
en aquellas condiciones donde se encontré6 mayor concentracion de acidos acético y formico en
la fraccion liquida, coincidiendo a su vez con las recuperaciones mas bajas de azucares
hemicelulésicos. En la mayoria de los casos, el pH se mantuvo por encima de 4, lo que
contribuye a evitar que se produzcan mayores degradaciones de los azlicares disueltos en la
fraccion liquida. Weil y col. (1998) han sefalado la importancia de mantener el pH en valores
por encima de 4 durante los tratamientos hidrotérmicos, para minimizar esta degradacion. En los
tratamientos que emplean agentes acidos, el control de pH se ha descrito como una herramienta
esencial para evitar la degradacion sufrida por los azlcares en productos potencialmente

inhibidores de la hidrolisis y fermentacion (Mosier y col., 1999).
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Para describir la variacion producida en la RAH en la fraccién liquida, como
consecuencia del efecto de la temperatura y el tiempo, se eligio un modelo cuadratico por ser el
que mejor se ajustaba a los datos experimentales, como confirman los parametros de regresion
obtenidos; R* ajustado = 0,98, R* predicho = 0,94, p-valor del test falta de ajuste = 0,12 (no

significativo, Anexo I). Dicha variacion vino definida por la siguiente ecuacion:
%RAH=71.12-4.46T-4.70t-20.31Tt-15.06 T* -14.88t’ (2)

siendo “T” la temperatura y “t” el tiempo.

El grafico de contorno definido por la ecuacion 2, representado en la Figura 74, muestra
una clara tendencia hacia un valor médximo de RAH, dentro del rango experimental estudiado.
Concretamente, la condicion experimental Optima proporcionada por el disefio, donde se
alcanza una maxima recuperaciéon de azucares hemiceluldsicos, fue 184 °C y 24 min,

obteniéndose un 71,6% de RAH respecto al contenido en la materia prima.

71.2096]

71.5289)
71.368/

71.031
70.6729

tiempo (min)

175 180 185 190 195

Temp (°C)

Figura 74. Grafico de contorno para la RAH en la fraccion liquida obtenida en la primera etapa de

pretratamiento

La optimizacién de la RAH en el PACL de la paja de trigo en la primera etapa de una
configuracion de pretratamiento en dos etapas, conduce a un valor de RAH que puede
considerarse elevado si se compara con otros resultados descritos en la bibliografia. Asi, por
ejemplo, en un residuo herbaceo como el bagazo de maiz, Liu y Wyman (2005) alcanzaron un

47% de RAH en la fraccion liquida originada tras el PACL a 200 °C y 20 min. Palmarola-
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Adrados y col. (2005), en un estudio comparativo de varios pretratamientos sobre el salvado de
trigo, obtuvieron un maximo de 58% de pentosas cuando sometieron la biomasa a la accion del
agua caliente liquida en las condiciones de 170 °C y 30 min. En otro tipo de material
lignoceluldsico como la madera de chopo, Negro y col. (2003a), utilizando el mismo reactor de
pretratamiento que en este trabajo, encontraron porcentajes de recuperacion del 65% tras
pretratar a 210 °C y 5 min. Sin embargo, Allen y col. (2001) al utilizar una configuracion de
PACL en contracorriente consiguieron elevar los rendimientos de recuperacion de pentosas
hasta el 80%, en fibra de maiz pretratada a 215 °C y 5 min. Estos resultados se pueden explicar
considerando que en la configuracion en contracorriente, los azicares hemiceluldsicos van
siendo retirados del medio a medida que se solubilizan en la fraccion liquida, lo que evita su
degradacion y permite obtener elevadas RAH. Sreenath y col. (1999), al tratar la fibra de alfalfa
mediante agua caliente liquida en contracorriente a 220 °C y 2 min, alcanz6 también buenos

rendimientos de recuperacion de aziicares hemiceluldsicos del 67%.

4.2.3.1.1 Verificacion de la condicion optima

Una vez obtenida la condicion optima de experimentacion predicha por el disefio de
experimentos se realizo la experiencia a 184 °C y 24 min, con el fin de verificar los resultados

experimentalmente. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Composicion del residuo sélido insoluble, recuperacion de azicares en la fraccion liquida
y eficacia de sacarificacion del RSI (g glucosa / 100 g glucosa en RSI) tras la primera

etapa del pretratamiento de la paja de trigo en dos etapas, realizada a 184 °C y 24 min.

Recuperacion de azicares en

fraccion liquida A
(g azicar/100 g aziucar en materia prima)

Celulosa  Xilano  Lianina Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa
9 Obtenida Predicha Obtenida  Predicha Obtenida Predicha  Obtenida Predicha
5 6,5 5 71,6 o o
55.1 7.5 25.1 5,6 (5,5.7,5) 70,9 (68,5-74,7) 56.7 ndt 41.9 ndt

ndt: no determinado

*: valor medio del triplicado (8 < 2%)

Como se puede apreciar, los valores experimentales concuerdan con los valores
predichos por el disefio de experimentos (para un intervalo de confianza del 95%). El porcentaje
de recuperacion de solidos obtenido, en esta primera etapa de pretratamiento, fue del 67%. La
RAH obtenida experimentalmente fue del 70,9%, un valor muy similar al predicho. La
determinacion de la concentracion de compuestos potencialmente inhibidores contenidos en esta
fraccion arrojé los siguientes resultados: acido acético, 0,7 g/, furfural, 0,18 g/l, 5-HMF, 0,04
g/l y &cido formico, 0,23 g/1.
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La fraccion liquida enriquecida en azucares hemicelulésicos generada tras el PACL de
la paja de trigo en la primera etapa de pretratamiento se podria utilizar para la transformacion de
los azucares a etanol, tras una etapa de hidrdlisis acida o enzimatica de los oligomeros
contenidos en la misma. Esta aplicacion requeriria un estudio de la fermentabilidad de dicha
fraccion, con el objetivo de conocer el potencial de inhibicion de los compuestos de degradacion
generados en el pretratamiento. No obstante, a la luz de los resultados de las pruebas de
fermentabilidad realizadas en el material pretratado a 188 °C y 40 min (véase mas adelante en el
apartado 4.3.1), donde la concentracion de inhibidores fue superior a la encontrada aqui para la
FL a 184 °C y 24 min, se puede inferir que la fermentacion de dicha fraccion seria factible.

Por otra parte, y puesto que en esta FL la mayoria de los carbohidratos son xilo-
oligosacaridos, se podria plantear su utilizacion con otros fines distintos a la produccion de
etanol, como es su aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica. Alcida (2006) evalud la
actividad antioxidante de diferentes oligosacaridos obtenidos en el pretratamiento de varios
residuos agricolas, entre ellos la paja de trigo, encontrando que presentaban una actividad
oxidante en algunos casos mas alta que muchos frutos naturales, lo que hace a estos compuestos
candidatos potenciales para su uso como aditivos alimentarios. En el mismo estudio se encontrd
que los oligosacaridos hemiceluldsicos analizados poseen actividad tanto mitogénica como
comitogénica. Asimismo, se observaron propiedades inmunogénicas en los arabino-

glucuronoxilanos obtenidos del residuo del procesado del maiz y la paja de trigo.

4.2.3.2 Segunda Etapa de pretratamiento

La segunda etapa del pretratamiento se planted con el objetivo de obtener un residuo
con una alta digestibilidad enzimatica a partir de un material previamente pretratado. Para ello,
se utilizd6 como sustrato el residuo solido insoluble originado en la primera etapa del
pretratamiento (RSI A), conforme al esquema de la Figura 71. Este residuo contenia
principalmente celulosa (60,8%) y lignina (25,1%) y pequeias cantidades de xilano (8,1%) vy
arabinano (1,5%). La mayor cantidad de arabinosa y toda la galactosa fueron solubilizadas
durante la primera etapa del pretratamiento. Tras la segunda etapa de pretratamiento se obtuvo
un residuo pretratado que, como en anteriores experimentos, se separd en una fraccion liquida
(FL 2) y un residuo solido insoluble (RSI B), en el que se determinaron los parametros para el
célculo de las variables respuesta.

Para establecer el intervalo experimental de la segunda etapa de pretratamiento se
realiz6 un estudio preliminar con el propdsito de acotar la region experimental del nuevo disefo
de experimentos. Para ello, el RSI (A) se sometid a una serie de ensayos de pretratamiento a
temperaturas de 195 y 220 °C y tiempos de residencia entre 5 y 25 min, cuyos resultados se

muestran en la Figura 75.
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Figura 75. Resultados del estudio preliminar de eficacia de sacarificacion (ES) realizado sobre el
RSI (A), con el objetivo de determinar la region experimental de optimizacion de esta

variable.

Los datos mostrados en esta figura sugieren que el rango experimental donde encontrar
una condicion 6ptima de pretratamiento del RSI (A) con el objetivo de maximizar la liberacion
de glucosa por hidrolisis enzimdtica, seria alrededor de 220 °C y 5 min. Basandonos en estos
resultados, se construy6 un nuevo disefio (Disefio 4) de composicién central, 2% en el intervalo
de 200-240 °C de temperatura y 3-15 min de tiempo. Los resultados experimentales obtenidos

se muestran en la Tabla 14.
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Pretratamiento en dos etapas

En primer lugar, se analizé la composicion de los distintos RSI (B) y fracciones liquidas
obtenidas tras esta segunda etapa de pretratamiento. Como se puede observar, en la mayoria de
las condiciones se obtuvo un RSI (B) compuesto principalmente de celulosa y lignina. En las
condiciones menos severas, la concentracion de celulosa fue ligeramente superior a la del
residuo de partida (RSI A: 60,8% bps), con un maximo de 63% bps. Si se compara este dato con
la composicion del residuo obtenido en una Unica etapa de pretratamiento (Tabla 9), se observa
que la maxima concentracion del celulosa del RSI es similar en ambas configuraciones de
pretratamiento, si bien esta se alcanza a distintas condiciones de temperatura y tiempo. El
pretratamiento en una etapa requiere temperaturas de 220 °C y tiempos de 20 min para alcanzar
una concentracion de celulosa en RSI de alrededor de 64% bps, mientras que el tratamiento en
dos etapas permite alcanzar estos valores a temperaturas cercanas a los 190 °C y 10 min en la
segunda etapa. En el RSI (B) tras el doble pretratamiento solamente se encontraron pequenas
cantidades de xilano en la condiciones menos severas, un 3,8% (bps) a 200 °C y 3 min, y un
5,2% (bps) a 191,7 °C y 9 min.

Respecto a la recuperacion de sélidos tras esta segunda etapa de pretratamiento, los
valores oscilaron entre el 71 y el 91%, dependiendo de las condiciones experimentales. Como
era de esperar, un incremento de la temperatura y el tiempo de residencia dio lugar a una mayor
solubilizacién de componentes, aunque no tan acentuada como en la primera etapa. Este hecho
es debido a que la mayoria de los componentes no estructurales que forman parte de la materia
prima, ya se habian solubilizado durante la primera etapa.

Tras esta segunda etapa del doble pretratamiento, se calculd la recuperacion de glucosa
y xilosa considerando la cantidad de azlicares recuperados en ambas fracciones, sélida y liquida,
referida al contenido de estos azicares en el RIS (A). Este parametro da una idea de la
recuperacion de azicares solo en la segunda fase, en la que el RSI (A) es el sustrato de partida.
Solamente se calcul6 para glucosa y xilosa, puesto que no se encontrd arabinosa ni galactosa en
las fracciones solida y liquida en ninguna condicién experimental ensayada. Los resultados se

muestran en la Figura 76.
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Figura 76. Recuperacion de glucosa y xilosa en las fracciones sélida y liquida [(expresado como un
porcentaje del contenido de aziicar en RIS (A)] obtenidas tras la segunda etapa de

pretratamiento

En relacion a la glucosa, se puede observar como los porcentajes de recuperacion,
variaron entre 59,1%, a 248,3 °C y 9 min, y 100% a 191,7 °C y 9 min, lo que corresponde a 35,9
y 60,8 g glucosa/100 g de RSI (A), respectivamente. Solo pequefias cantidades de este azucar,
<3,2%, se solubilizaron en la fraccidon liquida (FL 2), coincidiendo con las condiciones de
pretratamiento mas severas.

En lo que respecta a la xilosa, los wvalores de recuperacion fueron altamente
dependientes de los valores de temperatura y tiempo empleados (Figura 76). En las condiciones
de pretratamiento menos severas, 191,7 °C y 9 min y 200 °C y 3 min, la mayor parte de la
xilosa contenida en el RSI (A) fue recuperada, obteniéndose valores de 89,9% y 98,7%,
respectivamente. Cuando la severidad aumenta, se produce una progresiva disminucion de este
indice hasta llegar a la ausencia de xilosa en el RSI y la fraccion liquida a partir de 240 °C y 3
min. En ningln caso, la cantidad de xilosa supone una contribucion relevante al total de
azucares recuperados, ya que el RSI (A) de partida solo contenia un 8% bps de xilano.

Cuando estos valores de recuperacion se refieren al contenido del azlicar en la materia
prima, hay que considerar la cantidad de éstos en la fraccion liquida de la primera etapa (FL 1),

en la fraccion liquida de la segunda etapa (FL 2) y en el RIS (B).
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Pretratamiento en dos etapas

En la Figura 77 se representa la recuperacion total de los azlicares en las dos etapas,
considerando la suma de glucosa y azicares hemicelulosicos, referida al contenido total de

carbohidratos de la materia prima.
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Figura 77. Recuperacion de glucosa y aziicares derivados de hemicelulosa tras el pretratamiento en

dos etapas, expresado en base al contenido en la materia prima

Como se puede apreciar, la recuperacion de carbohidratos es muy elevada (95-100%)
hasta la condicion experimental de 220 °C y 9 min, a partir de la cual empieza a decrecer a
consecuencia de la severidad de las condiciones de pretratamiento, que dan lugar a una mayor

degradacion de azucares en productos de mas bajo peso molecular.

4.2.3.2.1 Optimizacion de la digestibilidad enzimatica de la celulosa en el RSI (B)

Como se muestra en la Tabla 14, los porcentajes de ES alcanzados en los RSI tras la
segunda etapa de pretratamiento muestran valores elevados entre el 80 y 99% respecto al tedrico,
en la mayoria de las condiciones experimentales. Unicamente en las condiciones experimentales
menos severas, 191,7 °C y 9 min y 200 °C y 3 min, donde todavia existe una cierta cantidad de
xilano en el RSI (B), la eficacia de sacarificacion alcanza valores del 64,2 y 71,7% del teorico,
respectivamente.

Cabe destacar que los valores de ES alcanzados muestran una tendencia creciente en
todo el rango de condiciones ensayado. Incluso a partir de 200 °C y 15 minutos, donde ya se no

encuentra xilano en el RSI (B), los valores de ES siguen aumentando conforme se incrementan
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las condiciones de tiempo y temperatura. Estos resultados difieren de los obtenidos en el
pretratamiento en una etapa, donde se producia un descenso en los valores de ES a elevadas
temperaturas de 220 °C y largos tiempos de residencia en el reactor (20 y 40 min). El hecho de
utilizar una configuracion de pretratamiento en dos etapas, permite separar en la primera etapa
una gran parte del xilano de la materia prima, y utilizar en la segunda etapa un sustrato con una
baja concentracion de este componente. La retirada de una gran parte de este componente
evitaria las posibles reacciones de condensacion con la lignina (Chandra y col., 2007), a las que
se atribuyen los descensos en los valores de ES en el pretratamiento en una etapa. Por otra parte,
al utilizar un residuo con una baja concentracion de xilano, se hace mas efectiva la accion
fisico-quimica del efecto combinado de los factores temperatura y tiempo sobre la celulosa,
reduciendo la cristalinidad de este polimero y mejorando la accesibilidad de la enzimas hacia
sitios especificos que serian inaccesibles antes de la segunda etapa de pretratamiento
(Ragauskas y col., 2006; Angenent, 2007).

No obstante, hay que tener en cuenta el efecto que la temperatura y el tiempo ejercen
sobre el RIS (A) durante esta segunda etapa de pretratamiento en cuanto a la recuperacion de
celulosa, ya que se produce una cierta solubilizacion de este componente en las condiciones mas
severas. Este hecho se puede apreciar a 240 °C y 15 min y 248,3 °C y 9 min, donde se alcanzan
los mayores porcentajes en ES, 99,8% y 94,9%, respectivamente, pero también se producen las
mayores pérdidas de material, 70,6 y 71,1%, durante esta etapa. Es en estas condiciones donde
se producen las recuperaciones mas baja de glucosa (ver Figura 76), 63 y 59,1 %,
respectivamente. Ello da como resultado que los valores de la variable RHE, en estas dos
condiciones mencionadas, difieran significativamente de los de ES, descendiendo hasta el
59,1% y el 53,1%, respectivamente. Por esta razon, con el fin de encontrar una condicion
experimental optima donde ademas de obtener un elevado valor de ES sobre el RSI B, no se
produzcan elevadas pérdidas de material, se decidié optimizar la variable RHE, que representa
la glucosa obtenida mediante hidrolisis enzimatica del RIS B, referida al contenido de este
azucar en la materia prima. De esta manera, se tienen en cuenta las pérdidas de material
ocurridas tanto en la primera como en la segunda etapa del pretratamiento, un aspecto a
considerar de cara a mejorar el balance global del proceso.

Los resultados del rendimiento en hidrélisis enzimatica (RHE) obtenidos sobre el RSI
(B) que se muestran en la Tabla 14, se analizaron estadisticamente mediante el programa Design
Expert 7.0.0 El modelo que mejor se ajusté a los datos obtenidos fue un modelo cuadratico,
caracterizado por los parametros de regresion; R? ajustado = 0,97, R? predicho = 0,94 y “test de
falta de ajunte” = 0,088, que estaba por encima del nivel de significacion establecido del 0.05.
Estos valores, junto con el grafico de probabilidad normal de los residuos (Figura 78), permiten

explorar la region experimental sin riesgo de cometer errores predictivos.
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Figura 78. Grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados internamente para el
modelo matematico utilizados en la optimizacion del rendimiento de hidrolisis

enzimatica del RSI (B) obtenido en la segunda etapa del pretratamiento

Los valores de RHE estdn determinados por la interaccion existente entre los factores
temperatura y tiempo de residencia (Figura 79), que mostré un p-valor por debajo del nivel de

significacion establecido (p<0.05) (Anexo I).

tiempo (min)
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Figura 79. Grafico de interaccion entre los factores temperatura y tiempo de residencia, para el
rendimiento de HE. Siendo t+ el nivel alto del tiempo (15 min) y t- el nivel bajo del

tiempo (3 min)

A elevadas temperaturas, 240 °C, el tiempo de residencia mostré un mayor efecto sobre

los valores de RHE, que descienden desde 69,2% a 3 min hasta 59,1% a 15 min, que a bajas
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temperaturas, 200 °C, donde el rendimiento en hidrolisis enzimatica incrementa desde 67,7% a 3
min hasta 74,3% a 15 min. En lo que respecta a la temperatura, un ascenso desde 200 hasta 240
°C, considerando todos los niveles del factor tiempo, da lugar a una curvatura en la region
experimental que genera una region de valores maximos para esta variable entre 210 y 220 °C.
En conclusion, y como ya ocurrié durante el pretratamiento en una etapa, los valores de RHE
del material pretratado presentan una dependencia simultanea de los factores temperatura y
tiempo.

En base a estos resultados, se establecio la ecuacion que define el efecto de la

temperatura y el tiempo sobre los valores de RHE:

% RHE =84,2—35T —2.6t4,3Tt —13,4T* —2,5¢* (3)

siendo “T” la temperatura y “t” el tiempo.

El buen ajuste del modelo matematico a los datos experimentales permitié establecer un
valor 6ptimo para RHE dentro del rango experimental estudiado. El grafico de contorno
definido por la ecuacion 3, representado en la Figura 80, muestra una clara tendencia hacia un
valor maximo de esta variable, en torno a 215-225 °C y 4-8 min. La condicién experimental
optima ajustada por el DEE fue 219 °C y 6 min donde se obtiene un valor predicho para la

eficacia de sacarificacion de 85,7%, y para el RHE del 84,8%.

83.7023]

tiempo (min)

84 9727
846701

200 210 220 230 240

Temp (°C)

Figura 80. Grafico de contorno para el RHE obtenido sobre el RSI (B) en la segunda etapa del

pretratamiento.
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Este valor se puede comparar con el obtenido en la optimizacidon del pretratamiento en
una etapa enfocada a maximizar solo la digestibilidad enzimatica del residuo pretratado (apdo.:
4.2.2.2). En ese caso la condicion experimental optima fue 214 °C y 2,7 min y se obtuvo un
valor de ES del 91% del tedrico, y un RHE del 85%. Al comparar ambas configuraciones de
proceso, se observa que las condiciones experimentales Optimas se encuentran en el mismo
rango de severidad y que los resultados de ES y RHE son similares. Sin embargo, el
pretratamiento en dos etapas permite disponer de una fraccion liquida (FL 1), rica en azlicares
hemicelulésicos, que podria utilizarse dentro del proceso global de produccion de etanol. Desde
el punto de vista econdomico, resulta esencial que tanto las hexosas (glucosa, galactosa) como las
pentosas (xilosa, arabinosa) presentes en la biomasa lignoceluldsica puedan ser co-fermentadas
a etanol, en un mismo proceso (Sedlack y Ho, 2004; Olsson y col., 2006). Para ello, en la paja
de trigo seria necesario un pretratamiento en dos etapas que permitiera maximizar el

rendimiento global de azticares potencialmente fermentables a etanol.

4.2.3.2.2 Verificacion de la condicion optima

Una vez establecida la condicion experimental donde encontrar un 6ptimo valor de RHE
sobre el RIS (B), tras el pretratamiento en dos etapas, se llevd a cabo una verificacion de los
valores predichos frente a los resultados experimentales. Para este fin, se realizd la segunda
etapa del pretratamiento en dos etapas sobre el RSI (A) a 219 °C de temperatura y 6 minutos de

tiempo (por triplicado). Los resultados se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Composicion del residuo solido insoluble (RSI B), recuperacion de aziicares en la fracciéon
liquida (FL 2) e indices de hidrélisis enzimatica (ES, en g glucosa/100 g glucosa potencial
en RSI (B) y RHE, en g glucosa/100 g glucosa potencial en materia prima), en la condicién

oOptima para la segunda etapa de pretratamiento del pretratamiento en dos etapas.

RSI (B) Fraccion Liquida 2

(% bps) [g/100 g RIS (4)]

Glucosa Xilosa Glucosa

Celulosa  Xilano  Lignina

Obtenida Predicha  Obtenida  Predicha  Obtenida Predicha  Obtenida Predicha
o 85 . 83,6
59,9 0 21,9 0,2 ndt 1,7 ndt 86,3 (83,2-86,8) 84,7 (82-85.2)

*: valor medio del triplicado (8 < 2%)

ndt: no determinado

Como se puede apreciar en la Tabla 15, en las condiciones 6ptimas se consigue extraer
todo el componente hemicelulésico del RIS (B). Ademas, la glucosa solubilizada en la fraccion

liquida 2 resultdé en una cantidad despreciable. El porcentaje de recuperacion de solidos
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obtenido en esta condicion de pretratamiento respecto al material pretratado RSI (A), fue del
91%. No obstante, cuando este porcentaje se refiere a la materia prima, es decir, se calcula la
recuperacion de solidos global después de las dos etapas de pretratamiento, el valor desciende
hasta el 61%.

Los resultados de eficacia de sacarificacion y RHE en el RSI (B) arrojan valores del
86,3%, v 85,8% del teorico, respectivamente. El valor predicho por el DEE para estas variables
fue de 85 y 83,6%, respectivamente. Teniendo en cuenta que la desviacion estandar asociada
con la prediccion fue menor al 4%, en ambos casos, los datos experimentales obtenidos se

encontraron en el rango de los predichos por el modelo.

4.2.4 Rendimiento global de aziicares en las configuraciones de pretratamiento 6ptimas

estudiadas

Con objeto de comparar la eficacia del pretratamiento en las configuraciones de proceso
en una y dos etapas, en cuanto a la liberacion y recuperacion de azicares en las etapas de
pretratamiento e hidrolisis, se calculd el rendimiento global de azicares en las condiciones

optimas obtenidas en los distintos planteamientos experimentales (Figura 81), es decir:

e Pretratamiento en una etapa

A) Optimizacion de la recuperacion de aztcares hemiceluldsicos en la FL y

de la liberacion de glucosa por HE del RSI

B) Optimizacion de la liberacion de glucosa por HE del RSI

e Pretratamiento en dos etapas

C) Primera etapa: Optimizacion de la recuperacion de azlcares

hemicelulésicos en la FL. Segunda etapa: Optimizacion de la liberacion

de glucosa por HE en el RSI obtenido en la primera etapa de

pretratamiento
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Figura 81. Rendimiento global de aziicares fermentables a etanol en las condiciones experimentales
optimas obtenidas en las distintas configuraciones de pretratamiento. A y B:
Pretratamiento en una etapa y C, pretratamiento en dos etapas. AH: azicares

hemicelulésicos

Los resultados se muestran en la Figura 81, en referencia a los pretratamientos A, By C,
cuyos objetivos se mencionan arriba en el parrafo anterior. Como se puede observar, en el doble
pretratamiento, C, se obtienen valores de recuperacion del 86% para la glucosa y del 81% para
la xilosa. En ninguna de las condiciones experimentales Optimas para el pretratamiento en una
etapa, A o B, se obtiene una recuperacion global tan alta de ambos azlcares. Dentro del
pretratamiento en una etapa, la configuracion de proceso en la cual se recuperdé més cantidad de
azucares fue 188 °C y 40 min, donde se obtuvo un 75,8% y un 35,5% para la glucosa y azlicares
derivados de hemicelulosa, respectivamente. Por el contrario, a 214 °C y 2,7 min se alcanza una
recuperacion global de glucosa del 91,8%, aunque el valor obtenido para los azicares derivados
de hemicelulosa desciende hasta el 11,31%, debido a la degradacion que éstos sufren a
consecuencia de la severidad de esta condicion experimental.

La utilizacion de un doble pretratamiento con el objetivo de mejorar la digestibilidad
enzimatica para la produccion de etanol también ha sido estudiada por Séderstrom y col. (2002),
en madera de abeto rojo sometida a un doble pretratamiento mediante explosion por vapor. La
optimizacion de este proceso se ensayo en un rango de temperaturas de entre 180 y 220°C y 2 a

10 min para el factor tiempo. En ambas etapas, el residuo a pretratar fue impregnado con SO,
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[3% (p/p)]- Las condiciones 6ptimas encontradas fueron 190 °C y 2 min, para la primera etapa,
y 210 °C y 5 min para la segunda. Puesto que el sustrato es una madera blanda, cuyo
componente hemiceluldsico mayoritario es un polimero de manosa, el objetivo fue recuperar la
mayor parte de este azucar en la FL, para posteriormente maximizar la liberacion de glucosa en
el sustrato doblemente pretratado. Los resultados muestran un rendimiento global de manosa, en
la fraccion liquida obtenida tras la primera etapa, del 88% del contenido en materia prima. La
glucosa, en cambio, fue principalmente liberada en la etapa de hidroélisis enzimatica realizada
sobre el residuo obtenido tras la segunda etapa del pretratamiento, alcanzandose un valor
maximo de recuperacion global del 74% sobre el contenido en materia prima.

La maximizaciéon del rendimiento global de azucares es un objetivo esencial para
mejorar la viabilidad econdmica del proceso de obtencion de etanol. Por ello, de las distintas
configuraciones de proceso estudiadas en esta investigacion, el pretratamiento en dos etapas
constituye la opcion mas adecuada para un maximo aprovechamiento de todos los azucares
potencialmente convertibles a etanol contenidos en la paja de trigo. El potencial de azicares en
la fraccion liquida generada en la 1% etapa del pretratamiento, asi como la baja concentracion de
productos inhibidores contenidos en la misma, hacen de esta fraccidon una corriente susceptible
de utilizacion en procesos de co-fermentacion para la obtencion de etanol, que indudablemente

contribuiria a mejorar la viabilidad econdémica del proceso.
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4.3 ENSAYOS DE SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA

En este punto de la investigacion se realizaron diferentes ensayos de sacarificacion y
fermentacion simultanea (SFS) sobre los materiales pretratados obtenidos en las diferentes
condiciones optimas de pretratamiento de la paja de trigo en una y en dos etapas, con el objetivo
de evaluar el potencial de produccion de etanol de dichos materiales.

Los ensayos de SFS del pretratamiento en una etapa para la optimizacion multiple se
realizaron utilizando el residuo pretratado completo. Este residuo completo tiene todos los
azlcares presentes en la biomasa lignocelulésica (hexosas y pentosas), pero al no disponer de un
microorganismo fermentador de azucares de 5 y 6 atomos de carbono, se estudié el potencial de
produccion de etanol sélo a partir de la glucosa contenida en el residuo pretratado completo. Los
ensayos de SFS también se realizaron sobre RSI obtenido en la segunda etapa de pretratamiento
del pretratamiento en dos fases, y en el RSI del pretratamiento en una etapa para la optimizacion
de la digestibilidad de la celulosa. El microorganismo fermentador utilizado en todos los

ensayos de fermentacion, fue una cepa de la levadura Saccharomices cerevisiae.

4.3.1 Ensayos de SFS sobre el residuo pretratado completo procedente del pretratamiento

en una etapa.

Se han realizado diferentes ensayos de SFS sobre el residuo pretratado completo (RP)
obtenido tras el pretratamiento de la paja de trigo a 188 °C y 40 min, conforme se describe en el
apartado 3.4.2.1.1.

Previamente a los test de SFS, se estudid el efecto que sobre el microorganismo
fermentador ejercen los productos que se generan durante la etapa de pretratamiento, y que se
encuentran presentes en la fase liquida del residuo pretratado completo. Para ello se evaluo la
fermentabilidad de esta fraccion liquida.

El tipo y concentracion de los compuestos originados durante el pretratamiento va a
depender de la materia prima y las condiciones del mismo (temperatura y tiempo de residencia
empleados). Todos los compuestos encontrados en la fraccion liquida, han sido también
identificados en hidrolizados procedentes de otras biomasas herbaceas, como residuo de maiz
(Ohgren y col., 2006) y cardo (Ballesteros y col., 2007). En la Tabla 16 se muestra la
composicion de la fraccion liquida contenida en el residuo pretratado en las condiciones 6ptimas
de pretratamiento. En cuanto al contenido en azicares, la xilosa es el mayoritario,
encontrandose en una concentracion de 4,2 g/l (7,2 g/100 gramos de materia prima), la
concentracion de glucosa es 2,2 g/I (1,9 g/100 gramos de la materia prima), y aparecen pequefias
cantidades de galactosa y arabinosa (0,3 y 0,1 g/l respectivamente). El 28% de la xilosa de la

materia prima es recuperada en la fraccion liquida, mientras que Unicamente un 5% de la
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glucosa se encuentra en esta fraccion. En cuanto a los 4cidos y aldehidos detectados en esta
fraccion, el acido acético, procedente de la hidrolisis de los grupos acetilo de la fraccion
hemicelulésica, fue el compuesto mayoritario encontrado, en una concentracion de 2,5 g/l. La
concentracion de acido formico, procedente de la descomposicion en condiciones acidas del
furfural e HMF, fue de 0,7 g/1. Puesto que no se detectd acido levulinico en el prehidrolizado, se
podria pensar que el acido formico procede fundamentalmente de la degradacion del furfural. La
concentracion de furfural encontrada fue de 1,2 g/l, procedente principalmente de la
degradacion de los azucares procedentes de las hemicelulosas (principalmente xilosa). Esta
concentracion de furfural se encuentra del orden de lo obtenido por otros autores tras un
tratamiento hidrotérmico de la paja de trigo en condiciones severas. Tomas-Pejo y col. (2008)
tras el pretratamiento mediante explosion por vapor a 210 °C y 5 min de la paja de trigo,
obtuvieron un residuo pretratado completo, cuya concentracion en furfural fue de 1,4 g/l. Por
ultimo, en cuanto a la concentracion de HMF, la cantidad encontrada fue de 0,2 g/l, debido a la

degradacion sufrida por la glucosa y galactosa.

Tabla 16. Composicion de la fraccién liquida en el residuo pretratado a 188 °C y 40 min obtenido

tras el PACL en una etapa de la paja de trigo

Compuesto Concentracion
@)

Xilosa* 4,2

Glucosa*

Galactosa*

Arabinosa*
Acetico

Furfural
Formico ,
5-HMF 0,2

* concentraciones obtenidas tras una prehidrolisis acida de la fraccion liquida

En general, en los pretratamientos con explosion por vapor se suelen producir mayores
pérdidas de productos de degradacion debido a la evaporacion ocurrida en la fase de
despresurizacion final, que se realiza en este tipo de pretratamiento. En el ACL no existe esta
etapa de despresurizacion, y por lo tanto, se pueden encontrar mayores concentraciones de estos
compuestos (Laser y col., 2002). Este hecho se puede observar al comparar las concentraciones
antes descritas con las del prehidrolizado obtenido tras el pretratamiento con explosion por
vapor de paja de cebada a 210 °C y 5 min (Garcia-Aparicio y col., 2006), donde se obtuvieron

concentraciones de 2,0 y 0,7 g/l de acido acético y furfural, respectivamente.
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Una vez caracterizada la fraccion liquida, se evalu6 la fermentabilidad de la misma.
Para ello se utilizo el medio real y diferentes diluciones de esta fraccion (1:1,3, 1:2 y 1:4), que
corresponderian a concentraciones de solidos totales en la mezcla completa del 7,5, 5y 2,5%
(p/p). La concentracion maxima de etanol y los rendimientos del proceso obtenidos, a las 72 h,

para las distintas diluciones estudiadas, se muestran en la Figura 82.

rendimiento fermentacion (%)
etanol (g/l)

no dilucion

10%

(dilucion)

Carga de sustrato (%)

Figura 82. Rendimiento de fermentacion y concentraciéon de etanol en el ensayo de fermentabilidad
de la fraccién liquida contenida en el residuo pretratado a 188 °C y 40 min obtenido tras
el pretratamiento en una etapa, utilizando diferentes diluciones: 1:1,3, 1:2 y 1:4.. Debajo
se muestra la concentracion de solidos totales a la que equivaldria la diluciéon en el
residuo completo. Rendimientos de proceso de sacarificacion y fermentacion simultinea

(%) (barras) y concentraciones de etanol maximas (g/l) (A).

Se puede apreciar como en el ensayo realizado a la dilucion 1:4, que corresponderia a
un 2,5% de soélidos totales en el residuo completo, la concentracion de los productos generados
durante el pretratamiento no produce inhibicién alguna sobre el microorganismo fermentador, lo
que da lugar a un rendimiento de fermentacion del 100% del tedrico (considerando un
rendimiento de fermentacion tedrico para este microorganismo del 0,47g etanol/g glucosa). En
cambio, en aquellos ensayos realizados a las diluciones 1:2 y 1:1,3 (concentraciones de solidos
totales del 5y 7,5%) se empieza a observar un cierto efecto toxico de los compuestos presentes
en el medio de fermentacion, lo que da lugar a un ligero descenso tanto en los rendimientos de

fermentacion, 95 y 91% del tedrico, como en las concentraciones finales de etanol, 13,3 y 12,9
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g/1, respectivamente. Esta inhibicidon se acentlia en el ensayo realizado sobre el medio sin diluir,
que corresponderia a un 10% de sdlidos totales, donde se aprecia un descenso tanto en la
concentracion de etanol en el medio (9,0 g/l) como en el rendimiento de fermentacion, 62% del
teorico.

El efecto inhibitorio producido por los productos generados durante el pretratamiento
sobre el proceso de fermentacion es un tema abordado con anterioridad por varios autores. Por
ejemplo, Klinke y col. (2003), tras un pretratamiento mediante oxidacion himeda alcalina de la
paja de trigo (195 °C, 10 min, 6,5 g/l de Na,CO; y 12 bar de O,), estudiaron el efecto de los
compuestos generados en este pretratamiento sobre la produccion de etanol con Saccharomices
cerevisiae. Los principales productos encontrados en el hidrolizado obtenido tras el
pretratamiento fueron el 4cido acético, acido férmico y fenoles en una concentracion de 1,6, 1,4
y 0,7 g/l, respectivamente. Se comprobd que el hidrolizado no causaba inhibicion en la
produccién de etanol por S.cerevisiae, si bien cuando éste se concentro 6 veces, la fermentacion
tard6 4 horas mas que en el hidrolizado sin concentrar. Los autores sefialan que esta
prolongacion del tiempo no podria ser explicada por un efecto inhibidor de los fenoles
solamente, sino que probablemente estd causado por interacciones de los fenoles con los acidos
carboxilicos, tales como acido acético y férmico.

El efecto inhibitorio de los compuestos presentes en la fraccidon liquida en los ensayos
realizados entre el 5 y 10% de carga de so6lidos podria deberse al efecto sinérgico de estos
compuestos mas que a los efectos individuales de cada uno de ellos, de acuerdo a los datos
aportados en la bibliografia sobre procesos de fermentacion con Saccharomices cerevisiae. Se
ha descrito que los productos potencialmente inhibitorios en concentraciones del orden de los
encontrados en este trabajo no causan efecto inhibidor cuando se afaden individualmente a un
medio de fermentacion (Larsson y col., 2000; Palmqvist y Hahn-Hégerdal, 2000). En este
sentido, Martin C. y Jonsson (2003) en un estudio sobre el efecto inhibitorio de varios
compuestos sobre distintas cepas de Saccharomices cerevisiae, observaron que en un medio
sintético con concentraciones superiores a 2,3 g/l de acido acético, 1,75 g/l de acido férmico,
1,45 g/l de furfural y 1,6 g/l de HMF, estos compuestos dieron lugar a un descenso de los
rendimientos de fermentacion (medidos a las 24 h de proceso), debido a su efecto combinado.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Oliva y col. (2005) en un estudio
sobre la fermentabilidad del material pretratado completo de paja de trigo obtenido tras un
pretratamiento por explosion por vapor (220 °C y 3 min). Estos autores observaron que en los
ensayos de SFS realizados con una carga de sustrato superior al 8% (p/v), se producia una clara
inhibicidon del microorganismo fermentador, debido a la concentracion de los productos de
degradacion contenidos en la fase liquida del residuo pretratado completo, resultado similar al
encontrado en esta investigacion, aunque en nuestro caso se utiliza como medio de fermentacion

la fraccion liquida y no el material pretratado completo.
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En base a estos datos, y considerando la concentracion de so6lidos mas alta posible
donde se produzca el menor efecto de inhibicion sobre el microorganismo fermentador, se
establecid una carga de sustrato del 7,5% (p/p) para la realizacion de las posteriores pruebas de
SFS, donde la disminucién en el rendimiento de fermentacion fue inferior al 10%. Un residuo
pretratado completo en esta concentracion presenta la siguiente composicion (% bps): celulosa
42,6%, xilano 2,8%, lignina 20,8% y cenizas 2,8%.

En la Figura 83, se muestra el rendimiento de proceso de SFS y las concentraciones de
etanol obtenidas en los ensayos realizados sobre el RP a 188 °C y 40 min con dos cargas de
enzima, 10 y 20 UPF/g celulosa. Se aprecia claramente, como el uso de 10 UPF no resulta una
carga de enzima eficiente para la produccion de etanol a partir de este residuo, obteniéndose un
rendimiento de proceso del 33,9%, frente al obtenido cuando se utilizé el doble de carga de

enzima, 74,3 % del tedrico.
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Figura 83. Efecto de las carga de enzima sobre los rendimientos del proceso de sacarificacion y

fermentacion simultinea (barras) y las concentraciones de etanol maximas obtenidas

(~)

Resultados similares fueron obtenidos por Linde y col. (2007). Estos autores
comprobaron que el aumento de la carga de enzima también mejord los rendimientos del
proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea en un estudio sobre distintas condiciones
de proceso de SFS realizado sobre paja de cebada pretratada mediante explosion por vapor
(impregnacion con 1% H,SO4, 210 °C y 5 min). En aquellos ensayos realizados con una carga
de solidos del 7,5% (p/v), esta autora observo que al incrementar la carga de enzima de 10 a 20

UPF/g celulosa, los rendimiento del proceso aumentaban del 59 al 70%, respectivamente.
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4.3.2 Ensayos de SFS sobre los RSI procedentes del pretratamiento en una y dos etapas.

En esta fase de la investigacion se realizaron ensayos de SFS utilizando como sustrato
los RSI pretratados a 214 °C y 2,7 min, procedente del pretratamiento en una etapa, y a 219 °Cy
6 min, procedente del pretratamiento en dos fases [RSI (B)]. Los distintos factores estudiados
fueron la carga de sustrato [10 y 12% (p/v)], la adicion de xilanasa [5% (v/p) de NS0030] y la
carga de celulasas empleada (10 y 20 UPF/g de celulosa). Los RSI utilizados fueron lavados
previamente a los ensayos de SFS, para retirar los compuestos inhibidores generados durante el
pretratamiento que pueden interferir en el proceso de SFS.

El rendimiento de SFS (% del tedrico) y la concentracion maxima de etanol alcanzadas

a las 96 h, en las distintas configuraciones estudiadas, se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Rendimiento de SFS (%) y concentracion maxima de etanol (g/l) en los ensayos de SFS
realizados sobre los RSI procedentes del pretratamiento en una y dos etapas, con
diferentes cargas de enzima (CE: 10 y 20 UPF/g celulosa), carga de sustrato [CS: 10 y

12% (p/v)] y adicion de xilanasa (NX: no adicion, X: adicion)

Variables de Proceso RST a 214 °C 2,7 min RST a 219 °C 6 min(DP)

CE i O Nrer Branol @yx G Eianol (g
NX 10 70,9 18,3 64,7 17,8
10 12 57,6 17,9 53,0 17,5
X 10 80,7 20,9 79,6 21,9
12 64,1 19,9 65,9 21,7
10 86,8 22,5 87,9 24,2
20 X 12 76,5 23,1 72,7 24,0
X 10 91,6 23,7 90,3 24,8
12 83,3 25,9 77,9 25,7

* Los datos representan el valor medio de un triplicado (8 <4%)

Como se pude apreciar en los datos mostrados en la Tabla 17, el aumento de la carga de
sustrato de 10 a 12% (p/v) tiene un efecto negativo en el rendimiento de SFS en todos los
ensayos realizados, tanto con diferentes cargas de enzima (10 y 20 UPF/g celulosa) como con la
adicion de xilanasa. Este efecto se aprecia incluso en las condiciones de mayor carga de
celulasas (20 UPF/g celulosa) y adicion de xilanasa (X) en los dos RSI ensayados, donde la
concentracion de etanol es la mayor alcanzada en este ensayo, 23,7 y 24,8 g/l con el 10% y 25,9
y 25,7 g/l con el 12%, para el RSI en una y dos etapas, respectivamente. En estas condiciones,
los rendimientos siguen siendo inferiores para la carga de sustrato mas elevada, disminuyendo
desde el 91,6 y 90,3% en el 10% (p/v) hasta el 83,3 y 77,9% para el 12% (p/v) para el RSI en

una y dos etapas, respectivamente. Al aumentar la concentracion de sustrato se reduce el
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contenido de agua en el medio de fermentacidén, de modo que se dificulta la homogeneizacion
del material y con ello la difusion de las enzimas (Wyman, 1996), disminuyendo la eficacia de
sacarificacion del sustrato.

Mohagheghi y col. (1992) también observaron una disminucion en las concentraciones
finales de etanol a medida que aumenta la carga de sustrato, en un estudio sobre la influencia de
este factor en un proceso de SFS con Saccharomices cerevisiae sobre paja de trigo pretratada
mediante acido sulfurico diluido (140 °C y 1 h). Estudiando cargas de solidos entre 7,5 y 20%
(w/v), estos autores observaron que concentraciones de sustrato por encima del 12,5% no
resultaban en un proceso de SFS eficiente. Asi mismo, mediante una estimacion de la glucosa
liberada, observaron como al aumentar la carga de sustrato disminuia la conversion de celulosa
en glucosa durante el proceso de SFS. Evidentemente, una mayor carga de sustrato implica una
menor relacion solido/liquido en el medio de SFS, lo que obstaculiza la transferencia de masa
aumentando la viscosidad de estos medios. Por otra parte, un mayor contenido en sélidos
conlleva una mayor cantidad de lignina en el medio de fermentacion, lo que hace que aumente
la proporcidén de sitios inactivos a los que se adsorbe la enzima, disminuyendo los rendimientos
de hidrélisis. Este hecho también fue observado por Cara y col. (2007), quienes estudiando la
influencia de la concentracion de sustrato sobre la hidrdlisis enzimatica de madera de olivo
pretratada mediante PACL, comprobaron que, en una rango entre 2 y 30% (p/v) de sustrato, a
medida que se aumentaba el contenido en sdlidos del medio de hidrélisis, descendia el
rendimiento final del proceso. Los problemas de difusion de la enzima provocaron que en
aquellos ensayos realizados con concentraciones de sustrato mayores del 5% los valores en la
eficacia de sacarificacion fueran menores al 70% del tedrico.

Por otro lado, el aumento en la carga de celulasa utilizada en los diferentes ensayos de
SFS, de 10 a 20 UPF/g de celulosa, dio lugar a un aumento de los rendimientos de SFS en todas
las condiciones probadas, independientemente de la concentracion de sustrato y de la adicion o
no de xilanasa (Tabla 17). Este aumento en los rendimientos da lugar a mayores
concentraciones de etanol en el medio de fermentacion. Por ejemplo, en el ensayo con 10 UPF,
12% (p/v) de carga de sustrato y adicion de xilanasa realizado sobre el RSI obtenido tras el
pretratamiento en una etapa, se obtuvo un rendimiento de proceso del 64,1% del teorico
(correspondiente a una concentracion de etanol de 19,9 g/l), frente a la experiencia realizada con
el doble de carga de celulasas, donde se alcanzaron 25,9 g/l de etanol, equivalente a un
rendimiento de proceso del 83,3% del tedrico.

La adiciéon de xilanasa afecta favorablemente al rendimiento en etanol en todas las
condiciones ensayadas (Tabla 17), independientemente de la concentracion de sustrato utilizada
y de la carga de celulasas empleadas. El mayor incremento se observa con el sustrato pretratado
a 219°C y 6 minutos (pretratamiento en dos etapas), en la condicion experimental de 10 UPF de

celulasas y con una carga de sustrato del 10% (p/v), pasando de un 64,7% del tedrico (17,8 g/l
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de etanol) sin adicion de xilanasas, a un 79,6% del teérico (21,9 g/l de etanol) cuando se
suplementa el medio con esta enzima.

Con el objetivo de realizar un analisis mas detallado de los efectos que la adicion de
xilanasas tienen sobre los rendimientos y concentraciones finales de etanol, en las Figuras 84 y
85 se representan las cinéticas de SFS de los RSI obtenidos del pretratamiento en una y en dos
etapas, respectivamente. Se ha decidido representar los datos en funcion de la carga de sustrato
utilizada (10 y 12%), debido a que la principal diferencia encontrada en torno a este factor
radica en la cantidad potencial de glucosa del RSI utilizado, obteniéndose concentraciones

finales de etanol similares en ambos casos.
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Figura 84. Concentracion de etanol (g/l) obtenida en el proceso de SFS sobre el RSI pretratado a
214 °C y 2,7 min procedente del pretratamiento en una etapa. Ensayos de SFS
correspondientes al 10% (p/v) en A, y al 12% (p/v) en B. ¢ no adicién de xilanasa y 10
UPF de celulasas. m no adicion de xilanasa y 20 UPF de celulasas. ~ adicion de xilanasa

y 10 UPF de celulasas. x adicion de xilanasa y 20 UPF de celulasa
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Figura 85. Concentracion de etanol (g/l) obtenida en el proceso de SFS sobre el RSI pretratado a
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219 °C y 6 min procedente del pretratamiento en dos etapas. Ensayos de SFS
correspondientes al 10% (p/v) en A,y al 12% (p/v) en B. ¢ no adicion de xilanasa y 10
UPF de celulasas. m no adicion de xilanasa y 20 UPF de celulasas. ~ adicion de xilanasa
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En las cinéticas de SFS, se puede observar mas claramente el efecto que ejercen las
xilanasas en el rendimiento del proceso. A tiempos cortos de proceso (24 horas), se observa una
considerable diferencia entre aquellas experiencias que no llevaron xilanasa y en las que si se
afadi6 esta enzima. El efecto de la adicion de xilanasa en la produccion de etanol es mas
apreciable en las condiciones de menor carga de enzima (10 UPF), para ambos RSI. Con la
carga de sustrato del 10% (p/v), con xilanasa y sin xilanasa se obtienen 18,5 y 13,2 g/l de etanol,
para el RSI del pretratamiento en una etapa (Figura 84) y de 19,8 y 13,5 g/l en el RSI del
pretratamiento en dos etapas (Figura 85). Este aumento en la concentracion de etanol también se
observa con la carga de solidos del 12% (p/v), donde se obtienen 17,5 y 14,6 g/l de etanol en el
RSI del pretratamiento en una etapa (Figura 84), y 18,9 y 9,8 g/l en el RSI del doble
pretratamiento (Figura 85), en las experiencias con xilanasa y sin xilanasa, respectivamente.
Cuando la carga de enzima es de 20 UPF, las diferencias encontradas en las concentraciones de
etanol entre la adicion o no de xilanasas son menos apreciables. Con la carga de solidos del 10%
(p/v), se obtienen 20,9y 18,3 g/l de etanol en el RSI pretratamiento en una etapa, y 22,1 y 18,5
g/l en el RSI del doble pretratamiento, en las experiencias con xilanasa y sin xilanasa,
respectivamente. Igualmente, con la carga de solidos del 12%, se obtienen 19,5 y 16,3 g/l de
etanol en el RSI del pretratamiento en una etapa, y 24,4 y 19,7 g/l en el del pretratamiento en
dos etapas, respectivamente.

Sobre los resultados experimentales obtenidos podemos inferir que la adicion de
xilanasas contribuye a mejorar la eficacia de sacarificacion del RSI lavado de paja de trigo, en
las concentraciones de sustrato ensayadas, principalmente en las primeras 24h del proceso. A
tiempos mas largos, las diferencias originadas en las concentraciones de etanol obtenidas al
afadir xilanasas se igualan.

La principal razoén que explica estos resultados radica en que las xilanasas disponen en
su estructura de un dominio de unidén a carbohidratos (CBM, Carbohydrate Binding Domain).
Estos CBM incrementan la concentracion de enzima en la superficie del sustrato, pero también
pueden unirse de modo inespecifico a la lignina (Palonen, 2004). Se ha observado, que la
adsorcion de las enzimas en sitios inespecificos de la paja de trigo pretratada hidrotérmicamente
incrementa a medida que aumenta la severidad de las condiciones de pretratamiento, debido a
un aumento en el area superficial disponible (Nidetzky y col., 1992). En este sentido, Zilliox y
Debeire (1998), en un estudio cinético sobre la adsorcion de xilanasas sobre paja de trigo
pretratada hidrotérmicamente, observaron que las uniones inespecificas de la xilanasa sobre la
lignina se produjeron mas rapidamente que la hidrolisis del xilano contenido en el material
pretratado, siendo éstas irreversibles. Garcia-Aparicio (2007) en un estudio sobre la hidrodlisis
enzimatica, con y sin la adicién de xilanasas, de paja de cebada pretratada mediante explosion
por vapor, obtuvo una mejor eficacia de sacarificaciéon en el sustrato pretratado en las

condiciones mas severas, 210 °C y 10 min. Esta autora observo que a pesar del bajo contenido
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en xilano del RSI (<3%), se obtenian las méaximas diferencias respecto a la mezcla control
cuando se afiadieron xilanasas al medio de hidrolisis, principalmente en las primeras 24 h del
proceso, apoyando la idea de que las xilanasas podrian unirse a la lignina, disminuyendo las
uniones inespecificas de la celulasa.

Otro de los aspectos que se derivan del uso de xilanasas, es que su implementacion en el
proceso de SFS permite reducir la cantidad de celulasas utilizada a tiempos cortos, como asi
reflejan los datos experimentales obtenidos a las 24 h de fermentacion. Como se observa en la
Figuras 84 y 85, independientemente de la carga de sustrato utilizada, a las 24 h del proceso la
concentracion de etanol en el ensayo correspondiente a la adicion de xilanasa y a una carga de
celulasas de 10 UPF se iguala con el correspondiente a la no adicion de xilanasa y una carga de
celulasas de 20 UPF. No obstante, a partir de las 24 horas y a medida que se desarrolla el
proceso, la carga de celulasa de 20 UPF siempre resulta en un incremento de la concentracion
de etanol respecto a la alcanzada con 10 UPF con adicion de xilanasa.

Existen pocas referencias bibliograficas acerca del uso de xilanasas en el proceso de
SFS. Mes Hartree y col. (1983) emplearon el sistema celulolitico de Trichoderma ES58, que
dispone de elevados niveles de enzimas xilanasas, y la levadura S. cerevisiae, en un proceso de
SFS al 5% (p/v) de paja de cebada y de trigo pretratadas mediante explosion por vapor. Estos
autores obtuvieron alrededor de 4,7 g/l de etanol tras 72 horas de ensayo en ambos sustratos, 1o
que se corresponde con un rendimiento de proceso en torno al 29% respecto al maximo teorico.
A pesar de que aplicaron una etapa previa de sacarificacion a 50 °C durante 24 horas, y que la
dosis de enzima fue de 15 UPF/g de sustrato, los rendimientos en etanol fueron bastante
menores que los obtenidos en este trabajo para la paja de trigo. En un estudio mas reciente
realizado por Ohgren y col. (2007) en ensayos de SFS del residuo de maiz pretratado mediante
explosion por vapor y diluido hasta alcanzar una concentracion de solidos en el RSI del 8%
(p/v), las cantidades de etanol liberadas a las 120 horas fueron de 20,6 g/l con la mezcla
enzimatica estandar, y 21,4 g/l cuando se incorporaba xilanasa. Estas concentraciones equivalen
a un rendimiento de proceso del 78,2 y 81,5% del teodrico, respectivamente (asumiendo un
rendimiento teorico de fermentacion del 0,46 g etanol/g de glucosa).

Por otro lado, en base a los resultados experimentales obtenidos, cabe destacar que las
diferencias observadas en las concentraciones de etanol entre las 24 y las 48 horas resultaron
significativas en todas las condiciones de SFS, produciéndose incrementos entre un 10-20%. El
mayor cambio se observa en el pretratamiento en una etapa, Figura 84, donde en Ia
concentracion de sustrato del 12%, adicion de xilanasa y con una carga de 20 UPF de celulasas,
se obtuvieron 19,53 g/l de etanol a las 24 h, frente a los 24,5 g/l de etanol a las 48 h. En el resto
de las experiencias se observan incrementos de entre 1,5 a 2,7 g/l, entre las 24 y 48 h del

proceso.
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Como se ha detallado, los resultados en base al potencial de produccion de etanol de los
RSI obtenidos tras el pretratamiento en una y en dos etapas son muy similares. Sin embargo, en
el pretratamiento en dos etapas, habria que considerar también el potencial de etanol a partir de
la corriente de pentosas generada en la primera etapa del proceso. Este se ha estimado en base a
un calculo teorico utilizando un rendimiento de conversion de xilosa a etanol de 0,44 g etanol/g
xilosa (Agbogbo y col., 2006). Teniendo en cuenta que la maxima concentracion de xilosa
obtenida en la FL A tras la primera etapa de pretratamiento (184 °C y 24 min) fue de 15 g/l, y
realizando un balance respecto a la cantidad de materia prima introducida en el reactor, se puede
determinar que a partir de esta corriente se obtendrian 71 g mas de etanol por kg de paja de trigo.

En este sentido, cabe destacar el gran parecido en la composicion de la fraccion liquida
obtenida por Nigam (2001) y el obtenido en este trabajo de investigacion. En ambos la
concentracion de xilosa se encontrd alrededor de 15 g/l. Este autor realizdo un estudio de la
fermentabilidad del hidrolizado generado tras un pretratamiento acido de la paja de trigo (90 °C,
1.85% (w/v) H,SOy, 18 h), usando una cepa de Pichia stipitis. Tras un tratamiento de ebullicion
y neutralizacion con Ca(OH), del hidrolizado, los rendimientos de fermentacidon alcanzaron
valores de 0,41+£0,01 g etanol/g xilosa, que equivale a una eficiencia de conversion del 80% del

tedrico.
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Conclusiones

Con base en los distintos estudios realizados a lo largo del trabajo de investigacion aqui

presentado, se puede inferir que:

I

II1.

Iv.

El pretratamiento con agua caliente en fase liquida resulta un proceso adecuado para el
tratamiento de la paja de trigo para su posterior conversion a etanol mediante hidrolisis

enzimatica y fermentacion.

En el pretratamiento con agua caliente en fase liquida de la paja de trigo en el intervalo
de temperatura de 170 a 200 °C y tiempo de residencia en el reactor de 0 a 40 min, ni la
variacion de la carga de sustrato de 5 a 10% (p/v), ni la aplicacion o no de una
sobrepresion afiadida al reactor (30 bares) tuvieron un efecto significativo sobre el

resultado del pretratamiento.

El pretratamiento con agua caliente en fase liquida en una etapa de la paja de trigo, en
las condiciones de188 °C y 40 min, genera un residuo pretratado completo en el que se
recupera practicamente la totalidad de la glucosa (94 %) y alrededor de un 45 % de los

azucares procedentes de la fraccion hemiceluldsica de la materia prima.

El pretratamiento con agua caliente en fase liquida de la paja de trigo en una etapa a 214
°C y 2,7 min, da como resultado la obtencion de un residuo sélido insoluble en el que la
digestibilidad enzimatica de la celulosa alcanza un valor 6ptimo de 91,2% del teérico,
lo que significa que alrededor del 87 % de la glucosa contenida en la materia prima
estaria disponible para ser fermentada a etanol. No obstante, este hecho da lugar a una
elevada pérdida de azlcares hemicelulosicos, de los cuales solo se recuperan un 12 %

de su contenido en la materia prima.

Las condiciones Optimas en el pretratamiento con agua caliente en fase liquida de la
paja de trigo en dos etapas, son 184 °C y 24 min para la primera etapa, y 219 °C y 6 min,
para la segunda etapa. En este esquema de trabajo, se obtiene en la primera etapa una
fraccion liquida enriquecida en azlicares hemicelulosicos, recuperandose un 71% de su
contenido en la materia prima, y en la segunda etapa un residuo sélido insoluble
enriquecido en celulosa, que ademas presentd una alta digestibilidad al ataque
enzimatico (86 % del tedrico). Bajo esta configuracion de pretratamiento, un 85 % de la
glucosa contenida en la materia prima podria ser fermentada a etanol, y un 81 % de los
azucares hemiceluldsicos estarian disponibles uniendo las distintas fracciones liquidas

obtenidas a lo largo del proceso.
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Atendiendo al potencial de produccion de etanol del residuo pretratado completo a 188
°C y 40 min, con base en los rendimientos del proceso de SFS obtenidos sobre este
material, se puede inferir que mediante esta configuracion se obtienen 9 g de etanol por
cada 100 g de paja de trigo, lo que significa que habria que utilizar 8,8 kg de paja de
trigo para obtener 1 1 de etanol. Si ademas se considera el potencial de produccion de
etanol a partir de los azicares hemicelulosicos contenidos en la fase liquida de este
residuo pretratado, se obtendrian 2 g mas de etanol por cada 100 g de paja de trigo, lo

que significa que habria que utilizar 7 kg de paja de trigo para obtener 1 1 de etanol.

A partir del RSI obtenido en el pretratamiento en una etapa (214 °C y 2,7 min) y
mediante un proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS), se obtienen 13
g etanol por cada 100 g de paja de trigo. En esta configuracion de proceso habria que

procesar 6 kg de paja de trigo para obtener un litro de etanol.

A partir del RSI obtenido en la segunda etapa del doble pretratamiento (1* etapa: 184 °C
y 24 min. 2% etapa: 219 °C y 6 min) y mediante un proceso de sacarificacion y
fermentacion simultanea, se obtienen 13 g etanol por cada 100 g de paja de trigo. Si
ademas se considera el potencial de produccién de etanol a partir de los azicares
contenidos en la fraccion liquida generada en la primera etapa, se obtendrian 7,4 g
etanol por cada 100 g de paja de trigo. Esto significa que haciendo utilizacion de las dos

fracciones, habria que procesar 3,9 kg de paja de trigo para obtener 1 1 de etanol.

La sacarificacion y fermentacion simultaneas del residuo so6lido insoluble obtenido del
pretratamiento con agua caliente en fase liquida de la paja de trigo requiere
concentraciones de sustrato del 12 % (p/v), carga de celulasas de 20 UPF/g celulosa y
adicion de xilanasa [5% (v/p)], para obtener concentraciones de etanol en el medio de

SFS de alrededor de 26 g/1.
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Anexo 1

ANEXO 1

ANALISIS DE LA VARIANZA PARA LAS VARIABLES RESPUESTA
ANALIZADAS EN LOS DISTINTOS DISENOS EMPLEADOS EN ESTA
INVESTIGACION
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Anexo 1

DISENO 1. EFECTO DE LAS VARIABLES DE PROCESO EN EL PACL DE

LA PAJA DE TRIGO

Variable Respuesta: Xilano en RSI

Analisis de la Varianza

Factor

Modelo
A-Temp
B-tiempo

C-Sobrepresion
D-Carga de sustrato

AB
AC
AD
BC
BD
CD
Residual
Cor Total

Suma de
Cuadrados
1303,22734
650,619316
610,193696
1,21585052
0,25238573
34,1262135
3,49186639
0,90004126
0,56169272
1,37775014
0,48852396
3,25088632
1306,47822

GL

_\01_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\
(¢, o

Cuadrado
Medio
130,322734
650,619316
610,193696
1,21585052
0,25238573
34,1262135
3,49186639
0,90004126
0,56169272
1,37775014
0,48852396
0,65017726

F-Valor

200,44185
1000,67989
938,503588
1,87002927
0,38817987
52,4875528
5,37063749
1,38430134
0,86390705
2,11903771
0,75137041

p-valor
Prob > F
< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001
0.2297
0.5606
0.0008
0.0683
0.2923
0.3953
0.2052
0.4257

Variable Respuesta: Celulosa en RSI

Anadlisis de la Varianza

Factor

Modelo
A-Temp
B-tiempo

C-Sobrepresion
D-Carga de sustrato

AB
AC
AD
BC
BD
CD
Residual
Cor Total

Suma de
Cuadrados
632,133335
223,015464
352,979845
0,08428431
2,74407513
8,49717412
0,26482687
19,9171538
13,3889333
9,97310563
1,26847228
9,11674045
641,250075

GL

_\01_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\
(@) o

Cuadrado
Medio
63,2133335
223,015464
352,979845
0,08428431
2,74407513
8,49717412
0,26482687
19,9171538
13,3889333
9,97310563
1,26847228
1,82334809

F-Valor

34,6688237
122,310965
193,588842
0,04622502
1,50496504
4,66020403
0,14524208
10,9233963
7,34304844
5,46966632
0,69568301

p-valor
Prob > F
0.0005
0.0001
< 0.0001
0.8383
0.2745
0.0833
0.7188
0.0814
0.0723
0.0665
0.4423
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Variable Respuesta: RAH en la fraccion liquida

Analisis de la Varianza

Suma de Cuadrado -valor
i Cuadrados Medio F-Valor Pprob >F
Modelo 7555,625 10 755,5625 94,8901099 < 0.0001
A-Temp 0,0625 1 0,0625 0,00784929 0.9328
B-tiempo 60,0625 1 60,0625 7,54317111 0.0705
C-Sobrepresion 7,5625 1 7,5625 0,94976452 0.3745
D-Carga de sustrato 22,5625 1 22,5625 2,83359498 0.1531
AB 7439,0625 1 7439,0625 934,262166 < 0.0001
AC 0,0625 1 0,0625 0,00784929 0.9328
AD 5,0625 1 5,0625 0,63579278 0.4614
BC 18,0625 1 18,0625 2,26844584 0.1924
BD 0,0625 1 0,0625 0,00784929 0.9328
CD 3,0625 1 3,0625 0,38461538 0.5623
Residual 39,8125 5 7,9625
Cor Total 7595,4375 15

Variable Respuesta: Eficacia de Sacarificacion del RSI

Suma de Cuadrado -valor
R Cuadrados C- Medio F-Valor Pprob >F
Modelo 10791,6057 10 1079,16057 60,2285373 0.0001
A-Temp 6331,39473 1 6331,39473 353,358577 < 0.0001
B-tiempo 4124,38716 1 4124,38716 230,184286 < 0.0001
C-Sobrepresion 13,3442394 1 13,3442394 0,74474925 0.4276
D-Carga de sustrato  45,9139268 1 459139268 2,56248118 0.1703
AB 36,4728513 1 36,4728513 2,03556963 0.2130
AC 118,650663 1  118,650663 6,6219579 0.0698
AD 43,4075734 1 43,4075734 2,42260023 0.1803
BC 22,3723161 1 22,3723161 1,24861111 0.3146
BD 54,4926925 1 54,4926925 3,04126675 0.1416
CcD 1,16955497 1 1,16955497  0,0652735 0.8085
Residual 89,5888079 5 17,9177616
Cor Total 10881,1945 15

Analisis de la Varianza
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DISENO 2. PRETRATAMIENTO EN UNA ETAPA

Variable Respuesta: RAH en la fraccion liquida

Anadlisis de la Varianza

Suma de Cuadrado -valor
Factores Cuadrados GL Medio F-Valor PF:'ob >F
Modelo 56,1633673 7 8,02333819 4982,27049 < 0.0001
A-Temp (°C) 12,5684697 1 12,5684697 7804,67108 < 0.0001
B-tiempo (min) 1,196045 1 1,196045 742,710771 0.0001
AB 8,02676784 1 8,02676784 4984,4002 < 0.0001
A’ 22,5130525 1 22,5130525 13979,9812 < 0.0001
B? 0,06360644 1 0,06360644 39,4978365 0.0081
A’B 2,00417517 1 2,00417517 1244,53719 < 0.0001
AB? 1,15542071 1 1,15542071 717,484216 0.0001
A’ 0 0
B? 0 0
Residuales 0,00483113 3 0,00161038
Falta de Ajuste 0,00209006 1 0,00209006 1,52499143 0.1423
Cor Total 56,1681985 10
Desv. Estandar 0,79 R-Cuadrado 0,94
Media 4,67 Adj. R-Cuadrado 0,88
% C.V. 17,01 Pred. R-Cuadrado 0,60
PRESS 33,53 Prediccion Adecuada 11,24
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Variable Respuesta: Eficacia de Sacarificacion del RSI

Anadlisis de la Varianza

Suma de Cuadrado -valor
Factores Cuadrados GL Medio F-Valor PF:'ob >F
Modelo 6378,9056 5 1275,78112 34,4649122 0.0007
A-Temp (°C) 3885,19707 1 3885,19707 104,95764 0.0002
B-tiempo (min) 115,281667 1 115,281667 3,11430578 0.1379
AB 659,719225 1 659,719225 17,8221521 0.0083
A? 1471,2568 1 1471,2568 39,7456395 0.0015
B? 24,3288028 1 24,3288028 0,6572366 0.4544
Residual 185,084052 5 37,0168104
Falta de Ajuste 182,433986 3 60,8113285 45,8941877 0.0714
Cor Total 6563,98965 10
Desv. Estandar 6.08 R-Cuadrado 0,97
Media 68,08 Adj. R-Cuadrado 0,94
% C.V. 8,94 Pred. R-Cuadrado 0,80
PRESS 1317,83 Prediccion Adecuada 17,04
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DISENO 3. PRIMERA ETAPA DEL PRETRATAMIENTO EN DOS ETAPAS

Variable Respuesta: RAH en la fraccion liquida

Analisis de la Varianza

Suma de Cuadrado -valor
FHiee Cuadrados CF Medio F-Valor Pprob >F
Modelo 3941,8828 5 788,37656 121,301815 < 0.0001
A-Temp (°C) 159,485147 1 159,485147  24,5388292 0.0043
B-tiempo (min) 176,655102 1 176,655102  27,1806463 0.0034
AB 1649,91489 1 1649,91489  253,860503 < 0.0001
A? 1280,26594 1 1280,26594 196,985285 < 0.0001
B? 1250,73336 1 1250,73336 192,441321 < 0.0001
Residual 32,4964867 5 6,49929733
Falta de Ajuste 31,461387 3 10,487129 20,2630323 0.1274
Cor Total 3974,37929 10
Desv. Estandar 2.55 R-Cuadrado 0,99
Media 49.35 Adj. R-Cuadrado 0,98
% C.V. 5.17 Pred. R-Cuadrado 0,94
PRESS 226.05 Predicciéon Adecuada 31.55
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DISENO 4. SEGUNDA ETAPA DEL PRETRATAMIENTO EN DOS ETAPAS

Variable Respuesta: Rendimiento de hidrolisis enzimatica (RHE) del RSI

Analisis de la Varianza

Suma de Cuadrado -valor
A Cuadrados Cr Medio F-Valor Pprob >F
Modelo 1253,08299 5 250,616598 31,5577384 0.0009
A-temp (°C) 97,558211 1 97,558211 12,2845675 0.0172
B-tiempo (min) 57,2246593 1 57,2246593  7,20575111 0.0436
AB 74,218225 1 74,218225  9,34558744 0.0282
A? 1012,095 1 1012,095 127,443392 < 0.0001
B? 36,5761412 1 36,5761412 4,60568177 0.0847
Residual 39,7076297 5  7,94152593
Falta de Ajuste 37,3278297 3  12,4426099 10,4568534 0.0885
Cor Total 1292,79062 10
Desv. Estandar 2.82 R-Cuadrado 0,96
Media 72.65 Adj. R-Cuadrado 0,94
% C.V. 3.88 Pred. R-Cuadrado 0,80
PRESS 270.80 Predicciéon Adecuada 25.23
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ANEXO IT

METODOS ANALITICOS DE BIOMASA UTILIZADOS

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS DE LABORATORIO DEL NREL (National
Renewable Eneregies Laboratory, EEUU)
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LAP (Laboratory Analysis Procedure)-001. METODO ESTANDAR PARA LA
DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES EN LA BIOMASA

El contenido en sélidos totales de una muestra de biomasa es la cantidad de so6lidos que
permanecen después de eliminar toda la materia volatil mediante el calentamiento de la muestra
a 150 °C hasta peso constante. El contenido en humedad de la muestra es la medida de la
cantidad de agua (y otros componentes volatilizados a 105 °C) presentes en la muestra. Los
resultados de los andlisis quimicos de las muestras de biomasa normalmente se expresan sobre

la base de peso seco a 105 °C.
Procedimiento

1. Secar los platillos de aluminio a 105 °C y pesarlos. Apuntar el peso.

2. Mezclar bien la muestra y pesar en el platillo entre 1 y 5 g (0,1 mg) de muestra.
Apuntar el peso. Se necesita como minimo un triplicado.

3. Poner un blanco. Un platillo sin muestra y seguir todos los pasos. La diferencia en peso
debe ser menor a un 0,5% de error.

4. Poner la muestra en el horno a 105 °C +3 °C y secar hasta peso constante.
Normalmente una noche es suficiente.

5. Sacar la muestra del horno y enfriarla en un desecador a temperatura ambiente.

6. Pesar el platillo que contiene la muestra y anotar el peso.
Cdlculos
% Solidos totales = [Peso de la muestra seca mas el plato - peso del plato/Peso de muestra

antes del secado] x 100

% Humedad [1 - so6lidos totales] x 100
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LAP-002. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS EN LA BIOMASA MEDIANTE

HPLC

Procedimiento

1.

10.

11.

12.

Pesar 0,31£0,01 g de la muestra libre de extractivos y poner en un tubo de ensayo. Hacerlo
por triplicado. Esta serd el P,
Anadir 3,00+£0,01 ml (4,92+0,01 g) de H,SO, al 72%, y agitarlo con una varilla durante 1
min hasta que esté completamente impregnado.
Poner el tubo en un bafio a 30+1 °C y mantenerlo 2 horas.
Agitar la muestra cada 15 min para asegurar una mezcla completa
Pesar 0,3+£0,01 g de glucosa de alta pureza (secada a 45 °C) y ponerlo en un tubo de ensayo.
Afadir acido y proceder como se ha descrito anteriormente. Esta muestra (estandar de
recuperacion de azucares) serd el patron y se hard en paralelo con el resto de las muestras.
Los resultados de recuperacion de azucares de esta muestra se utilizaran para corregir las
pérdidas por degradacién de azlicares durante la hidrélisis. Hacerlo por triplicado.
Una vez transcurridas las 2 horas de hidrélisis transferir los hidrolizados a una botella y
diluir a 4% la concentracion de acido afiadiendo 84,00+0,04 ml de agua desionizada. Tener
cuidado de transferir todo el residuo solido con el liquido de hidroélisis. El peso total afiadido
a la botella tarada es 89,22 g (0,3 de muestra, 4,92 g de H,SO4 al 72%, y 84,00 g de agua
desionizada). Puesto que la densidad de la solucion de 4% de acido es 1,0250g/ml, el
volumen total de la solucion (Vy) es 87,0 ml.
Cerrar cada una de las botellas e introducirlas en el autoclave.
Meter en autoclave las muestras en las botellas cerradas durante 1 h. a 121 °C+3 °C.
Después de que acaba el autoclave dejar enfriar las botellas 20 min a temperatura ambiente
antes de abrirlas.
Filtrar a vacio la solucion de hidrodlisis a través de uno de los crisoles de filtracion
previamente metidos en la mufla y pesados (hasta una precisioén de 0,1 mg).
NOTA: Una alicuota de este hidrolizado se usa para la determinacion de
lignina 4cido soluble y grupos O-acilo en paralelo con la determinacion de
carbohidratos (LAP-004 y LA-017)
Pasar una alicuota del hidrolizado a través de una columna de pre-cromatografia compuesta
de carbonato calcico y resina de intercambio i6nico
Filtrar el liquido neutralizado utilizando una jeringa con un filtro de 0,5 pm. Analizar

mediante HPLC.
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Cdlculos

1. Crear una curva de calibracion mediante analisis correlacion lineal para cada azicar a
cuantificar. A partir de estas curvas, determinar la concentracion en mg/ml de los azicares
presentes en cada solucion analizada por HPLC.

2. Calcular la cantidad de azicar recuperado de cada estandar de recuperacion de azucares (ver
punto 5 del procedimiento) a lo largo de las dos etapas de hidrdlisis. Este valor serd una
estimacion de la cantidad de cada aztcar individual destruido durante el procedimiento de
hidrolisis:

%R =[C,/Cy] x 100%

donde:

% R =% de recuperacion del estandar de recuperacion de azicares.

C, = concentracion conocida del estdndar de recuperacion de azucares antes de la hidrdlisis, en
mg/ml.

C, = concentracion del estandar de recuperacion de azucares detectada por HPLC después de la

hidrolisis, en mg/ml.

Corregir los valores de concentracion de azicares (en mg/ml ) obtenidos por HPLC para cada

azucar, determinados en la muestra hidrolizada:

Ceorr- = Cuprc / [% R/ 100]
donde :
C.orr = concentracion de azacar corregida en la muestra hidrolizada.
ChpLc = concentracion de azucar por HPLC

% R determinado en el punto 2.

Si la biomasa ha sido preparada segun el método descrito en LAP-010 para extractivos, primero
calcular el porcentaje de cada azticar presente en base al peso seco a 105 °C libre de extractivos,

y a continuacion corregir este valor en base al peso seco de la muestra inicial a 105 °C.

e Calcular el porcentaje de cada azticar en base libre de extractivos:

Ccorr x xVf
1000 g

P, x % Sélidos Totales

% azucar (libre de extractivos) = x100
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donde :
P, = peso de la muestra en gramos
Vf= Volumen de filtrado, 87,0 ml

Ccorr. = concentracion de azucar corregida en la muestra hidrolizada

e Corregir el % de azucares en base libre de extractivos, calculado antes, a una base de peso

seco inicial (sin extraccion) a 105 °C:

100 —% de extractivos
100

% de azucar en muestrainicial =% azucar (libre de extractivos) x
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LAP-003. DETERMINACION DE LIGNINA ACIDO INSOLUBLE

Para la determinacion de la lignina acido insoluble se utiliza un método que continuaria

a partir del punto 10 del LAP-002.

Procedimiento

Una vez filtrado y recogido todo el hidrolizado y tomadas las alicuotas para la
determinacion de carbohidratos y lignina soluble en acido, continuar la filtracion utilizando
agua desionizada para arrastrar cualquier particula pegada a la botella y para lavar el residuo

filtrado exento de acido, mediante filtracion a vacio.

2. Secar el crisol de filtracion y su contenido a 105 °C £+ 3 °C durante 2 horas, o hasta peso
constante.

3. Enfriar en desecador y anotar el peso, P,, del crisol, lignina acido insoluble, y cenizas acido
insolubles, con una precision de 0,1 mg.

4. Poner el crisol y su contenido en una mufla y calentar a 575 + 25 °C durante un minimo de 3
horas, o hasta que se ha eliminado el carbono. Calentar lentamente (10 °C/min), para evitar
la apariciéon de llamas.

5. Secar en desecador y anotar el peso P, del crisol y las cenizas &cido insolubles, con
precision de 0,1 mg.

Nota: La cantidad de cenizas acido insolubles que permanecen en el crisol no es igual
al contenido de cenizas totales de la muestra (este seria otro procedimiento, n® 005)
Cdlculos

- Para muestras liofilizadas, secadas al aire, secadas en estufa o que no requieran preparacion,

calc

ular el % de lignina acido insoluble en base al peso seco a 105 °C de la muestra inicial de la

forma siguiente:

% de lignina insoluble = P,-P; x 100
P, x % solidos totales

donde:

P, = peso inicial de muestra

P, =Peso de crisol, lignina 4cido insoluble, y cenizas acido insolubles.

P3:
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- Para una muestra extraida, puede ser necesario dar los resultados en base a peso seco a 105 °C,
exento de extractivos, o en base a peso seco a 105 °C de la muestra original (sin extraer), o a

ambos. Para el calculo del % de residuo acido insoluble (%RAI) en base al peso libre de

extractivos:

% de residuo acido insolublejipre de extractivos = P,-P; x 100
P, x % recuperacion de solidos

donde:

P, = peso inicial de muestra extraida
P, =Peso de crisol, residuo acido insoluble, y cenizas acido insolubles.

P;=peso de crisol y cenizas acido insolubles

- Para corregir el residuo acido insoluble calculado antes en base libre de extractivos, a una base

de peso seco a 105 °C de la muestra original sin extraer:

100 — % extractivo s

—0
=%RAI libre de extractivos X 100

% residuo acido inso luble

muestra original sin extraer
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LAP-004. DETERMINACION DE LIGNINA ACIDO SOLUBLE

La lignina acido soluble es la pequefia fraccion de lignina que se solubiliza durante el
procedimiento de hidrolisis para la obtencion de la lignina acido-insoluble. Se denomina ASL
(del inglés, “acid soluble lignin) y se puede cuantificar por espectroscopia ultravioleta. El
procedimiento describe un método para determinar ASL, que utiliza el hidrolizado generado en

el procedimiento LAP-002 (Determinacion de carbohidratos en biomasa por HPLC).

Procedimiento

1. Medir la absorbancia del hidrolizado a 205 nm, utilizando una solucion de acido sulfurico al
4% (preparada diluyendo 3 ml de acido sulfurico al 72% p/p con 84 ml de agua desionizada)

como blanco.

2. Si la lectura de absorbancia es mayor de 0,7, la muestra se debe diluir, de forma que la
absorbancia medida esté entre 0,2 y 0,7. Diluir el blanco de 4cido sulfurico al 4% de la misma

forma que la muestra.

3. Analizar las muestras por duplicado.

Cdlculos

1. Se utiliza un coeficiente de extincion de 110 I/g-cm, para calcular la cantidad lignina acido
soluble en el hidrolizado. Los coeficientes a 205 nm para la mayoria de las maderas estan entre
88 y 113 l/g-cm. El valor de 110 utilizado aqui esta de acuerdo con el valor utilizado en el

procedimiento TAPPIL, y representa una media de valores de diferentes maderas y pulpas.

2. Para una muestra de biomasa sélida, el % de ASL en base al peso seco a 105 °C, o en base

libre de extractivos se calcula de la siguiente manera:

pxa Y ><Vxloof) I

X a m

% ASL= 100
? P x% Solidos Totales %

100
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donde :

A = Absorbancia a 205 nm

df = factor de dilucion

b = longitud de paso de luz de la cubeta del espectrofotometro, 1 cm.
a = coeficiente de extincion = 110 I/g-cm.

V = volumen de filtrado. Este volumen sera 87 ml.

P = peso de muestra inicial en gramos (de LAP-002).

% solidos totales = % de contenido en solidos totales de la muestra (inicial, o después de la

extraccion), en base a peso seco a 105 °C, determinado en el analisis LAP-002.

3. Para una muestra de biomasa extraida, el % de ASL, calculado anteriormente, se puede

convertir en base al peso seco de la muestra inicial a 105 °C:

% ASL muestra inicial = % ASL(libre de extractivos) x 100- % de extractivos
100
donde:

% ASL(libre de extractivos) = % de lignina soluble en 4cido, o en base al peso seco a 105 °C

libre de extractivos, segiin se determiné en la etapa anterior.

% de extractivos = % de extractivos en la muestra extraida determinado en LAP-010.
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LAP-005. DETERMINACION DE CENIZAS EN BIOMASA

Este método abarca la determinacién de cenizas, expresada como el porcentaje de

residuo que permanece después de una oxidacion seca (oxidacion a 550-600 °C), de maderas

duras y blandas, materiales herbaceos, etc. Todos los resultados se dan relativos al peso de la

muestra secada en estufa a 105 °C. Las muestras se deben haber secado a 105 °C seglin el LAP

001, antes del ensayo de cenizas. También se puede utilizar material secado al aire, pero en este

caso se debe corregir su contenido en humedad antes de calcular el contenido en cenizas. Las

muestras de ensayo deben pesar de 0,5 a 1,0 g y su tamafio debe ser menor de 1 mm de

diametro.

Procedimiento

1.

Cdlculos

Determinar la tara del crisol, introduciendo el crisol vacio en la mufla a 575 +
25 °C hasta peso constante. Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un
desecador y pesar con precision de 0,1 mg. Si se utiliza un crisol de porcelana
es recomendable calentar el crisol durante al menos tres horas, enfriar, pesar y
volver a calentar durante otra hora mas, o hasta que el peso de la tara varie

menos de 0,3 mg.

Pesar de 0,5 a 1,0 g y anotar el peso descontando la tara del crisol (P).
Introducir el crisol en la mufla a 575 + 25 °C durante un minimo de tres horas, o
hasta que el carbono se haya eliminado. Calentar lentamente y evitar sobrepasar

la temperatura.. Si la muestra tiende a encenderse, cubrir parcialmente el crisol.

Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un desecador y pesar con precision
de 0,1 mg. Repetir el proceso de calentamiento hasta que el peso sea constante

(variacion menor de 0,3 mg). Anotar como P,.

Para muestra secadas a 105 °C:
% cenizas = (P;/P;) x 100
Para muestras secadas al aire:

% de cenizas = [P}/(P, x T/100)]x100

Donde : T =% de s6lidos de la muestra, en base al peso seco a 105 °C (LAP-001).
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LAP-010. DETERMINACION DE EXTRACTIVOS EN BIOMASA

Para muchos tipos de materiales biomasicos es necesario separar los extractivos antes de

la caracterizacion del material, con el fin de evitar interferencias que pudieran falsear los

resultados. En este método se utiliza una extraccion Soxhlet con agua (para extraer taninos,

azlcares, etc.), y posteriormente con etanol al 95% (para extraer ceras, grasas, resinas, etc.).

Procedimiento

La muestra se debe componer de aproximadamente 10 g de muestra molida. Si la
muestra requiere molienda antes de la extraccion, pasar la muestra a través de una malla

de 40 mesh. Si la muestra es una muestra himeda, secar al aire antes de moler.

Secar el dedal de extraccion del Soxhlet a 105 °C hasta peso constante. Secar a

temperatura ambiente en un desecador y pesar con precision de 0,1 mg.

Afadir cuidadosamente la muestra al dedal, procurando no llenar el dedal hasta el
borde (dejar aproximadamente 1 cm). Poner un tapon de lana de vidrio para evitar

pérdidas de la muestra durante la extraccion.
Pesar el matraz o recipiente de recogida de muestra, con una precisioén de 0,1 mg.

Montar el aparato Soxhlet utilizando al menos 160 ml de agua desionizada. Insertar el
dedal y calentar a reflujo durante 24 horas. Peridédicamente chequear la velocidad de
reflujo y ajustar la velocidad de calentamiento para se produzcan de 4 a 5 cambios de

disolvente por hora.

Una vez completado el tiempo de extraccion, retirar el dedal y transferir la muestra con
cuidado a un embudo Buchner. Retirar el disolvente residual mediante filtracion a vacio
y lavar la muestra con agua, recogiendo todo el filtrado. Dejar secar al aire la biomasa

en el embudo Buchner mientras todavia esta unido al sistema de vacio.

Combinar el filtrado con el disolvente en un matraz de 250 ml y poner en el rotavapor
para retirar el disolvente. Utilizar un bafio con agua a 45 °C para calentar el matraz

durante la evaporacion.

Después de que todo el disolvente se ha eliminado, colocar el matraz en una estufa a 40
°C durante 24 horas. Después, dejar enfriar el matraz a temperatura ambiente en un

desecador. Pesar el matraz con una precision de 0,1 mg.

Para la extraccion y el calculo de los extractivos en etanol, el procedimiento es el mismo

a partir del punto 5, pero sustituyendo el agua desionizada por etanol al 95%.

231



Anexo 11

Cdlculos

1. Calcular el peso seco de la muestra, utilizando el dato del contenido en solidos medio

segun el método LAP-001:

Peso seco (PS)= (Peso dedal y muestra- peso dedal) x % de sélidos totales

100

% de extractivos (etanol) = Peso matraz de recogida mas residuo- peso del matraz x 100

PS

% de extractivos (agua) = Peso matraz de recogida més residuo- peso del matraz x 100

PS

% de extractivos Total = % extractivos (etanol) + % extractivos (agua)
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LAP-017. DETERMINACION DE GRUPOS O-ACILO EN BIOMASA MEDIANTE
HPLC

Los grupos alifaticos presentes en maderas y materiales herbaceos son grupos acetilo y
formilo que se pueden combinar como grupos O-acilo con la parte polisacaridica. Este método
emplea una hidrolisis acida diluida para separar los grupos O-acilo de los polisacaridos. A
continuacion se cuantifican los 4cidos acético y formico mediante HPLC. El protocolo de este
método utiliza el hidrolizado generado en el método LAP-002, en el punto 10. Se debe tener
especial cuidado en las etapas posteriores al autoclave en el LAP-002, para asegurar que no se
pierden componentes volatiles. Todos los resultados se expresan relativos al peso seco a 105 °C
de la muestra; si son materiales donde se ha hecho una extraccion, los resultados se pueden dar

también en base al peso libre de extractivos.

Procedimiento

1. Una vez sacadas las muestras hidrolizadas del autoclave (como parte del procedimiento
LAP-002), dejar enfriar los contenidos de las botellas durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Agitar vigorosamente el contenido de las botellas y dejar enfriar mas, hasta

que el contenido esté a temperatura ambiente y los s6lidos depositados en el fondo.

2. Abrir las botellas y con una jeringa desechable, tomar inmediatamente 1,5 ml de
muestra, teniendo cuidado nuevamente de no remover los solidos depositados en el
fondo. Filtrar esta muestra rapidamente a través de un filtro de 0,2 um en un vial y

cerrar inmediatamente.

3. Prepara una serie de estandares de calibracion con agua desionizada para hacer una
curva de calibracion de cada compuesto de interés. Un esquema sugerido para una
columna HPX-87H es preparar una serie de estindares multi-componentes que
contengan acido acético, acido férmico y acido levulinico, en el intervalo de 0,02 a 0,5

mg/ml.

4, Preparar un estandar de verificacion de la calibracion (CVS) independiente, utilizando
productos quimicos de diferente procedencia que los utilizados en los estandares de
calibracion. Este estdndar debe contener cantidades precisas de cada componente
contenido en los estandares de calibracion, en una concentracion intermedia del rango
validado de la curva de calibracion. Se debe medir después de cada curva de calibracion
y a intervalos regulares en la secuencia de HPLC. Este estandar se utiliza para verificar

la calidad de la curva de calibracion a lo largo del experimento de HPLC.
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Anexo 11

5. Analizar las muestras utilizando una columna HPX-87H de BioRad y las siguientes

condiciones instrumentales:

Eluyente: acido sulfurico 0,01 N filtrado por un filtro de 0,2 um
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min

T? de la columna: 55 °C

Detector: Indice de refraccion

Tiempo de ensayo: 20 minutos.

Nota: Tener en cuenta que puede haber pequefias cantidades de furfural e hidroximetilfurfural

y estos picos pueden interferir en los cromatogramas.

Cdlculos
1. Crear una curva de calibracion mediante analisis de regresion lineal para cada
componente a cuantificar. A partir de estas curvas, determinar la concentracién
en mg/ml de los acidos orgéanicos presentes en cada solucién analizada por
HPLC.
2. Para muestras liofilizadas, secadas al aire, o muestras secadas en estufa, o para

muestras que no requieren preparacion, calcular el porcentaje de cada acido

organico presente en la muestra en base al peso inicial a 105 °C:

1000g
P, x%solidos totales

100

% analito =

C = concentracion del componente en la muestra hidrolizada en mg/ml.

Nota: Si la muestra se ha preparado segun LAP-010, primero calcular el % de analito en

base libre de extractivos, y luego corregir a en base a P. seco a 105 °C de la muestra inicial.
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