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(campus de Ourense) de la Universidad de Vigo (marzo-diciembre 2012) donde estudié el
aprovechamiento de estos residuos (paja de avena y cebada) para la obtencién de bioetanol
de segunda generacion y diversos oligdmeros de amplio espectro de aplicacién industrial.
Consecuencia de esta estancia se han publicado dos articulos cientificos: Agricultural residue
valorization using a hydrothermal process for second generation bioethanol and
oligosaccharides production, Bioresource Technology, 191, 263-270 y Biorefinery scheme for
residual biomass using autohydrolysis and organosolv stages for oligomers and bioethanol
production, Energy & Fuels, 30, 8236-8245. Ademds, hay otro articulo enviado y se estd
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Resumen

El concepto de economia sostenible se aplica cada vez mas en todos los dambitos
sociales e industriales, reflejdndose, como no podia ser de otra manera, en las nuevas
necesidades de mercado, donde el compromiso ecoldgico es cada vez mas fuerte. Asi, la
sociedad esta cada dia mas concienciada y convencida de la necesidad de consumir productos
qgue se hayan obtenido a través de procesos respetuosos con el medio ambiente. En este
punto, la obtencién de bioproductos es un mercado en constante expansion con aplicaciones
en diversas industrias como la quimica, papelera, farmacéutica y alimentaria. intimamente
ligado a esto se encuentra el concepto de biorrefineria, definido por el Laboratorio Nacional de
Energias Renovables de EEUU (NREL) como, “aquella instalacion que integra procesos de
transformacidon de biomasa y equipos adecuados para producir combustibles, energia y
quimicos a partir de la biomasa”, optimizando el procesamiento de la biomasa, aumentando su
eficiencia y minimizando sus impactos ambientales frente a las refinerias de petréleo (PER
2011-2020). Las biorrefinerias de segunda generacion se centran en el fraccionamiento de los
materiales lignoceluldsicos en sus principales componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina,
permitiendo obtener una gran variedad de productos industriales; biocombustibles,

biomateriales, pastas celuldsicas y nanofibras de celulosa, lignina y sus derivados, etc.

Un ejemplo de material lignoceluldsico susceptible de ser valorizado y aprovechado se
puede encontrar en la paja de cereales, que por su composicidon y abundancia suponen una
materia prima idonea para la produccién de pastas celuldsicas para la obtencion de papel y
celulosa moldeada, asi como para la produccién de otros compuestos de valor afiadido como

oligosacaridos, bioetanol de segunda generacién y nanofibras de celulosa.

Segun la FAO, la produccién mundial total de cereales en 2014 ascendié a 2.818
millones de toneladas. De entre todos los cereales, la produccidn total en el mundo de maiz,
trigo, cebada, colza y avena fue 1.037 Mt, 792 Mt, 144 Mt, 73,8 Mt y 22,7 Mt,
respectivamente; generdndose en Europa el 64,81% y el 64,40% del total de la produccién de
cebada y avena, suponiendo el 38,98%, 31,48% y 12,42% la colza, el trigo y el maiz,
respectivamente. Considerando que por cada kilogramo de cereales se generan entre 0,53 y
1,3 kg de residuo (paja), ésta actividad agricola genera al aflo una elevada cantidad de
residuos, que en la actualidad son utilizados, en el mejor de los casos y en cantidades
pequefias, como enmienda agricola y alimento para el ganado, siendo en su mayoria
guemados directamente en el campo, lo que provoca contaminacion y riesgo de incendios.
Segln los datos emitidos por la FAO, en el afio 2014 se quemaron 379,4 Mt de residuos

agricolas provocando unas emisiones de 29.746 Gg de equivalentes de didxido de carbono
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procedentes de la produccién de metano y 6xido nitroso durante la quema de residuos de

maiz, arroz, cafa de azucar vy trigo.

El uso de la paja de cereal y otros materiales lignocelulésicos no madereros presenta

una serie de ventajas con respecto a las especies madereras, como son:

4+ Permite sustituir las especies madereras, mas Utiles para otros usos mas nobles,

disminuyendo las deforestaciones y las replantaciones incontroladas.

4+ Se disminuyen las importaciones de madera en paises con déficit de materias primas

madereras, lo que supondria un beneficio para su economia.

4+ Permite incrementar la rentabilidad de la produccion de productos agroalimentarios,
ya que no sélo se obtendria beneficio del principal producto, sino que los residuos
podrian aprovecharse para obtener productos de alto valor afiadido, lo que podria

resultar atractivo para las empresas agricolas.

Por tanto, es importante investigar el aprovechamiento integral de este tipo de

materiales lignoceluldsicos.

Por una parte, los residuos agricolas (paja de cereal) se pueden someter a un proceso
de pasteado semiquimico con diferentes reactivos. En este trabajo, sosa con o sin adicién de
antraquinona (este Ultimo, proceso Specel®) para el fraccionamiento de la biomasa,
obteniendo, por un lado un sdlido, rico en celulosa y hemicelulosas, a partir del cual se
produciran pastas celulésicas; y por otro lado un licor negro con alto contenido en lignina,
pudiéndose separar esta lignina para una posterior obtencién de productos de valor afiadido.
Dichas pastas celuldsicas se pueden emplear directamente en la produccion de papel o para

dar lugar a envases ecoldgicos de diversos usos.

Por otra parte, mediante los tratamientos hidrotérmicos o de autohidrdlisis,
consistentes en tratar la materia prima con agua a elevada temperatura, se puede solubilizar el
mayor porcentaje posible de hemicelulosas, que estdn constituidas principalmente por
unidades de xilosa. De esta manera se obtienen dos fracciones: una sélida, compuesta
principalmente por celulosa y lignina, y otra liquida o hidrolizado, formada por una mezcla de
oligdmeros (xilooligdmeros), monosacaridos (principalmente xilosa), productos de
descomposicion de azucares (furfural o hidroximetilfurfural) y acido acético. Este ultimo se

genera a partir de los grupos acetilos presentes en la hemicelulosa, actuando como catalizador
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de la reaccién de autohidrdlisis. Los xilooligosacaridos obtenidos en este tratamiento pueden
tener diversas aplicaciones, como aditivos alimentarios y farmacos y como sustrato para la
produccién de azlcares tras una hidrélisis adecuada. Por otro lado, los monosacaridos
(glucosa, xilosa, etc.) pueden fermentarse obteniéndose productos con un elevado valor

anadido, como es el xilitol.

A la fraccion sélida obtenida del proceso de autohidrélisis se le puede aplicar un
tratamiento de pasteado con distintos reactivos y/o disolventes, con la finalidad de separar la
celulosa vy la lignina, obteniéndose dos nuevas fracciones: una sélida rica en celulosa (pasta
celuldsica) y otra liquida de color oscuro (lejia negra), que contiene productos de degradacion

de la lignina y de la celulosa, sales de acidos organicos complejos y lignofenolatos.

Estos procesos hidrotérmicos y de pasteado son también adecuados como
tratamientos previos a la obtencién de bioetanol mediante la hidrdlisis de polisacaridos y la
fermentacién de los azlcares resultantes. En la mayoria de los casos, la etapa de hidrdlisis es
catalizada por enzimas, mientras que la fermentacion puede llevarse a cabo ya sea durante o
después de la etapa de hidrélisis enzimdtica; el primer enfoque se conoce como "hidrdlisis y

fermentacion simultaneas".

Por ultimo, toma cada vez mas importancia la produccién de nanofibras de celulosa o
celulosa nanofibrilar (CNF/LCNF de sus siglas en inglés) a partir de celulosa obtenida en
procesos clasicos de pasteado. Asi, las pastas celuldsicas obtenidas por el pasteado a la sosa,
se pueden someter a un proceso de fricciéon ultrafina, seguido por un proceso de
microfluidizacién para obtener nanofibras de celulosa con elevado contenido en lignina (LCNF,
también llamadas NFLC). Las CNF/LCNF tienen propiedades y funcionalidades Unicas
comparadas con las macrofibras, ademas de poder considerarlas como una alternativa a los
materiales derivados del petréleo y de las fuentes no renovables. Las CNF/LCNF, debido a su
abundancia, biodegradabilidad, naturaleza renovable y estructura Unica, tienen mdultiples
aplicaciones como agente de refuerzo en la fabricacién de papel, envases y composites,
revestimientos, membranas, embalajes, pudiéndose combinar con polielectrolitos en el
procesado de fibras. Otras aplicaciones destacables son los excelentes geles que forman en
dispersiones acuosas a bajos contenidos de sdlidos, aerogeles resistentes, espumas,
emulsiones y dispersiones estabilizantes. Los films preparados a partir de nanocelulosa,

denominados nanopapeles presentan propiedades mecanicas extraordinarias.
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En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la valorizacién de residuos de la
industria agroalimentaria. En concreto, paja de distintos cereales: maiz, colza, cebada y avena;
habiendo sido estos dos Ultimos materiales los mas ampliamente estudiados para la
produccién de pastas celuldsicas y papel, oligosacaridos y bioetanol de segunda generacion y

nanofibras de celulosa siguiendo el esquema de biorrefineria de materiales lignoceluldsicos.
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The concept of sustainable economy is being increasingly applied in all social and
industrial aspects leading, of course, to new market needs, where the ecological commitment
is a very important factor. Thus, society is becoming aware and convinced of the need to
consume products which have been obtained through environmentally respectful processes.
At this point, the production of bio-based products is a constantly expanding market with
applications in several industries as the chemical, paper, pharmaceutical and food ones.
Closely associated with this, the biorefinery concept, which has been defined by the National
Renewable Energy Laboratory (NREL) of the United States as “a facility that integrates biomass
conversion processes and equipment to produce fuels, power, and chemicals from biomass”,
comes up. Furthermore, the modern biorefineries improves the biomass processing, increasing
its efficiency and minimizing the environmental impacts against the oil refineries (Spanish
Renewable Energy Plan, PER 2011-2020). Second generation biorefineries are focused on the
fractionation of lignocellulosic materials in their main components: cellulose, hemicellulose
and lignin. Because of this, a wide variety of industrial products are allowed to be produced:

biofuels, biomaterials, cellulosic pulps and cellulosic nanofibers, lignin and its derivatives, etc.

Cereals straw is an example of lignocellulosic material susceptible of being valorized
and harnessed, which due to its composition and abundance constitutes a suitable raw
material for the production of cellulosic pulps to obtain paper and molded cellulose, as well as
for the production of other high added values compounds such as oligosaccharides, second

generation bioethanol and cellulose nanofibers.

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ), total
world cereal production in 2014 amounted to 2,818 million tons. The total world production of
maize, wheat, barley, rapeseed and oat was 1,037 Mt, 792 Mt, 144 Mt, 73,8 Mt and 22,7 Mt,
respectively; the 64.81% and the 64.40% of the total production of barley and oat were
produced in Europe, accounting for the 38.98%, 31.48% and 12.42%, rapeseed, wheat and
maize, respectively. Considering that to obtain one kilogram of grains between 0.53 and 1.3 kg
of residue (straw) is generated, this agricultural activity creates a large quantity of residues per
year. Nowadays, at best and in small quantities, these residues are used as organic
amendment and food for cattle, but mostly are burned directly in the field, which causes

pollution and fire risks.
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According to data released by FAO, in the year 2014, 379.4 Mt of agricultural residues
were burned causing emissions of 26,746 Gg of carbon dioxide equivalents from methane and

nitrous oxide produced during the burning of maize, rice, sugarcane and wheat crop residues.

The use of cereals straw and other non-wood lignocellulosic materials in the

biorefinery industry has several advantages compared to wood species:

% It enables the substitution of wood species, which are more useful for other purposes,

reducing the uncontrolled deforestations.

4+ Wood importations in countries with deficits of wood species are reduced, which

would benefit their economy.

#+ The profitability of the agri-food products manufacture could be increased since a
benefit of the residue might be obtained apart from the profit generated by the main
product. In addition, this byproduct could be used to get high added value compounds.

This alternative could be an attractive plan for agricultural businesses.

Hence, researching the integral use of this kind of lignocellulosic materials becomes

important.

On the one hand, crop residues (cereals straw) can be subjected to a semi-chemical
pulping process with several reagents. In this work, sodium hydroxide with or without addition
of anthraquinone (the latter called Specel® process) is used in order to carry out the
fractionation of the biomass, getting by one side a solid rich in cellulose and hemicelluloses,
from which cellulose pulps will be produced and, on the other side, a high lignin content black
liguor. This lignin could be separated for a further production of high added value compounds.
Such cellulosic pulps can be directly used for the manufacture of paper or ecological packaging

of different applications.

On the other hand, through hydrothermal or autohydrolysis treatments, consisting of
treating the raw material with water at high temperatures, the largest possible percentage of
hemicelluloses can get solubilized, which are mainly constituted of xylose units. Thus, two
fractions are obtained: a solid one mainly composed by cellulose and lignin, and a liquid one or

hydrolysate, consisting of a mixture of oligomers (xylooligomers), monosaccharides (primarily



Summary

xylose), sugars decomposition products (furfural or hydroxymethylfurfural) and acetic acid.
The latter is generated from the acetyl groups which are present in the hemicellulose, working
as catalysts in the autohydrolysis reaction. The obtained xylooligosaccharides in this treatment
may have several applications as food additives and drugs as well as a substrate for the
production of sugars after a proper enzymatic hydrolysis. Moreover, monosaccharides

(glucose, xylose, etc.) can be fermented to obtain products of high added value, such as xylitol.

The solid fraction from the autohydrolysis process can be subjected to a pulping
treatment with different reagents and/or solvents in order to separate cellulose and lignin. In
this way, two new fractions are obtained: a solid one, rich in cellulose (cellulosic pulp) and a
dark liquid one (black liquor), which contains lignin and cellulose degradation products, salts of

complex organic acids and lignophenolates.

These hydrothermal and pulping processes are also suitable as previous treatments to
the productions of bioethanol through the hydrolysis of polysaccharides and fermentation of
the resulting sugars. In the majority of cases, the hydrolysis stage is catalyzed by enzymes,
while the fermentation can be carried out both, during or after the enzymatic hydrolysis stage;

the first approach is known as “Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF)”.

Last but not least, the production of cellulose nanofibers (CNF) (also called nanofibrillar
cellulose, NFC), from the cellulose obtained in the classic pulping processes, is becoming
increasingly more relevant. Thus, the cellulosic pulps produced through the soda pulping
process can be subjected to an ultra-fine friction process, followed by a microfluidization
process in order to get high lignin content cellulose nanofibers (LCNF, also called NFLC).
NFC/NFLC have unique properties and features compared to macrofibers, as well as being
considered as an alternative to petroleum-derived materials and to non-renewable sources.
Due to their abundance, biodegradability, renewable nature and unique structure, the
NFC/NFLC present many applications as a reinforcing agent in the manufacture of paper,
packaging and composites, coating, membranes, and can be combined with polyelectrolytes in
the fiber processing. Other outstanding applications are the excellent gels that NFC/NFLC form
in aqueous suspensions at low solids contents, resistant aerogels, foams, emulsions and
stabilizing dispersions. The films prepared from nanocellulose, called nanopapers, present

extraordinary mechanical properties.
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In this Doctoral Thesis, the valorization of agri-food industry residues has been
performed. In particular, different cereals straws have been used: maize, rapeseed, barley and
oat. The two latter materials have been widely studied for the production of cellulosic pulps
and paper, oligosaccharides and second generation bioethanol as well as cellulose nanofibers,

following the lignocellulosic materials biorefinery scheme.
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Objetivos

El objetivo de la presente Tesis Doctoral es el aprovechamiento integral, siguiendo un

esquema de biorrefineria, de residuos procedentes de la industria agroalimentaria.

Concretamente, la valorizacion de pajas de cereales para la produccién de pastas celulésicas,

oligosacaridos, bioetanol de segunda generacion y nanofibras de celulosa.

1)

2)

3)

4)

5)

Los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral son los siguientes:

Caracterizacion fisico-quimica de diversos tipos de paja de cereales (cebada, avena,
maiz, trigo y colza) determinando los contenidos de extractos en etanol, solubilidad en
sosa al 1%, a-celulosa, hemicelulosa, lignina, cenizas.

Articulo |

Obtencidon de pastas celuldsicas a partir de paja de cereales (cebada, avena, maiz y
colza) empleando como reactivo quimico hidroxido sddico bajo las condiciones de
temperatura, tiempo, concentracion de reactivo y relacién liquido/sélido marcadas por
el proceso industrial Specel®.

Articulo |

Caracterizacion quimica de las pastas celuldsicas resultantes, determinando el
rendimiento, grado de refino, nimero Kappa y viscosidad.

Articulo |

Formacidn y caracterizacion fisica de las hojas de papel obtenidas a partir de dichas
pastas, determinando el indice de traccion, de estallido y de desgarro, el alargamiento
y el grado de blancura.

Articulo |

Estudio de la influencia de las variables de operacion (temperatura, tiempo,

concentracién de sosa-antraquinona) sobre las caracteristicas fisico-quimicas de las
pastas celuldsicas y de las hojas de papel obtenidas a partir de ellas (rendimiento,
viscosidad, numero Kappa, indice de traccién, de estallido, de desgarro, alargamiento y

grado de blancura).

Articulo Il
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6)

7)

8)

9)

Estudio de la influencia de las variables de operacién del tratamiento hidrotérmico
(temperatura y tiempo) de la paja de cebada sobre la composicidon de las fracciones
sélidas obtenidas (rendimiento en sdlido, contenido de compuestos no volatiles,
contenido de glucano, xilano, arabinano, grupos acetilo, lignina klason y otros) y sobre
la composicion de las fracciones liquidas resultantes (concentracién de azucares,

oligdmeros, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural).
Articulo Il

Estudio de la influencia de las condiciones de operacidén y optimizacidon de estas en el
tratamiento hidrotérmico sobre la susceptibilidad del sélido resultante a la hidrdlisis
enzimatica (considerando las siguientes variables de operacién en dicha hidrdlisis

enzimatica: relacion liquido/sélido, relacidn celulasa/sustrato y tiempo).
Articulo Il

Estudio de la produccion de bioetanol mediante sacarificacién y fermentacién
simultaneas en modo fed-batch (FBSSF) a partir de los dptimos encontrados en los
objetivos 6 y 7. Estudio de la influencia de las variables de operacién de la SSF
(concentracién de biomasa, relacion liquido/sélido, relacién celulasa/sustrato vy

tiempo) sobre la conversién a bioetanol y sobre la concentracién de bioetanol.
Articulo llI

Estudio de la influencia de las condiciones de operacién (temperatura, tiempo,
concentracién de etanol, relacién liquido/sélido) en la deslignificacién organosolv con
etanol de la fraccidn sélida resultante del tratamiento hidrotérmico, sobre el grado de
fraccionamiento obtenido y la composicion de las fracciones sodlida y liquida

resultantes.

Articulo IV

10) Estudio de la influencia de las variables de operacion (relacién liquido/sélido, carga

enzimatica, concentracion de sdélidos, tiempo) sobre produccion de bioetanol
mediante sacarificacién y fermentacion simultaneas en modo fed-batch (FBSSF) de los
sélidos autohidrolizados-deslignificados, obtenidos en la etapa 9, sobre la conversion

a bioetanol y la concentracion de bioetanol.

Articulo IV
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11) Produccién de nanofibras de celulosa con contenido en lignina (LCNF 6 NFLC)
mediante tratamientos mecdnicos, a partir de las pastas celuldsicas obtenidas del
pasteado de la paja de cebada y de avena bajo las condiciones de operacién del

proceso Specel®.
Articulo V

12) Caracterizacion de las nanofibras de celulosa mediante técnicas de microscopia,

espectroscopia y termogravimetria.
Articulo V

13) Fabricacién de nanopapeles mediante filtracion y casting, empleando sélo LCNF o
LCNF con hemicelulosas afiadidas (xilanos afiadidos) determinando sus propiedades
mecanicas y comportamiento frente al agua, a través de la medicidon del angulo de

contacto (WCA).
Articulo V

14) Estudio del comportamiento reoldgico de las suspensiones acuosas de nanofibras de
celulosa (de cebada y avena) preparadas a diferentes concentraciones asi como de la

influencia de la lignina en dicho comportamiento.
Articulo V

15) Estudio el comportamiento reoldgico de las suspensiones de NFLC con adicion de

electrolitos (NaCl y CaCl,) y con hemicelulosas (xilanos).

Articulo V



Objectives

The main objective of this Doctoral Thesis is the integral use, following the biorefinery

scheme, of the residues from agri-food industry, more precisely, the valorization of different

cereals straws for the production of cellulosic pulps, oligosaccharides and second generation

bioethanol as well as cellulose nanofibers.

1)

2)

3)

4)

5)

The specific goals of this Doctoral Thesis are the following:

Physico-chemical characterization of different kinds of cereals straws (barley, oat,
maize, wheat and rapeseed), by determining the alcohol extractives, 1% NaOH

solubles, a-cellulose, hemicellulose and lignin content.

Article |

Production of cellulose pulps from cereals straws (barley, oat, maize and rapeseed)
using sodium hydroxide as chemical reagent under the conditions of temperature,
time, reagent concentration and liquid-to-solid ratio fixed by the Specel© industrial

process.

Article |

Chemical characterization of the resulting cellulosic pulps, by determining vyield,

beating degree, Kappa number and viscosity.

Article |

Formation and physical characterization of paper sheets from the above mentioned

pulps, measuring the tensile, burst, tear and stretch indexes, as well as brightness.

Article |

Study of the influence of the operation variables (temperature, time, soda-
anthraquinone concentration) on the physico-chemical characteristics of the cellulosic
pulps and the respective paper sheets (yield, viscosity, Kappa number, tensile, burst,

tear and stretch indexes and brightness).

Article I



6)

7)

8)

9)

Objectives

Study of the influence of the operation variables of the barley straw hydrothermal
treatment (temperature and time) on the composition of the obtained solid fractions
(solid yield, non-volatile compounds content, glucan, xylan, arabinan, acetyl groups
and Klason lignin contents, and others) and on composition of the resulting liquid
fractions (sugars, oligomers, acetic acid, furfural and hydroxymethylfurfural

concentrations).

Article 11l

Study of the influence of the operation conditions and optimization of the ones in the
hydrothermal treatment on the susceptibility to the enzymatic hydrolysis of the
resulting solid (considering the following operation variables in the mentioned

enzymatic hydrolysis: liquid-to-solid ratio, cellulase-to-substrate ratio and time).

Article Ill

Study of the production of bioethanol through simultaneous saccharification and
fermentation in fed-batch mode (FBSSF) from the optimal results found in the previous
aims, 6 and 7. Study of the influence of the FBSSF operation variables (biomass
concentration, liquidto-solid ratio, cellulase-to-substrate ratio and time) on the

conversion to bioethanol and on the bioethanol concentration.

Article 11l

Study of the influence of the operation variables (temperature, time, ethanol
concentration and liquid-solid ratio) on the ethanol organosolv delignification of the
obtained solid fraction from the hydrothermal treatment, on the fractionation degree

and on the resulting solid and liquid fractions composition.

Article IV

10) Study of the influence of the operation variables (liquid-solid ratio, enzymatic loading,

solids concentration and time) on the bioethanol production through the FBSSF of the
autohydrolyzed-delignified solids, obtained in the 9 stage, and on the conversion to

bioethanol and bioethanol concentration.

Article IV
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11) Production of cellulose nanofibers with lignin content (NFLC), through mechanical
treatments, from the cellulosic pulps obtained from the Specel® pulping process of

barley and oat straw.

Article V

12) Characterization of cellulose nanofibers using microscopic, spectroscopic and

thermogravimetric techniques.

Article V

13) Nanopapers production through filtration and casting techniques, using pure NFLC or
NFLC with added/extra hemicelluloses (xylans), and determination of their mechanical

properties and behavior against water by measuring the water contact angle (WCA).

Article V

14) Study of the rheological behavior of the NFLC aqueous suspensions at different
concentrations (from barley and oat cellulosic pulps) as well as the role of lignin on the

rheological behavior.

Article V

15) Study of the rheological behavior of NFLC suspensions with added electrolytes (NaCl

and CacCl,) and hemicelluloses (xylans).

Article V
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1. BIORREFINERIA: CONCEPTO Y CLASIFICACION
1.1. EL CONCEPTO DE BIORREFINERIA

La madera fue la principal fuente de energia hasta el siglo XIX, sin embargo, el uso de
este material como combustible fue menguando progresivamente con la revolucién industrial
comenzando la era de los combustibles fdsiles. Hoy en dia, el aumento del precio, los
problemas medioambientales ocasionados por su uso asi como las reservas limitadas de estos
combustibles fdsiles, hace necesario el desarrollo de actividades econdmicas mas sostenibles,

en las que la biomasa vegetal adquiere de nuevo importancia.

La obtencidn de bioproductos es un mercado en constante expansion con aplicaciones

en diversas industrias como la farmacéutica, quimica, papelera y alimentaria.

intimamente ligado a este mercado se encuentra el concepto de biorrefineria, término
gue engloba la integracién de procesos y tecnologias para un uso eficaz de las materias primas,
logrando asi instalaciones que operan de una manera sostenible con el medio ambiente
(Bioenarea). Este concepto de biorrefineria se ha ido desarrollando, por analogia con las
refinerias de petrdleo, para aludir a una amplia variedad de estructuras productivas integradas
con el fin de optimizar el procesamiento de la biomasa, hacerlas mas eficientes y minimizar sus
impactos ambientales (PER 2011-2020). Se trata, por tanto, de instalaciones productivas en las
que, al igual que las refinerias actuales mas avanzadas, se produzcan combustibles, energia y
diferentes lineas de productos quimicos, utilizando en el proceso biomasa vegetal en lugar de

petréleo.

En los ultimos afios son numerosas las definiciones que se encuentran del concepto de

biorrefineria:

% International Energy Agency (IEA) ha resumido el concepto de biorrefineria como “el
procesamiento sostenible de biomasa en un espectro de productos para el mercado y

la produccion de energia” (IEA Bioenergy Task 42 on Biorefineries).

+ National Renewable Energy Laboratory (NREL) define el concepto como “aquella
instalacion que integra procesos de transformacion de biomasa y equipos adecuados

para producir combustibles, energia y quimicos a partir de la biomasa”.
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% Otras definiciones encontradas en la bibliografia:

0.

% “Industrias integradas de productos de base bioldgica, que utilizan diversas
tecnologias para producir sustancias quimicas, biocombustibles y bioenergia,
productos alimentarios y biomateriales empleando como materia prima la

biomasa” (EU Biorefinery Euroview, 2007).

% “Es la combinacion dptima de procesos bioldgicos, termoquimicos y quimicos
para la obtencion de una variada gama de productos, que posibilita el empleo
de numerosas materias primas gracias a las sinergias establecidas entre las

tecnologias” (Bioenarea).

1.2. CLASIFICACION DE LAS BIORREFINERIAS
1.2.1. POR GRADO DE INTEGRACION DE LOS PROCESOS

El grado de integracion de los procesos es precisamente la base de la clasificacion mas
extendida de las biorrefinerias, que las divide en primera, segunda y tercera generacion,
siendo estas ultimas las mas integradas y con mayor flexibilidad, permitiendo generar a partir

de la biomasa un amplio abanico de productos con un bajo nivel de residuos.

1.2.1.1. Biorrefinerias de primera generacién

Se caracterizan por la utilizacién de fuentes de biomasa tales como la cafia de azucar,
maiz, soja, etc., a partir de los cuales se consiguen facilmente disoluciones de azucares
fermentables, principalmente a bioetanol, o aceites para la produccién de biodiésel. Son las
menos sofisticadas en términos de aprovechamiento ya que precisan de materias primas
concentradas en una sustancia y plantean amenazas tales como el consumo de cultivos para
alimentos, deterioro del suelo y consecuente uso de fertilizantes, asi como problemas
derivados de monocultivos extensos. Ademas, requieren un uso del capital moderadamente

intensivo.

1.2.1.2. Biorrefinerias de segunda generacion

Se centran en la lignocelulosa como materia prima y, por tanto, en tres componentes
para ser aprovechados: celulosa, hemicelulosa y lignina. La diversificacion de los productos es
mayor pero también lo es el problema que crea para fraccionar la lignocelulosa en sus tres
componentes principales. Sus principales ventajas son, la abundancia de lignocelulosa (es la

fuente mds abundante de carbono renovable en el planeta) y el uso de cultivos no



Capitulo I. Introduccidn

alimenticios. Como desventaja, la dificultad para fraccionar la lignocelulosa en sus tres
componentes a un coste asumible. No obstante, este tipo de biorrefinerias mejora la

utilizacion de energia y el reciclado de residuos (Villar, 2013).

1.2.1.3. Biorrefinerias de tercera generacion

También llamadas biorrefinerias integradas se encuentran aun en fase de desarrollo.
Producirian, mediante un conjunto de tecnologias multiples, lineas de productos
(biocombustibles, productos quimicos, plasticos, etc.) partiendo de biomasa de diverso origen.
Son las mas ambiciosas porque se extienden a una mayor diversidad de residuos procedentes
de la agricultura, ganaderia, residuos sdlidos urbanos (RSU), petroquimicas, papeleras, etc.,
ampliando, consecuentemente, la gama de productos a obtener, como etanol, combustibles,
productos agroquimicos y plasticos. Las ventajas de este tipo de biorrefineria son la posibilidad
de utilizar casi cualquier residuo organico, la no competencia con las formas anteriores de
biorrefineria, y la producciéon de una forma limpia de energia. Las previsiones coinciden en
que, con ellas, serd posible aprovechar todas las posibilidades que ofrece la biomasa,
reduciendo la generacion de residuos y haciendo mas sostenible la utilizacién de esta (Martin,

2009; Villar, 2013).

1.2.2. PORTIPO DE BIOMASA EMPLEADA
1.2.2.1.Biorrefineria de materiales lignocelulésicos

Donde el punto de partida es el fraccionamiento de la biomasa en celulosa,
hemicelulosa y lignina. Permite la obtencidn de una gran variedad de productos industriales a
partir de la celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos agricolas y forestales, pudiéndose
integrar los procesos de gasificacion, pirdlisis y fermentacion para dar lugar a bioetanol,
biomateriales, productos alimenticios y productos quimicos, tales como adhesivos,
dispersantes, pinturas, farmacos, textiles, etc. (Bioenarea) (Figura 1.1). Es este tipo de

biorrefineria la que nos ocupa en el presente trabajo.
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Figura 1.1: Esquema de los productos que pueden obtenerse a partir de las diferentes fracciones de la biomasa
lignoceluldsica.

Fuente: Kamm and Kamm (2004).

1.2.2.2.Biorrefineria de material cereal o cultivo completo

Este concepto se corresponde con las plantas de etanol que utilizan materias primas
con alto contenido en almidén como son el maiz, la cebada y el trigo. Dichas plantas generan
una serie de subproductos que pueden ser aprovechados con diversos fines, entre los que se
encuentran los granos de destileria secos, que son empleados por sus caracteristicas como
complemento alimenticio para el ganado. Asimismo otros coproductos que pueden obtenerse

son: harinas, jarabe de maiz, almidén, dextrosa, etc.

1.2.2.3. Biorrefineria de semillas oleaginosas

Estas instalaciones se corresponden con las plantas de biodiésel que utilizan como
materias primas cultivos con alto contenido en aceite como la colza, girasol y soja. Como
coproductos se obtienen la glicerina, asi como otros componentes con alto contenido en
proteina que se emplean para fines alimentarios. Por su parte, la glicerina puede utilizarse en
los sectores farmacéutico, cosmético y quimico para la fabricacion de emulsiones,

humectantes, jabones, plastificantes, resinas, lubricantes, etc.
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1.2.2.4.Biorrefineria verde

Este tipo de biorrefinerias se basa en la presurizacién de biomasa humeda, tales como
pastos y cultivos verdes (trébol, alfalfa), lo que resulta en un prensado rico en fibras y en un
jugo rico en nutrientes. La diferencia con otros tipos de biorrefinerias consiste en que se utiliza
biomasa vegetal fresca, lo cual implica un rdpido procesamiento primario o, de no ser esto
posible, el uso de métodos de ensilaje que impidan su degradacién. Un beneficio de este tipo
de refinerias es el rendimiento por hectdrea relativamente alto, una vinculacidn

potencialmente directa con los productores agricolas y costos de insumos de biomasa bajos.

1.2.2.5.Biorrefineria de Plataforma Syngas

Este tipo de biorrefineria es similar a las denominadas Biorrefinerias de Concepto de
Dos Plataformas. Las dos plataformas aluden a la conversidn a partir de azucares (plataforma
bioquimica) y a partir de gas de sintesis (plataforma Syngas). En la primera se lleva a cabo un
proceso de conversién enzimatica o de fermentacién del azicar y, en la segunda, un proceso
de conversién termoquimico. La ventaja de este sistema es la produccién de energia,
combustibles y productos a partir de procesos simples de sacarificacidon y del gas de sintesis. A
partir del gas de sintesis es posible llegar a producir gasolinas mediante catalizadores Fischer-

Tropsch.

1.3. RUTAS DE TRANSFORMACION EMPLEADAS EN BIORREFINERIA

Una biorrefineria, de manera andloga a lo que ocurre en una petro-refineria, deberia
basarse en procesos de mejora continua en la utilizacién de la materia prima. Esto significa
separar la totalidad de los componentes de la biomasa, conduciendo a través de una cadena
de diversos procesos, a una elevada concentracion de especies quimicas puras, como por
ejemplo el bioetanol, o una alta concentracién de moléculas que tengan funciones similares
bien identificadas. Como consecuencia de ello, una materia prima no puede ser directamente
guemada sin ningln tratamiento previo, ya que el objetivo de una biorrefineria es incrementar
el valor de los diferentes componentes de la biomasa como fuente de material y energia. Asi,
la opcién mas deseable seria enviar a la combustion para la produccidn de calor y electricidad,
solamente los residuos y sobrantes de tratamientos tecnoldgicos y procesos de conversion
previos. Por tanto, una biorrefineria deberia producir al menos un quimico de alto valor
afiadido o producto material, ademas de productos de bajo grado y elevado volumen (como
alimento animal y fertilizantes); asimismo, una biorrefineria deberia producir al menos un

producto energético ademas de calor y electricidad. Por tanto, para poderse considerar
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biorrefineria se requiere la produccién de al menos un biocombustible ya sea en su forma

liquida, sdlida o gaseosa.

Una planta de biorrefineria debe también ser capaz de abastecerse de manera
sostenible: todos los requerimientos energéticos de los diversos procesos de conversidon de
biomasa deberian poder abastecerse internamente por la produccién de calor y electricidad
procedente de la combustion de residuos. De manera similar, los residuos sélidos, liquidos y
gaseosos se deberian minimizar, pudiéndose conseguir de dos maneras: empleando todos los
componentes de la biomasa para producir un amplio espectro de multiples productos en un
solo lugar, o fijando los llamados “bio-clusters” o “complejos de biorrefineria” donde los
intercambios de flujo de materia entre diferentes plantas son promovidos con el fin de
transformar un residuo “downstream” de una planta en materia prima “up-stream” para otra

planta (Cherubini et al., 2009; Cherubini, 2010).
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Figura 1.2. Red donde los sistemas de biorrefineria individuales se combinan.

Fuente: Cherubini et al., 2009.
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Para producir biocombustibles, bioquimicos, biomateriales, alimento para animales,
etc., la materia prima es transformada en productos finales empleando diferentes procesos de
conversidn (Figura 1.2). Asi, las biorrefinerias se pueden dividir en sistemas en los que las
operaciones como el fraccionamiento/separacidon son los sistemas principales para la
obtencién de biocombustibles y bioquimicos. El objetivo de los procesos para la obtencién de
biocombustibles es despolimerizar y desoxigenar los componentes de la biomasa. La
desoxigenacion es particularmente importante, especialmente para la producciéon de
biocombustibles para transporte, ya que la presencia de oxigeno puede reducir el contenido
calorifico de las moléculas, proporcionandole una mayor polaridad, disminuyendo, por tanto,
la mezcla con los combustibles fésiles existentes. Por el contrario, la presencia de oxigeno en
productos quimicos (polioles y acidos organicos) proporciona, a menudo, propiedades fisicas y

quimicas valiosas para el compuesto.

En los sistemas de biorrefineria se pueden aplicar diversos procesos tecnoldgicos para
convertir la materia prima (biomasa lignoceluldsica) en productos comercializables. Este
enfoque de clasificacion identifica cuatro subgrupos principales de procesos (Cherubini et al.,

2009).

1.3.1. PROCESOS MECANICOS/FiSICOS

Son aquéllos que no cambian la estructura quimica de los componentes de la biomasa,
sino que sélo producen una reduccion de tamafio para la adaptacidn de la materia prima a los
requisitos de la instalacién o una separacion de los componentes de la materia prima (por

ejemplo, prensado, pretratamiento, molienda, separacion, destilacién, etc.).

1.3.2. PROCESOS BIOQUIMICOS
Los procesos bioquimicos ocurren a temperaturas y velocidades bajas y se producen
gracias a la accidon de microorganismos y/o enzimas especificas que degradan el sustrato

fermentable de la biomasa.

Mediante fermentacién pueden transformarse aquellas materias primas que
contienen un gran porcentaje de carbohidratos, bien en forma simple (sacarosa en la caiia de
azucar) o bien en forma de polimeros de almidén (granos de cereal), inulina (pataca) o
polisacaridos de celulosa y hemicelulosa (materiales lignocelulésicos). También se pueden
utilizar efluentes procedentes de la industria agroalimentaria, como los sueros lacteos. En la

fermentacién anaerdbica, uno de los principales productos obtenidos es el bioetanol, cuyo
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proceso industrial genera un subproducto utilizado en la alimentacién animal por su alto valor
nutritivo llamado DDG “Dried Distiller Grains”. Pero ademas, es posible producir una gran
variedad de productos que son especialmente interesantes en la industria: xilitol, acido

succinico, acido itacdnico, lisina, etc.

El otro proceso bioquimico, la digestién anaerdbica, ocurre en ausencia de oxigeno y la
biomasa se descompone en una suspension acuosa de productos sélidos y productos gaseosos
conocidos como biogas, usado para la obtencidén de electricidad o energia térmica. Este
proceso de transformacion puede aplicarse sobre cualquier tipo de biomasa, especialmente en

aquéllas con un alto contenido en humedad (Bioenarea).

1.3.3. PROCESOS QUIMICOS

En este tipo de procesos se produce una modificacion en la estructura quimica de la
molécula por reaccidn con otras sustancias. En este grupo cabria destacar los métodos de
deslignificacién cuando la materia prima empleada es un material lignocelulésico (métodos en
medio acuoso como pasteado a la sosa, al sulfito o al sulfato; métodos en medio organico
como el organosolv; métodos de hidrélisis de polisacaridos como son los acidos,
hidrotérmicos, steam explosion, entre otros). También se incluyen en este grupo la

transesterificacion, hidrogenacion, oxidacidn, etc.

1.3.4. PROCESOS TERMOQUIMICOS
Estos procesos implican una descomposicion térmica de los componentes de la
biomasa y una liberacién de energia en forma de calor u obtencion de biocombustibles
intermedios. Hay cuatro procesos termoquimicos principales que transforman la biomasa
lignoceluldsica en energia y productos quimicos asociados a las instalaciones de biorrefinerias:
+ Combustidn: es la oxidacién completa de la biomasa por el oxigeno del aire, cuya
finalidad es la produccion de energia. Libera simplemente, agua y CO,, y puede servir
para la calefaccién doméstica o para la produccién de vapor para procesos industriales
y electricidad (Vila, 2005).
+ Gasificacion: consiste en un proceso de oxidacidn parcial (el oxigeno se limita a valores
de entre un 10 y un 50% del tedéricamente necesario para una combustion completa
(Rivas, 2007)) de la biomasa a alta temperatura (800-1.500°C) originandose un
producto gaseoso, denominado syngas, formado por una mezcla de H,, CO, CO, y CH,,
el cual puede ser utilizado directamente como combustible para producir calor y

electricidad o bien transformarse en combustibles mediante sintesis quimica
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(biocombustibles sintéticos o BTL "biomass to liquids": Fischer- Tropsch diesel, dimetil-
éter (DME), biometanol) o en productos quimicos (alcoholes, acidos organicos,
amoniaco, metanol, etc) (Bioenarea; Paisley et al., 1998; Spath and Dayton, 2003,
Cherubini, 2010).

+ Pirdlisis: via termoquimica de conversidon de biomasa en la cual se trabaja a
temperaturas intermedias (300-600 2C) y en ausencia de oxigeno, obteniéndose una
serie de compuestos gaseosos similares al syngas, compuestos liquidos (bio-oil) y
compuestos sélidos (char), en funcién de la temperatura y tiempo de calentamiento y
otras condiciones de operacion. Estos compuestos pueden ser utilizados para
produccién de energia eléctrica, sintesis de diésel y carbdn vegetal (Bioenarea).

+ Licuefaccion: es una variante de la pirdlisis en la que se afiade un gas reductor (CO, H,
o gas de sintesis) a temperaturas entre 300-500°C y a alta presién (120-200 bar)
durante 5-15 minutos, para obtener una fase liquida con poder calorifico superior al de
la biomasa inicial y que puede servir como materia prima para posteriores

transformaciones quimicas (Vila, 2005).

1.4. PRODUCTOS OBTENIDOS EN UNA BIORREFINERIA
Los productos obtenidos en una biorrefineria deberian ser capaces de reemplazar a los
productos basados en combustibles fdsiles procedentes de la refineria del petréleo, ya sean

productos quimicos o energéticos.

1.4.1. PRODUCTOS ENERGETICOS (BIOCOMBUSTIBLES)

El término biocombustible se refiere a combustibles liquidos, gaseosos y sdlidos,
principalmente producidos a partir de biomasa. Se puede producir una gran variedad de
biocombustibles a partir de biomasa como etanol, metanol, biodiésel, Fischer-Tropsch,
hidrégeno, metano, etc. (Demirbas, 2008a; Singh Nigam and Singh, 2011). Cuando el

biocombustible es liquido y se destina al transporte, se denomina biocarburante.

Los biocombustibles han emergido como una de las fuentes de combustible sostenible
estratégicamente mds importantes y son consideradas un camino fundamental de progreso
para limitar las emisiones de efecto invernadero, mejorar la calidad del aire y encontrar nuevas

fuentes energéticas (Delfort et al., 2008; Singh Nigam and Singh, 2011).

De manera muy general, los biocombustibles se pueden clasificar como primarios y

secundarios. Los primarios son empleados en su forma no procesada, principalmente para la
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produccién de calor y/o electricidad, como por ejemplo, la lefia, las virutas de madera o los
pellets. Los biocombustibles secundarios se producen mediante el procesado de la biomasa,
por ejemplo, bioetanol, biodiésel, etc. Estos a su vez se dividen en biocombustibles de primera,
segunda y tercera generacidon en base a la materia prima y tecnologia empleada para su

produccién (Figura 1.3).

BIOCOMBUSTIBLES

PRIMARIOS SECUNDARIOS
o = PP LA A ea
Astillas de 12 Generacion 22 Generacién 32 Generacion
madera, Sustrato: semillas, Sustrato: bi?masa Sustrato: algas
Catll| ooeceeT | SR e vEETRY
animales, fermentacion de aImiZén Bioetanol o butanol b partir de algas.'
i L Y Hidrégeno a partir
residuos (trigo, cebada, maiz, por hidrolisis bl d
agricolas, patata) o azlcares (cafia enzimatica y f 8es verdesy
gases de de aztcar, remolacha, fermentacion. robios
vertederos etc.)
Biodiésel por Metanol, gasolina 'y
transesterificacion de diesel Fischer-
aceites de plantas (colza, Tropsch, green diesel,
soja, girasol, coco, etc.), dimetiléter, etc., a
grasas animales y aceite través de procesos
de cocinar usado termoquimicos

Figura 1.3: Clasificacion de los biocombustibles

Fuente: Adaptado de Singh Nigam and Singh, 2011.

1.4.1.1.Biocombustibles gaseosos
1.4.1.1.1. Biogds

La fraccién organica de practicamente cualquier forma de biomasa se puede convertir
por medio de digestion anaerobia en metano y diéxido de carbono (Kapdi et al., 2005),
conteniendo pequefias proporciones de otros gases como hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y
sulfuro de hidrégeno. El biogas es un combustible valioso que se produce en digestores llenos
con la biomasa. La digestién puede continuar por un periodo que va desde 10 dias hasta
algunas semanas (Demirbas and Balat, 2006). La figura 1.4 representa el esquema de una

planta de produccién de biogas.
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Figura 1.4: Esquema de una planta de produccién de biogas.

Fuente: Sigma-energy.

1.4.1.1.2. Gas de sintesis (Syngas)

El gas de sintesis, también conocido como syngas, se trata de un combustible
gaseoso que contiene cantidades variables de hidrogeno y mondxido de carbono,
mayoritariamente, acompafiado de otros gases como pueden ser didéxido de carbono, metano
y agua, y que se obtiene a partir de sustancias ricas en carbono (hulla, carbén, coque, nafta,
biomasa) sometidas a un proceso quimico a alta temperatura. Algunos de los métodos usados
para obtener gas de sintesis son; la gasificacion del carbdn, el reformado con vapor del gas
natural o pirdlisis y gasificacion de biomasa. Este gas se utiliza como producto intermedio en
industrias quimicas y biorrefinerias y sus usos son muy variados. El gas de sintesis se puede
convertir en alcanos, olefinas, compuestos oxigenados, y alcoholes como el etanol. Todos ellos
se pueden mezclar o usar directamente como combustibles diésel, gasolinas y otros
combustibles liquidos (figura 1.5). También se puede emplear para obtener compuestos
guimicos como amoniaco y metanol, para producir vapor y generar electricidad, asi como para
sintetizar biocombustibles mediante el proceso de Fischer-Tropsch. Muchos de los productos
residuales que se obtienen en las biorrefinerias se almacenan para ser utilizados como materia
prima puesto que cualquier sustancia que contenga carbono puede ser utilizada para su
produccién. Estos compuestos reaccionan a alta presion y elevada temperatura produciendo

gas de sintesis (Sdnchez, 2014).
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Figura 1.5: Esquema de una plataforma syngas para la produccién de biocombustibles.

Fuente: Merkel, 2010.

1.4.1.1.3. Hidrégeno

El hidrégeno se puede producir por pirdlisis a partir de biomasa (Demirbas, 2001; Nath
and Das, 2003; Arni, 2004). La produccidn de hidrégeno a partir de biomasa requiere varias
etapas de reaccién: para la produccidn de hidrégeno de elevada pureza, el reformado de los
combustibles es seguida por dos etapas de reaccidén de desplazamiento gas-agua (WGS, Water
Gas Shift), en las cuales al adicionar vapor de agua se logra convertir el CO en CO, liberando

hidrégeno, purificando el mondxido de carbono y eliminando el didxido de carbono.

Por otro lado, las tecnologias de generacion bioldgica de hidrégeno (biohidrégeno)
proporcionan un amplio rango de aproximaciones para generar hidrégeno, incluyendo la
biofotdlisis directa, biofotdlisis indirecta, foto-fermentaciones y la fermentacidn oscura (Levin
et al., 2004). Los procesos de produccion bioldgica de hidrégeno son mas respetuosos con el
medio ambiente y precisan de menor energia comparados con los procesos termoquimicos y

electroquimicos (figura 1.6) (Das and Veziroglu, 2001).
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1.4.1.1.4. Biometano

El biometano puede producirse a partir de la depuracién del biogas generado por
digestion anaerobia, o bien a partir del gas de sintesis generado en la gasificaciéon de la
biomasa. También se incluye el metano del proceso Power-to-Gas, cuando la energia eléctrica
utilizada se ha generado a partir de fuentes renovables y el hidrégeno se convierte

biolégicamente en metano en el digestor, conjuntamente con el CO, (EBA).

La produccidon de metano por digestion anaerobia a partir de materiales
lignocelulésicos puede consistir en tres fases, denominadas pretratamiento, hidrolisis
anaerdbica y produccidon de metano, y post-tratamiento de la fraccion liquida. Una etapa de
separacion del producto no es necesaria durante la etapa de produccién de metano ya que el
metano es, bajo condiciones normales, un gas, y se separara por si mismo de la fraccion

liquida.

Se puede llevar a cabo un pretratamiento para mejorar el rendimiento de la hidrdlisis y
el rendimiento del metano total. La hidrdlisis de la lignocelulosa y la conversién a metano es,
en general, llevada a cabo en un reactor por un grupo de microorganismos. A menudo se
realiza sélo la segunda fase, hidrdlisis y produccion de metano, para la produccion vy

recuperacion de energia (Hendriks and Zeeman, 2009).

La ventaja de emplear una mezcla de microorganismos es que casi todos los productos,
como pentosas, hexosas, productos volatiles y algunas veces compuestos inhibidores como
furfural y compuestos solubles de la lignina (en concentraciones no muy elevadas) se pueden

convertir a metano tras un periodo de adaptacion (Benjamin et al., 1984; Fox et al., 2003).
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1.4.1.2. Biocombustibles sélidos
1.4.1.2.1. Pellets

Son elaborados a partir de serrin natural seco, sin ningin aditivo, ya que se utiliza la
propia lignina que contiene el serrin como aglomerante, comprimiendo el serrin a una alta
presion para formar el pellet, lo que hace que tengan una composicion muy densa y dura,

consiguiendo con ello un gran poder calorifico (figura 1.7).

Figura 1.7: Esquema del proceso de elaboracién de pellets.

Fuente: www.ostargi.biz

1.4.1.2.2. Lignina
La lignina de hidrdlisis (figura 1.8) se puede utilizar como combustible en los procesos

de combustidn o gasificacion para generar vapor o electricidad.

Figura 1.8: Lignina de hidrdlisis.


http://tiendabiomasa.com/pellet/catalogsearch/result/index/?cat=7&q=serr%C3%ADn
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1.4.1.2.3. Bio-chary bio-carbon activado

El biochar se produce por la descomposicién térmica de la materia orgdnica bajo un
suministro limitado de oxigeno y a temperaturas relativamente bajas, <700°C (pirdlisis).
Algunos autores proponen en su definicién la particularidad de denominar al material
pirolizado como biochar solamente cuando su destino es la aplicacion como enmienda
organica de suelos y para el secuestro de carbono en el mismo, para diferenciarlo asi del
tradicional carbdn vegetal (charcoal) destinado a combustible. Se ha denominado a la
combinacion de la pirdlisis de la biomasa y la aplicacion del biochar obtenido en suelos, como
un tipo de tecnologia carbono negativa ya que en el proceso de pirdlisis de la biomasa,
aproximadamente entre un 20 y un 50% del carbono inicial queda fijado en forma de biochar
(figura 1.9). El biochar presenta importantes ventajas cuando se emplea como enmienda para
el suelo ya que debido a su naturaleza extremadamente porosa, su estructura es muy efectiva
para retener tanto agua como nutrientes hidrosolubles. Ademas puede ser incorporado en los
suelos en campos de cultivo para aumentar su fertilidad, estabilidad, reducir la lixiviacién y la
escorrentia superficial, aumentar el pH del suelo, asi como absorber pesticidas y metales

pesados (Lehmann and Joseph, 2009).

Por otro lado, el término carbdén activado es usado para definir sustancias del tipo
biochar que han sido activadas por diferentes métodos con el fin de incrementar el area
superficial para su uso en diferentes procesos industriales. Asi, los carbones activados se

obtienen a través de dos métodos generales:

+ Activacion fisica, por gasificacion parcial del carbén primario con vapor o diéxido de
carbono o por una mezcla de ambos para incrementar su porosidad.

4 Activacion quimica del precursor (material organico) con un quimico como el cloruro
de zinc o el 4cido fosférico (Omar et al., 2003). Actualmente, debido a los problemas

ambientales que presenta el ZnCl, se ha visto parcialmente desplazado por el H;PO,.

Los residuos agricolas son muy buenos precursores para la produccién de bio-carbones
activados (Demirbas, 1999). Los materiales precursores empleados en la produccién comercial
de carbones activados son aquéllos con elevados contenidos en carbono (Heschel and Klose,
1995). Los mdas comunes son del tipo lignocelulésico. Dentro de estos precursores se
encuentran maderas o restos de podas, residuos agricolas o agroalimentarios (cascaras de
frutas y de frutos secos). También se emplean en la preparacién de carbones activados

celulosas comerciales o lignina.
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Encuentra sus principales aplicaciones en las industrias quimicas (recuperacién de
disolventes, desodorizacién del aire, mascarillas de gas, desulfuracidon de gases industriales,
tratamiento de aguas potables, etc.); industria farmacéutica (adsorbente de uso general para
la purificacién de antibidticos, vitaminas y otros productos; vehiculo excipiente en farmacos,
etc.); industria alimenticia (muy importante en la fabricacién de azlcares; tratamiento de

aguas, de bebidas alcohdlicas, etc.) (Martinez, 2012).

Transport

Energy
Biomass
« manune
- organic
- bioenergy crops (grasses,willows)

FEEDSTOCKS

Biochar production
processes utilize
cellulosic biomass
such as wood chips,
corn stover, rnice
and peanut hulls,
tree bark, paper
mill sludge, animal
manure and most
urban, agricultural
and forestry bio-
mass residues.

Industry

OUTPUTS

Besides biochar,
bioenergy is also
produced in the form
of either synthetic
gas (syngas), or
bio-oils, which can
be used to produce
heat, power or
combined heat and
power.

Returned to soil
as Biochar

Figura 1.9: Esquema de produccién de Biochar.

Fuente: Lehmann, 2007.

1.4.1.3.Biocombustibles liquidos o biocarburantes

Cuando el biocombustible es liquido y se destina al transporte se denomina
biocarburante. La produccién de biocombustibles liquidos trata de sustituir parcialmente a los
combustibles liquidos convencionales (diésel y gasolina). Existe una clasificacién para
biocombustibles liquidos que incluye biocombustibles de “Primera Generacidon” vy
biocombustibles de “Segunda Generacién” (Larson, 2008). La principal diferencia entre ellos
surge en la materia prima empleada. Ademas, se encuentra en desarrollo la produccidn de

biocombustibles de “Tercera Generacion” (Patil et al., 2008).

4+ Biocombustibles de Primera Generacién: emplean materias primas “alimenticias” con

azucar o almidén accesible. Son producidos generalmente a partir de azlcares (Banat
et al., 1992; Love et al., 1996; Brady et al., 1996; Riordon et al., 1996; Nigam et al.,
1997; Brady et al., 1997a; Brady et al., 1997b; Love et al., 1998), granos o semillas
(Turhollow and Heady, 1986; Gibbons and Westby, 1989; Suresh et al., 1999; Zhao et

Coproducts (oil, cosmetics)
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al., 2009) y requieren un proceso relativamente simple para producir el producto
combustible final. El biocombustible mejor conocido de este tipo es el etanol
producido por fermentacion del azlcar extraido de plantas de cultivo y del almidén
contenido en los granos del maiz u otros cultivos amilaceos (Larson, 2008). También
se incluye en este grupo el biodiésel obtenido del aceite vegetal de plantas oleaginosas

por procesos de transesterificacion (Singh Nigam and Singh, 2011).

Biocombustibles de Segunda Generacién: Son producidos generalmente por dos

métodos diferentes, procesamiento bioldgico y termoquimico, a partir de biomasa
lignoceluldsica agricola. Esta biomasa puede provenir de residuos no comestibles
procedentes de la produccion de cultivos alimenticios o de biomasa de plantas no
comestibles (por ejemplo, hierbas o 4arboles crecidos especificamente para la
produccién de energia). Sélo algunos biocombustibles de segunda generacién como
bioetanol o biobutanol son producidos por procesos bioquimicos. La conversion
termoquimica de la biomasa conlleva procesos que requieren temperaturas vy
presiones mucho mas extremas que las aplicadas en sistemas de conversion
bioquimicos. Esta conversién comienza con un proceso de gasificacién o pirdlisis y
termina con la obtencién de un combustible limpio por medio de la sintesis de liquidos
Fischer-Tropsch y que puede ser empleado directamente en los motores (Singh Nigam

and Singh, 2011).

Biocombustibles de Tercera Generacidn: Los derivados especificamente a partir de

microbios y microalgas estan considerados como una fuente de energia alternativa
desprovista de las desventajas asociadas a los biocombustibles de primera y segunda
generacién, como es el alto coste de produccién debido a la competencia con los
alimentos en el caso de los de primera generacién o la mayor inversién por unidad de
produccién en el caso de los biocombustibles de segunda generacién (Singh Nigam and
Singh, 2011). Avances recientes han demostrado que algunas especies de microbios
como las levaduras, hongos y microalgas se pueden usar como fuentes potenciales
para la produccidon de biodiésel ya que pueden biosintetizar y almacenar grandes
cantidades de 4acidos grasos en su biomasa (Xiong et al., 2008). La habilidad de las
levaduras para crecer de manera prospera en la biomasa lignocelulésica pretratada
podria mejorar eficientemente la acumulacidn de lipidos, proporcionando una opcién
prometedora para la produccion de aceite microbiano a partir de residuos agricolas de

una manera ambiental y econémicamente racional (Singh Nigam and Singh, 2011). Por
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su parte, las microalgas pueden producir lipidos, proteinas y carbohidratos en grandes
cantidades en cortos periodos de tiempo. Estos productos se pueden procesar en
biocombustibles y co-productos de alto valor afiadido (Brennan and Owende, 2010)
empleando tecnologias de conversién termoquimicas (combustién directa,
gasificacion, licuefaccion y pirdlisis) y bioquimicas (digestion anaerobia, fermentacion

alcohdlica, producciéon de hidrégeno fotobioldgico).

La viabilidad de los biocombustibles de primera generacién es cuestionable debido al
conflicto con el suministro de alimento (Patil et al., 2008). La utilizacién de sélo una pequenia
fraccion de la biomasa total de la planta reduce la eficiencia en el uso de la tierra. Los
biocombustibles de primera generacion tienen un coste de produccién elevado debido a la
competencia con la alimentacion. La rdpida expansion de la produccion global de
biocombustibles a partir de cereales, azlcar, y cultivos oleaginosos ha elevado el coste de
ciertos cultivos y productos alimenticios. Estas limitaciones favorecen la busqueda de biomasa
no comestible para la produccién de biocombustibles. Por otro lado, el empleo de la totalidad
de la biomasa en la produccién de biocombustibles de segunda generacién proporciona una
mejor eficiencia en el uso de la tierra en comparacién con los biocombustibles de primera
generacion. Ademas, un menor coste de la materia para la alimentacién y el uso de la biomasa
no comestible favorece la produccién de biocombustibles de segunda generacién (Singh Nigam

and Singh, 2011).

1.4.1.3.1. Bio-aceites

Los bio-aceites (Bio-oils) son combustibles liquidos o gaseosos condensables
producidos a partir de biomasa, como cultivos agricolas, residuos urbanos y subproductos
agricolas y forestales via procesos termoquimicos o bioquimicos (Demirbas, 2007). Pueden
sustituir a los combustibles convencionales en los motores de los vehiculos, total o
parcialmente en una mezcla (European Commission 2004). La conversidn de biomasa a bio-

aceite tiene una eficiencia de hasta el 70% para procesos de pirélisis rapida (figura 1.10).
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Figura 1.10: Proceso de produccién de bio-aceite por pirdlisis rapida.

Fuente: NREL.

1.4.1.3.2. Aceites vegetales, biodiésel y green diesel

Los aceites vegetales quimicamente son moléculas de triglicéridos en las que tres
grupos de acidos grasos son ésteres unidos a una molécula de glicerol. Los aceites vegetales
procedentes de las semillas oleaginosas pueden ser usados mezclados con combustibles diésel
aunque su viscosidad es mas elevada que estos combustibles por lo que se hace necesaria una
modificaciéon de los motores. Los (m)etil-ésteres del aceite vegetal, comunmente referidos
como “biodiésel”, son importantes candidatos como combustibles diésel alternativos. El
nombre de biodiésel se le ha dado al aceite vegetal transesterificado para describir su uso
como un combustible diésel (Demirbas, 2002; Demirbas, 2008b). Las ventajas que presenta el
biodiésel es que resulta menos contaminante frente al diésel convencional y es de naturaleza
renovable (Ghadge and Raheman, 2006). El llamado Green Diesel se produce mediante un
proceso de refineria, en lugar de mediante una reaccidon quimica. El resultado es idéntico al

petro-diésel pero no contiene azufre (www.biofuel.org.uk).

Metanol
| Transesterificacion |—> W
Biodiésel
@® Oxigeno
G.'.'cer.'na & Cashorn
J Hidrégeno
Triglicéridos Propano
E’?\g‘
Hidré
@)I Hidrotratamiento |—> W
Green diésel

Figura 1.11: Comparativa entre el proceso de obtencion de biodiésel y green diesel. Fuente: Ochoa, 2012
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1.4.1.3.3. Biocombustibles Fischer-Tropsch

La sintesis Fischer-Tropsch es un conjunto de procesos cataliticos que pueden ser
empleados para producir combustibles y quimicos a partir de gas de sintesis (mezcla de CO y
H,), que pueden derivarse de gas natural, carbon o biomasa. La via de sintesis Fischer-Tropsch
Biomasa a Liquido (BTL-FT) esta ganando cada vez mas importancia ya que es capaz de
producir combustibles limpios respetuosos con el medio ambiente. En el proceso BTL-FT,
primero, la biomasa se convierte en syngas derivado de biomasa (bio-syngas) por gasificacion.
En segundo lugar, se lleva a cabo un proceso de limpieza para eliminar las impurezas,
guedando un bio-syngas limpio. Finalmente, el bio-syngas limpio se conduce al reactor
catalitico Fischer-Tropsch para producir green gasoline y green diesel asi como otros

biocombustibles (figura 1.12) (Hu et al., 2012).

Gasificacion de la biomasa

BIO-SYNGAS Limpieza del gas Acondicionamiento del gas

FISCHER-TROPSCH
SINTESIS

Mejora del producto

/ !
22

Productos ligeros: Energia:
gasolina, metano, ados: ¢ electricidad y
gueroseno, etano. calor

Figura 1.12: Produccién de biocombustibles via Fischer-Tropsch

1.4.1.3.4. Biobutanol

El butanol tiene una estructura de 4 carbonos que puede formar una cadena lineal o
una estructura ramificada, resultando en diferentes propiedades. Existen diferentes isémeros
basados en la localizacion del —OH y en la estructura de la cadena de carbono. El 1-butanol,
también conocido como n-butanol, tiene una estructura lineal con el —OH en el carbono
terminal; el 2-butanol es también una cadena lineal pero con el grupo OH en un carbono
interno; el iso-butanol es un isémero ramificado con el grupo OH en el carbono terminal y el

ter-butanol es un isémero ramificado con el grupo OH en un carbono interno (Jin et al., 2011).

El n-butanol es un producto de fermentacién del azlcar o almiddn. Se genera por
conversidn anaerdbica de carbohidratos por cepas de Clostridium acetobacilum dando lugar a

acetona, butanol y etanol. Dicha fermentacién es conocida como fermentacion ABE
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(fermentacién acetona-butanol-etanol) en proporcién 3:6:1 (figura 1.13). Durante dicha
fermentacién se producen 3 clases mayoritarias de productos: disolventes (acetona, etanol y
butanol); acidos organicos (acidos acético, lactico y butirico); y gases (didxido de carbono e
hidrégeno). Se considera que todo el n-butanol producido es biobutanol debido a los métodos
de produccién de las fermentaciones (Jin et al., 2011). La produccion de biobutanol es una
fermentacidn bifasica, compuesta por una fase acidogénica, en la que se producen los acidos
acético y butirico; y una fase solventogénica, en la que se produce la conversion de dichos
acidos en acetona y butanol. Al final de la fermentacién, la masa celular y otros sdlidos
suspendidos se eliminan por centrifugaciéon y pueden ser aprovechados como alimento para
ganado. El mayor punto débil de la fermentacion ABE es que el metabolismo celular de

Clostridia cesa en presencia de 20 g/L o mas de estos productos.

El empleo de residuos agricolas como materia prima para la produccidn de biobutanol
resulta econdmicamente viable. Sin embargo, este material lignoceluldsico se debe someter a
un pretratamiento y posterior hidrdlisis enzimatica para la obtencién de hidrolizados los cuales
generan subproductos quimicos (furfural, hidroximetilfurfural, compuestos fenélicos, etc.) que
inhiben la fermentacion y el crecimiento de las células. Existen diferentes estudios en
bibliografia que reducen estos efectos inhibidores, entre los que se incluyen la dilucién del
hidrolizado, la eliminacion de los inhibidores empleando overliming (alcalinizacién con

hidréoxido de calcio o carbonato) y el empleo de tamices moleculares/de resina adsorbentes.
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Figura 1.13: Ruta de produccion ABE.
Fuente: Singh Nigam and Singh, 2011
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1.4.1.3.5. Bioetanol

Si el etanol es producido empleando biomasa, se denomina bioetanol. El bioetanol se
considera un recurso renovable y respetuoso con el medio ambiente (Singh Nigam and Singh,
2011). La fermentacion es un proceso bioldgico anaerdbico en el que los azlcares son
convertidos a alcohol por la accién de microorganismos, normalmente levaduras. El alcohol
resultante de dicho proceso es etanol. El valor de cualquier tipo particular de biomasa como
materia prima para la fermentacion depende de la facilidad con la que se puedan convertir los
azucares. Como se ha dicho anteriormente, el bioetanol es un combustible derivado de
fuentes renovables de materia prima; normalmente, plantas como trigo, remolacha azucarera,
maiz, paja y madera. Puede ser de primera generacién si la fuente de carbono para su
produccién son azlcares o almidén directamente extraidos de la planta; de segunda
generacion, si la fuente de carbono se deriva de los principales componentes de un material
lignoceluldsico; o tercera generacion, si la fuente de carbono se deriva de organismos

acudticos autoétrofos (www.biofuelstp.eu).

Generalmente, el proceso de produccién de etanol de segunda generacién consiste en
las siguientes operaciones: reduccién del tamafio de particula (mediante molienda), liberacion
de la celulosa y las hemicelulosas del complejo protegido que forma la lignina, llevando a cabo
diferentes métodos de pretratamiento (normalmente una combinacidn de presiones elevadas,
temperatura y/o adicion de quimicos), la liberacidon de azlcares monoméricos de las cadenas
poliméricas celuldsicas y hemicelulésicas, y su fermentacion a etanol. Estas operaciones se
pueden llevar a cabo consecutivamente, como es el caso de los procesos de hidrdlisis y
fermentacién separadas (SHF), total o parcialmente simultanea, como es el caso de los
procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF) o con inoculacién retrasada
(DSSF), o completamente consolidado como es el caso del disefio de bioprocesamiento

consolidado (CBP) (figura 1.14) (Paulova et al., 2015).
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Figura 1.14: Integracién de las etapas del proceso en la produccion de bioetanol a partir de materiales
lignoceluldsicos.

Fuente: Chiaramonti et al., 2012

Las tecnologias de obtencidén de etanol de segunda generaciéon son complicadas y sus
eficiencias pueden verse influenciadas por muchos factores como son el tipo de materia prima
lignocelulésica, métodos de pretratamiento, uso u omision de una etapa de detoxificacion,
tipo y cantidad de enzimas celuloliticas, los microorganismos empleados y su robustez
(incluyendo la compatibilidad con cdcteles enzimaticos en procesos simultaneos), condiciones
de cultivo (configuracién, temperatura, pH, concentracion de sélidos, tipo y cantidad de
nutrientes adicionados), asi como el tipo de biorreactor (mezclado, tipo de operacidn, etc.).
Por tanto, es muy importante encontrar una combinacién dptima de todas las variables para
un tipo concreto de materia prima. Para obtener los valores éptimos de todos los parametros,
se pueden emplear diferentes métodos de optimizacion como puede ser la metodologia de

superficies de respuesta (Jaisamut et al., 2013; Paulova et al., 2015).

El bioetanol es un aditivo/sustituto de la gasolina y resulta posible que materias primas
como la madera, la paja o incluso los residuos domésticos puedan ser convertidos a etanol. El
bioetanol se puede usar como una mezcla al 5% con gasolina segun el estandar de calidad de la
Unidon Europea EN 228. Esta mezcla no requiere modificacién del motor y esta cubierta por la
garantia del vehiculo. Sometiendo el motor a una modificacidn, el bioetanol se puede usar en

concentraciones mas elevadas, por ejemplo, E85 (85% de bioetanol) (Demirbas, 2008b).

Este apartado se tratard en mayor extensién en la seccién 4.
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1.5. PRODUCTOS DE BASE BIOLOGICA

Los quimicos bio-basados y polimeros incluyen productos histéricos con una larga
historia en la produccién bio-basada como es el acido citrico, productos recientemente
introducidos como son el propilenglicol y productos actualmente en etapa de desarrollo. El
alcance y la flexibilidad para la produccion de quimicos bio-basados que afiaden valor a la
operacion de biorrefineria se ejemplifica en el amplio rango de quimicos que actualmente se
encuentran en desarrollo industrial. En la figura 1.15 se muestra una lista de quimicos (building
blocks) en desarrollo. En muchos casos, estos compuestos son también productos finales
(etanol, metanol, etc.) pero representan una perspectiva sustancial para su uso como building
block (IEA Bioenergy Task 42 on Biorefineries). Se denomina building block o producto quimico
base a aquellas moléculas con multiples funcionalidades con el potencial de ser transformadas
en nuevas familias de moléculas de interés industrial a partir de las cuales pueden obtenerse

compuestos quimicos y materiales con las prestaciones demandadas por el mercado.

En la tabla 1.1 se puede ver una clasificacion general de los productos de base

bioldgica.

PRODUCTOS DE BASE BIOLOGICA

Productos de las industrias de quimica fina, productos

Productos quimicos | aromaticos, aminoacidos, xilitol, polialcoholes, acidos
(figura 1.15) (succinico, lactico, levulinico, etc.), fenoles, etc. de gran

importancia para la industria quimica y farmacéutica.

Producidos por la conversion bioquimica de mondmeros de
Polimeros y resinas | biomasa como 4cido polilactico (PLA), resinas fendlicas y
furanicas.

Biomateriales Fibras de celulosa, nanofibras de celulosa y papel.

Productos para
alimentacién animal -
y humana

Fertilizantes -

Tabla 1.1: Clasificacion de los productos de base bioldgica.
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*  Draths is repentlv acauired by Amwris.

Figura 1.15: Quimicos derivados de biomasa.

Fuente: |EA Bioenergy. Task 42 Biorefinery.
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2. ESTRUCTURA DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

La pared celular de las plantas esta formada principalmente por tres compuestos
organicos: celulosa, hemicelulosas y lignina (figura 2.1), en una proporciéon que puede variar
segln la naturaleza del material lignocelulésico. Ademas, contiene cantidades menores de
pectina, proteinas, extractos (materiales no estructurales solubles como azlcares no

estructurales, clorofila y ceras) y cenizas (Kumar et al., 2009).

Hemicellulose

Cellulose

Figura 2.1: Disposicion espacial de la celulosa, hemicelulosas y lignina en la pared celular de la biomasa
lignoceluldsica.

Fuente: Brandt et al., 2012.

2.1. CELULOSA

La celulosa es la fuente organica renovable mdas abundante en la Tierra, formando
parte de plantas, bacterias, algas, etc. Fue aislada por primera vez por Anselme Payen en 1839
a partir de madera tratada mediante una disolucién de acido nitrico e hidréxido sédico (Chen,

2014).

2.1.1. COMPOSICION QUIMICA

La celulosa es un homopolimero lineal compuesto por unidades de D-glucopiranosa
unidas por enlaces B-1,4-glicosidicos. Contiene carbono (44,4%), hidrégeno (6,17%) y oxigeno
(49,39%). La férmula quimica de la celulosa es (CsH190s),; siendo n el grado de polimerizacion
(DP), que representa el numero de grupos de glucosa, variando desde cientos a miles o incluso
decenas de miles. La unidad basica repetitiva de la celulosa es la celobiosa, el disacarido de B-

1,4-D- glucopiranosa (figura 2.2). Aunque la estructura y composicion de las paredes celulares
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de las plantas varia ampliamente, el contenido de celulosa normalmente se encuentra entre
un 35-50% del peso seco. Tipicamente, las cadenas de celulosa en las paredes celulares
primarias de las plantas presentan grados de polimerizacién en el rango de 5.000 a 7.500
unidades de mondmeros de glucosa, siendo este valor de 10.000 para la madera y 15.000 para
la celulosa del algoddn (Wyman et al., 2005). Las fibrillas contienen aproximadamente entre 60
y 80 moléculas de celulosa. Los enlaces de hidrogeno estdan formados entre moléculas
adyacentes (enlaces intermoleculares). Estos enlaces permiten una estructura fibrilar de alta
cristalinidad. Las zonas que presentan elevada cristalinidad son dificiles de penetrar por
disolventes y reactivos. Por el contrario, las zonas relativamente mas desordenadas (amorfas)
son mas accesibles y susceptibles a todas las reacciones quimicas. El alto grado de cristalinidad
de la celulosa cristalina confiere proteccidn a la célula y constituye un impedimento al ataque

de reactivos. No ocurre lo mismo con la celulosa amorfa, mas facilmente atacable.

OH Q OH OH HO OH
HO HO @] 0~
@] O
I | | |

Glucose Cellobiose

Figura 2.2: Estructura de la cadena molecular de la celulosa

Fuente: Chen, 2014.

Las disoluciones de hidroxido sédico a diferentes concentraciones y diferentes
temperaturas pueden disolver la celulosa con diferente grado de polimerizacién. De acuerdo a
las diferentes solubilidades bajo condiciones especificas, la celulosa se puede dividir en tres
tipos: a-celulosa, la cual es disuelta en hidréxido sédico al 16,5% a 20°C; B-celulosa, que es
extraida por deposicion tras neutralizar la disolucidn acida y la disolucion remanente alcalina; y
y-celulosa, que es el resto soluble en la solucidon neutralizada. Staudinger (1930) usé un
método de viscosidad para medir el DP de estas tres celulosas. Los resultados indicaron que los
DPs de a-celulosa, B-celulosa, y y-celulosa fueron mayores de 200, entre 10 y 200, y menores
de 10, respectivamente. Tradicionalmente, la B-celulosa y la y-celulosa son conocidas como
hemicelulosas industriales. El término holocelulosa se refiere a todos los carbohidratos en el

material celuldsico natural, siendo también la suma de celulosa y hemicelulosas (Chen, 2014).
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2.1.2. ESTRUCTURA DE AGREGACION

El estado de agregacién de Ila celulosa, también denominado estructura
supramolecular de la celulosa, se refiere principalmente a cémo las moléculas de celulosa se
ordenan para formar la estructura amorfa y cristalina. La técnica de difraccidon de rayos X ha
sido utilizada para la determinacion de la cristalinidad en madera y pastas (Stewart and Foster,
1976; Ahtee et al., 1983; Zhan et al., 1991; Canetti et al., 1991; Focher et al., 1994; Olaru et al.,
1995; Goswami et al., 1996). Los estudios mostraron que en los agregados de macromoléculas
de celulosa, las moléculas en estructura cristalina se ordenan regularmente y exhiben un claro
patrén de rayos X, siendo la densidad de la celulosa en la regién cristalina alta (1,588 g-cm™).
Las cadenas moleculares en la regién amorfa se ordenan de manera irregular y holgada, por lo
que la distancia entre moléculas es grande. La densidad de la celulosa en la regién amorfa es
baja, 1,500 g-cm™. La cristalinidad de la celulosa, generalmente entre 30 y 80% se refiere al

porcentaje de toda la celulosa ocupada en la regidn cristalina (Yang, 2008; Chen, 2014).

Se han descrito 4 tipos de polimorfos de celulosa: celulosas |, Il, 1l y IV. Estos
polimorfismos se refieren a la existencia de mds de una forma cristalina, difiriendo en
propiedades fisicas y quimicas como solubilidad, densidad, punto de fusién, forma cristalina y
propiedades dpticas y eléctricas. La celulosa | (la y IB) o celulosa nativa, es la forma mas
predominante. En 1937, Meyer y Misch propusieron una celda unidad de la red cristalina,
suponiendo una celda unidad monoclinica y dos segmentos de cadena de celobiosa
antiparalelos que funcionan en direcciones opuestas a lo largo del eje de la fibra. Las
dimensiones de la celda unidad se muestran en la figura 2.3. Los tipos I, Il (I, y IIl,) y IV (IV,y
IVy), son aquellas formas cristalinas de celulosa “sintética” que se obtienen bajo
procesamiento artificial. Hoy dia, la estructura comiunmente aceptada de tipo | es la del
modelo celular unitario monoclinico introducida por Meyer y Misch en 1937. Fue en 1984,
cuando se demostrd a través de técnicas como NMR (Atlla & VanderHart, 1984) y difraccion de
electrones (Sugiyama et al., 1991) que las celulosas nativas eran, de hecho, una combinacidn
de dos sub-alomorfos: celulosa la y celulosa IB. La celulosa la es el polimorfo primario en
celulosas de bacterias y algas, mientras que la celulosa IB es predominante en plantas
superiores y fuentes animales. La celulosa nativa tiene una orientacion paralela de la cadena
(Hieta et al., 1984) con celulosa la triclinica con una cadena de celulosa por celda unidad y
celulosa I monoclinica con dos cadenas paralelas por celda unidad con dimensiones similares

a la originalmente propuesta por Meyer-Misch.
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Figura 2.3: Modelo de celda unidad de la celulosa | de acuerdo a Meyer y Misch (Meyer & Misch 1937)

Ademas de la celulosa I, la celulosa Il es la forma de celulosa mas importante desde un
punto de vista técnico y comercial. La celulosa Il puede ser preparada precipitando la celulosa
disuelta en un medio acuoso. También se obtiene por el llamado proceso de mercerizacion,
por ejemplo, remojando la celulosa en una disolucién de NaOH (17% - 20%, peso/volumen)
seguido por la descomposicién del intermediario por neutralizacion o lavando el NaOH. La
mercerizacion se usa para activar el polimero previo a la produccidon técnica del éter de

celulosa. El proceso de transformacién de celulosa | a celulosa Il es considerado generalmente

irreversible.

La modificacion de la celulosa Il se obtiene tratando la celulosa nativa con amoniaco
liquido (por debajo de -30°C) o con una amina orgéanica como la etilendiamina, seguida por un
lavado con alcohol. Existen pequefias diferencias en las dimensiones de las redes cristalinas

entre la dos submodificaciones de celulosa lll, y Il

La celulosa IV se forma bajo tratamiento de las otras celulosas en un liquido apropiado

a elevada temperatura y bajo tensidn (figura 2.4).
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Figura 2.4: Transformacion de la celulosa en sus polimorfos.

Fuente: Klemm et al., 2005

2.1.3. ENLACES DE HIDROGENO

En la celulosa se dan dos tipos de enlaces de hidrégeno: intra- e intermoleculares. La
presencia de enlaces de hidrégeno intramoleculares es de elevada importancia en relacién a la
conformacion de la cadena simple y la rigidez. En la figura 2.5 se muestra, mediante los datos
obtenidos por difraccién de rayos X y espectroscopia NMR e IR, la existencia de enlaces de
hidrégeno entre O-3-H y O-5'de la unidad de glucopiranosa adyacente y O-2-H y 0-6" en la
celulosa cristalina nativa (Liang and Marchessault, 1959; Marchessault and Liang, 1960;

Gardner and Blackwell, 1974; Sarko and Muggli, 1974).

Figura 2.5: Sistema de enlaces de hidrégeno de la celulosa |

Fuente: Klemm et al., 2005.

En la celulosa Il, los enlaces de hidrégeno son esencialmente los mismos que los
propuestos para la celulosa I, considerando el enlace de hidrégeno O-3-H y O-5". La

conformacion del grupo C-6 hidroximetil difiere en cada cadena ya que las cadenas estan
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orientadas anti-paralelas en la celda unidad, por ejemplo, los grupos CH20H de las cadenas
respectivas no son equivalentes (Kolpak and Blackwell, 1976). Debido a que una de las cadenas
tiene un enlace de hidrégeno intramolecular por unidad de anhidroglucopiranosa mientras
que la otra cadena tiene dos, se da una red de puentes de hidrégeno mas compleja (Stipanovic

and Sarko, 1976).

Se asume el enlace de hidrégeno intermolecular solamente en el grupo OH en las
posiciones C-6'y C-3'de las moléculas de celulosa localizadas adyacentes en el mismo area de

la red (planos 020) (Blackwell et al., 1977).

El enlace de hidrégeno intermolecular en la celulosa Il es significativamente mas
complejo comparado con el de la celulosa I. El modelo de cadena anti-paralela permite la
formacién de no sélo enlaces de hidrégeno intercatenarios sino también entre planos. La
representacién mas ampliamente aceptada de la situacién de los enlaces ha sido dada por

Kolpak and Blackwell (1976, 1978), como se muestra en la figura 2.6.

Figura 2.6: Patrén de enlace de celulosa | mas probable (Kolpak and Blackwell, 1976, 1978)

Fuente: Klemm et al., 2005
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2.2. HEMICELULOSAS

La mayoria de los polisacdridos encontrados en las paredes celulares de las plantas
pertenecen al grupo de la celulosa, hemicelulosas o pectinas. La celulosa es el polisacarido
estructural dominante de las paredes celulares de las plantas. La rigidez de las microfibras de

celulosa es reforzada dentro de una matriz de hemicelulosas y pectinas.

Las hemicelulosas, a diferencia de la celulosa, estdn compuestas de azucares,
formando cadenas mas cortas y con ramificaciones. Entre los azlcares que forman las
hemicelulosas podemos encontrar pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas (glucosa, manosa,
galactosa), acidos urdnicos (acido glucurdnico, metilglucurdnico y galacturdnico) y deoxi-

hexosas (ramnosa y fucosa) (Figura 2.7).

Pentosas Hexosas Acidos hexourénicos Desoxi-Hexosas
H "H,OH "(O0OH H
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Figura 2.7: Compuestos que pueden formar parte de las poliosas

Fuente: Vila, 2005.

La cadena principal de una macromolécula hemiceluldsica puede estar constituida por
la misma unidad monomeérica (homopolimero), como los xilanos, o por dos o mds unidades

distintas (heteropolimero), como los glucomananos.
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Generalmente las hemicelulosas son clasificadas de acuerdo al residuo de azicar
principal en la cadena. Por ejemplo, xilanos, mananos, y glucanos, siendo los mas prevalentes
los xilanos y mananos. Dependiendo de las especies de plantas, la etapa de desarrollo, etc., se
pueden encontrar varias subclases de hemicelulosas, incluyendo glucuronoxilanos,
arabinoxilanos, mananos lineales, glucomananos, galactomananos, galactoglucomananos, B-
glucanos y xiloglucanos. Estos subtipos diferentes pueden ser agrupados en dos categorias
generales basadas en la hidratacién de las fibras. Los polisacéridos de baja hidratacién incluyen
los arabinoxilanos, glucuronoxilanos, xiloglucanos y mananos lineales. A excepcién de los
mananos lineales, los cuales sirven principalmente como compuestos de almacenamiento en
las semillas, la funcién principal de esta clase de hemicelulosas es estabilizar la pared celular a
través de interacciones por puentes de hidréogeno con celulosa y covalente con lignina.
Ademas, generalmente, son solubles en agua en su estado nativo debido a su construccién
ramificada. Otras hemicelulosas, compuestas principalmente de hidrocoloides, son empleadas
principalmente como energia extracelular, sistema de almacenamiento de materias primas y
como un mecanismo de retencion de agua en semillas. Los galactoglucomananos,
glucomananos, galactomananos, y B-glucanos tienden a estar altamente hidratados y tener

muy pocas o hinguna cadenas laterales unidas a ésteres.

2.2.1. FUNCIONALIDAD ESTRUCTURAL DE LAS HEMICELULOSAS

Se piensa que las hemicelulosas estan implicadas en la regulacién de la elongacion y
modificaciéon de la pared celular y, al contrario que la lignina, se cree que tiene un fuerte
efecto en las interacciones entre microfibrillas de celulosa. Las hemicelulosas, en combinacion
con la lignina y la celulosa, incrementan la resistencia a la degradacion enzimatica de la pared
celular. Su composicién quimica y caracteristicas estructurales varian ampliamente con las
especies, localizacién subcelular y etapas de desarrollo. A menudo, han sido documentadas
como asociadas quimicamente o reticuladas a otros polisacaridos, proteinas o lignina.
Probablemente, no existan enlaces quimicos entre la celulosa y las hemicelulosas sino enlaces

de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals (Wyman et al., 2005).

Los grupos laterales del xilano pueden jugar un papel importante en el enlace de la
lignina a las hemicelulosas. Se han identificado ambos enlaces éster entre la lignina y unidades
del acido metilglucurdnico y los enlaces éter de la lignina a los grupos arabinosil. Los
componentes fendlicos de bajo peso molecular de la lignina, como son el acido felurico y el

acido p-cumarico, estan unidos covalentemente a las hemicelulosas.
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Los grupos laterales, especialmente los sustituyentes acetil, afectan a las propiedades
fisico-quimicas y a la biodegradabilidad de las hemicelulosas solubles o vinculadas a una matriz

(Wyman et al., 2005).

2.2.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS HEMICELULOSAS

El contenido y la estructura de las hemicelulosas pueden variar entre las diferentes
especies vegetales. La estructura viene principalmente definida por la composicion de la
cadena principal y las cadenas ramificadas de glucanos en las hemicelulosas. La cadena
principal puede consistir en uno o mas tipos de glicosil, y las conexiones entre grupos glicosil
también son diferentes. A continuacion, se detalla la clasificacion de las principales

hemicelulosas.

2.2.2.1. Estructura quimica de los xilanos

El término “xilano” es un término general para polisacaridos que tienen una cadena de
B-(1->4)-D-xilopiranosa con una variedad de cadenas laterales. El xilano es la hemicelulosa
predominante en la mayoria de las paredes celulares de las plantas, generalmente comprende
1/3 de la biomasa total. Se encuentra principalmente en la pared celular secundaria y se
acumula en la superficie de las microfibrillas de celulosa a medida que el complejo de celulosa
sintasa produce la microfibrilla. Los xilanos forman enlaces cruzados (cross-links) entre la
celulosa, lignina, otras hemicelulosas y pectina por medio de puentes de hidrégeno a otros
polisacaridos y por enlaces covalentes a través de cadenas laterales arabinofuranosil a los

acidos ferulicos y cumaricos encontrados en la lignina.

La composicidon y enlaces de las cadenas laterales determinan la variedad especifica de
xilano. La eliminacidon de estas cadenas laterales generalmente mejora la velocidad de
degradacion por las enzimas endoxilanasas. Los xilanos de las plantas herbaceas y anuales que
tienen una cantidad elevada de sustituyentes a-L-arabinofurandsidos son conocidos como
arabinoxilanos. Las cadenas laterales de arabinoxilano estan constituidas principalmente por
arabinofuranosa y grupos acetilo. Las ramificaciones de L-arabinofurandsidos estan unidas por

enlaces a-(1->2,3) a la cadena de xilopiranosa.

Los xilanos de las maderas duras, altamente sustituidos con acetil y acido glucurdnico
4-0- metil, son conocidos como glucuronoxilanos. El 4-O-acido metilglucurénico esta unido a la
cadena principal de xilano por enlaces a-(1->2) glicosidicos, y el acido acético es esterificado
en el 2 y/o 3 carbono del grupo hidroxilo. La proporcién molar de xilosa/acido

glucurdnico/unidades acetilo es aproximadamente 10:1:7.
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Al contrario que en las maderas duras y las plantas herbdceas, las hemicelulosas de las
maderas blandas son en su mayoria galactoglucamananos, (15-20% de la biomasa total de la
madera blanda), constituyendo los xilanos sélo el 7-10% de dicha biomasa. Los
galactoglucomananos se dividen en dos subtipos de bajo y alto contenido en galactosa con
proporciones de galactosa/glucosa/manosa de 0,1; 1:4 y 1:1:3, respectivamente. Los xilanos de
las maderas blandas, arabino-4-O-metilglucuronoxilanos, no estan acetilados, pero la cadena
de xilano estd sustituida en el carbdn 2 y 3 con 4-0O-metil-a-D-acido glucurdnico y residuos a-L-
arabinofuranosil, respectivamente. El xilano de la madera blanda tiene una proporcién de
xilosa/acido glucurdnico/arabinosa de aproximadamente 8:1,6:1 a 10:2:1. También presenta
un grado de polimerizacidn menor, 100, comparado con los xilanos de las maderas duras, cuyo

grado de polimerizacidon estd en torno a 200 (Wyman et al., 2005).

2.2.2.2. Estructura quimica de los mananos y derivados de mananos.

Las maderas blandas presentan el mayor contenido de manano; algunas maderas
duras tienen manano, conteniendo muy poca cantidad las plantas herbaceas. La manosa y la
glucosa estan unidas por enlaces B-(1-2>4) para formar un polimero no homogéneo como

cadena principal.

La cadena principal de manano en maderas duras estd compuesta por glucosa y
manosa; la proporcion de estos dos glicosilos es 1,5-2:1, y el grado de polimerizacién medio es
de 60-70; si esta o no acetilada no esta aun del todo claro. En el caso de las maderas blandas,
la glucosa y la manosa en una proporcion de 3:1 se organizan aleatoriamente para formar la
cadena principal, el galactosil estd unido a la glucosa o manosa de la cadena principal por
enlaces a-(1-26), y el acetil parece estar uniformemente distribuido en los C2 y C3 de la
manosa. El grado de polimerizacion medio es mas de 60; algunos pueden alcanzar 100 (Chen,

2014).

Los compuestos de manano incluyen galactomanano, glucomanano, acido glucurénico
y galactoglucomanano. Los residuos de manosa estan conectados por un enlace B-(1>4) a la
forma manano, pero forman galactomanano si estdn unidos a residuos de galactosa por un
enlace a-(1-26). La cadena principal de glucomanano esta compuesta de glucosa y manosa, las
cuales estan unidas por enlaces B-(1-24) con la proporcion residual de 1:3. El glucomanano
también contiene un residuo de galactosa como cadena ramificada, por lo que, a veces, es
denominada galactoglucomanano. Ademas, algin grupo hidroxilo de los residuos de manosa

puede también estar acetilado. El acido glucurdnico prevalece en la pared celular, pero su
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contenido es bajo. Los residuos de manosa, unidos por enlaces a-(1-24), y residuos de acido
glucurdnico, unidos por enlaces B-(1->2), existen alternativamente en la cadena principal de
acido glucurdnico, cuyos extremos no sélo tienen xilosa o galactosa unida por enlaces B- (1-26)

sino que también tienen arabinosa enlazada por uniones 123 (Yang, 2008; Chen, 2014).

2.2.2.3. Estructura quimica de los glucanos y xiloglucanos

Ademas de la celulosa, polisacarido dominante en las plantas, otros dos B-glucanos
juegan un papel importante en la estructura y funcidn de la pared celular de la planta, los B-
glucano v xiloglucano. Estos son quimicamente similares a la celulosa, estando basados en una
cadena de glucosa unida por enlaces B. El B-glucano consiste en mezclas de residuos de
glucosa unidos por enlaces B-(1-23) y B-(1-24), mientras que el xiloglucano es un polimero de
glucopiranosa unido por enlaces B-(124) con grados variantes de residuos de xilosa unidos
por enlaces a-(1-26). Ambas estructuras estan implicadas en el soporte y entrecruzamiento de
la matriz de celulosa por medio de interacciones de los enlaces de hidrégeno con la celulosa,
otras hemicelulosas y pectinas (Wyman et al., 2005). El xiloglucano contiene principalmente
glucosa, xilosa, y galactosa, y su proporcidén es aproximadamente 4:3:1. El xiloglucano en las

plantas puede contener también fucosa y arabinosa (Chen, 2014).

2.2.2.4.Estructura quimica del arabinano

El arabinano esta completamente constituido por arabinosa, y los residuos de a-L-
arabinofuranosil estan unidos entre ellos en el carbono 5 (C-5), formando la cadena principal.
El arabinano contiene muchas cadenas ramificadas: algunas cadenas laterales de
arabinofuranosil estan enlazadas a 0-2 u 0-3 6 conectadas simultaneamente a 0-2 y 0-3, y

algunas cadenas laterales estan compuestas por arabinosa.

2.2.2.5. Estructura quimica del galactano y arabinogalactano

Los residuos de galactosa estan conectados por enlaces B-(1->4) para formar la cadena
de galactano; los residuos de galactosa, como la cadena lateral, estdn unidos al O-6. Hay dos
tipos de arabinogalactano: el mas comun tiene residuos de galactosa terminales unidos en O-3
y 0-6, en O-3 u 0-6, y residuos de arabinofuranosa unidos en O-3 u O-5. Otro tipo tiene
residuos de galactosa unidos por O-4 u O-3 y enlaces 0-4 y residuos de arabinofuranosa unidos
terminalmente o por un enlace O-5. El arabinogalactano también puede ser un oligosacarido
constituido por varios residuos de arabinosa. Ademas, el acido ferulico puede estar unido a

algunos residuos de arabinosa y galactosa. El arabinogalactano en las paredes celulares puede
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estar como una molécula independiente o como cadenas laterales en las moléculas de pectina

(Chen, 2014).

2.3. LIGNINA
La lignina es el segundo polimero organico mas abundante en las plantas tras la
celulosa. Es un componente caracteristico de las plantas superiores (gimnospermas vy

angiospermas). El contenido de lignina en las especies madereras y gramineas es 20-40% y 15-
20%, respectivamente. La lignina es el nombre de un grupo de sustancias cuya heterogeneidad
se manifiesta en diferentes especies de plantas, la duracidn de la temporada de crecimiento, y
las diferentes partes de las mismas. Proporciona rigidez a la pared celular y actia como puente
de unidn entre las células, creando un material que es notablemente resistente a los impactos,

compresiones y flexiones.

2.3.1. ESTRUCTURA DE LA LIGNINA

Quimicamente la lignina es un polimero tridimensional amorfo constituido a partir de
varios acidos y alcoholes fenilpropilicos, que se unen entre si por enlaces tipo alquil-aril-éter o
carbono-carbono (Janshekar and Fiechter, 1983; Garcia et al., 1984). La lignina incluye tres
mondmeros estructurales basicos (figura 2.8): el mondmero p-hidroxifenilo (tipo H) derivado
del alcohol cumarilico, el monémero guayacilo (tipo G) derivado del alcohol coniferilico, y el

mondmero siringilo (tipo S) derivado del alcohol sinapilico.
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Figura 2.8: Unidades y mondmeros bdsicos de la lignina; Fuente: Vila, 2005.
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Aunque la lignina sélo tiene tres estructuras basicas, la proporcidn de estas estructuras
basicas varia enormemente entre familias de plantas. La lignina en maderas duras incluye
grandes cantidades de unidades siringilo. Las unidades estructurales de la lignina en maderas
blandas son principalmente unidades tipo guayacilo, existiendo una pequefia cantidad de
unidades del tipo p-hidroxifenilo. La lignina de la paja de trigo estd formada por unidades

guayacilo y siringilo no condensadas, y otras unidades condensadas.

En la figura 2.9 se pueden ver las principales caracteristicas estructurales de las
ligninas. Los enlaces éter en la lignina incluyen enlaces fenol-éter, alkil-éter, dialkil, diaril-éter,
etc. Aproximadamente 3/4 de las unidades fenilpropano de la lignina estdan unidas a las
unidades estructurales adyacentes por enlaces éter; sélo una pequefia parte esta presente en
forma de hidroxilo fendlico libre. Los enlaces fenol-éter representan el 70-80% de estos
grupos, los éters guayacil glicerol-B-aril (-0-4) son aproximadamente la mitad de los enlaces
fenol-éter, seguidos por los éters guayacil gilcerol-a-aril (a-O-4), conteniendo también otros
tipos de enlaces éter. La lignina en maderas blandas y duras contiene principalmente enlaces
éter del tipo aril glicerol-B-aril-(B-0-4), representando aproximadamente la mitad de la lignina
en maderas blandas y mas del 60% en maderas duras. En los enlaces C-C de la lignina, el tipo

dominante es el enlace B-5, B-B, seguido por B-1, B-2, 5-5, etc. (Tao et al., 2003).

Los principales tipos de enlaces de la lignina que presentan las plantas herbaceas son
los mismos que tienen las especies madereras. El principal tipo de enlace de la unidad
estructural son enlaces glicerol-B-aril-éter aromaticos; estos se presentan en menor medida
gue en las maderas duras y en niumero similar a las maderas blandas. La proporcion de enlaces
carbono-carbono, tales como B-5 y B-B en las unidades estructurales, es mayor que en
maderas duras. En la estructura de la lignina de las plantas herbdceas, una parte considerable
de las unidades p-hidroxifenilpropano conecta con unidades fenilpropano en su forma éster.
Tomando como ejemplo la paja, el 60% de las unidades p-hidroxifenilpropano estan
conectadas en la forma de sus ésteres. Ademds, la lignina de las plantas herbaceas contiene

una pequefia cantidad de ésteres de acido ferdlico.
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Figura 2.9: Principales caracteristicas estructurales de la lignina

Fuente: Ochoa-Gémez, 2007.

2.3.2. PROPIEDADES QUIMICAS DE LA LIGNINA

Las propiedades quimicas de la lignina incluyen reacciones de halogenacién, nitracion,
y oxidaciéon en el anillo fenil; reacciones en el alcohol benzil, en el enlace aril-éter y en el alkil
éter en la cadena lateral; reaccién cromogénica de la lignina modificada, etc. Las reacciones
qguimicas de la unidad estructural de la lignina estan divididas en dos categorias: reacciones

nucleofilicas y reacciones electrofilicas.

2.3.2.1.Reacciones quimicas de la unidad estructural en la cadena lateral
Las reacciones en las cadenas laterales de la lignina estan asociadas con el pasteado y
la modificacién de la lignina, siendo una reaccidn nucleofilica. Los reactivos que pueden

conducir estas reacciones son (Gao and Tang, 1996; Tao and Guan, 2003; Chen, 2014):

+ Maedio alcalino, el efecto de los reactivos nucleofilicos OH’, HS, y S, conduce a la
ruptura del enlace éter principal (por ejemplo, enlace a-aril éter, enlace tipo fenol a-
alkoxi éter, y tipo fenol B-aril éter) y a la fragmentacidn y disolucién parcial de la
macromolécula de lignina.

4+ Medio neutro, la reaccién con nucledfilos HSO;” 0 SO5* conduce a la ruptura de enlace

éter y trae los grupos SO;” en la degradacion de los fragmentos de lignina.



*

2.3.2.2.
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Medio acido principalmente relacionado con la reacciéon de fragmentacién de la
lignina en el proceso de pasteado con sulfito acido. La disolucidn acuosa de SO, se
emplea como reactivo conllevando a la ruptura de los enlaces éter a-aril fendlicos y no

fendlicos, sulfonacién del carbono a, aumentando la hidrofilicidad de la lignina.

Reaccidén quimica del anillo aromatico en la estructura de la lignina

Las reacciones quimicas del anillo aromatico en la unidad estructural de la lignina estan

estrechamente ligadas a los procesos de modificacion y han sido divididos en reacciones

electroéfilas y nucledfilas (Gao and Tang, 1996; Chen, 2014):

+

2.3.2.3.

Reaccion electrofila de sustitucion: ésta se refiere principalmente a las reacciones de
sustitucidon y oxidacién. Los reactivos electrofilicos incluyen cloro, diéxido de cloro,
moléculas de oxigeno, ozono, catiéon nitro, catién nitroso, etc. La sustitucion del
reactivo electréfilo rompe las cadenas laterales de la lignina y conduce a la ruptura
oxidativa de los enlaces B-aril éter. La cadena lateral alifatica se oxida en un &acido
carboxilico, y el anillo aromatico se oxida en el compuesto de la estructura de O-
quinona, que finalmente se oxidard en derivados de acido dicarboxilico.

Reaccidn nucledfila: los reactivos nucledfilos que pueden reaccionar con el anillo
aromatico de la lignina incluyen iones hidréxido, iones hipoclorito, e iones peréxido de
hidrégeno. Estos reactivos nucledfilos pueden reaccionar con los grupos croméforos
en los fragmentos de lignina degradada, rompiendo la estructura croméfora hasta

cierto punto.

Reaccién cromogénica de la lignina

La reaccion de condensacién de la lignina con acidos inorganicos concentrados estd
relacionada principalmente con la estructura aldehido coniferil en la estructura de la
lignina.

La reaccidon cromogénica Maule: la lignina de las maderas duras llega a ser violeta
rojiza cuando se trata por primera vez con KMnQ, y HCl y después amoniaco. El anillo
siringil genera metoxi o-dihidroxibenzeno bajo el efecto de KMnO, y HCl, generando
una estructura metoxi-o-quinona, que se torna morada tras el tratamiento con
amoniaco.

Reaccion Cross-Bevan: la madera himeda sin extractos es tratada con cloro; la lignina
se convierte en lignina clorada tras el tratamiento en acido sulfinico y sulfito sédico,

volviéndose la lignina rojo purpura (Jiang, 2001; Chen, 2014).
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2.3.3. PROPIEDADES FiSICAS DE LA LIGNINA

1

Se pueden destacar 5 propiedades principales (Jiang, 2001; Chen, 2014):

Peso molecular y polidispersidad: cualquier tipo de método separacidn puede causar
alguna degradacién parcial y cambios en la lignina. El peso molecular de la lignina varia
con el método de separacion. Ademas, bajo el efecto de la accién mecanica, enzimas o
reactivos quimicos, la estructura de la red tridimensional es degrada en fragmentos de
lignina de diferentes tamafios, lo que conlleva a la polidispersidad del peso molecular
de la lignina. La determinacion del peso molecular de la lignina incluye el método
osmomeétrico, el método de dispersion de luz, supercentrifugacion, cromatografia por
permeacion de gel, cromatografia de liquidos de alta resolucidn, etc.

Solubilidad: en la estructura de la lignina existen hidroxilos y muchos grupos polares,
resultando en la formacién de fuertes enlaces de hidrégeno intramoleculares e
intermoleculares, haciendo la lignina intrinseca insoluble en cualquier disolvente. La
condensacién o degradacién hace que la lignina se pueda dividir en lignina soluble y
lignina insoluble. La primera presenta una estructura amorfa y la segunda es la
estructura morfoldgica de las fibras de la materia prima. La presencia de hidroxilos
fendlicos y carboxilos hace que la lignina se pueda disolver en una disolucion alcalina.
La lignina extraida Brauns y la organosolv se pueden disolver en dioxano, metanol,
etanol, acetona, metil cellosolve, y piridina. La lignina alkali y la lignosulfonada se
pueden disolver normalmente en un alkali diluido, agua, y en solucidn salina. La lignina
acida no es soluble en ningun disolvente. Los mejores disolventes para la mayoria de
las ligninas separadas son el bromuro de acetilo y el hexafluoruroisopropanol en acido
acético.

Propiedades térmicas: la lignina es un polimero termoplastico amorfo. Presenta una
ligera friabilidad a altas temperaturas. También tiene propiedades de transicidn vitrea.
Bajo la temperatura de transicion vitrea, la lignina se encuentra en la fase vitrea sélida;
comienza a cambiar cuando se encuentra por encima de la temperatura de transicion
vitrea. La lignina se ablanda y se vuelve pegajosa, mostrando fuerza adhesiva. La
temperatura de transicidon vitrea de la lignina ya separada varia con el material
lignocelulésico, el método de separacion, el peso molecular y el contenido en agua. La
temperatura de ablandamiento de la lignina totalmente seca varia entre 127 y 129°C,
la cual disminuye considerablemente con el incremento del contenido en agua,

indicando que agua actia como plastificante de la lignina.
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42) Densidad relativa: la densidad relativa de la lignina oscila entre 1,35y 1,50. La lignina
preparada por métodos diferentes presenta densidades relativas diferentes.
52) Color: la lignina intrinseca es una sustancia blanca o casi incolora; el color de la lignina

gue se observa es el resultado del proceso de separacion y preparacion.

2.4. CENIZAS

En las plantas, aparte del carbono, hidrégeno, oxigeno, y otros elementos basicos,
existe otro tipo de elementos que resultan indispensables en las células de las plantas, como el
nitrégeno, azufre, fosforo, calcio, magnesio, hierro, potasio, sodio, cobre, zinc, manganeso,
cloro, etc. Cuando una muestra se seca a 105°C y se procesa a 750°C en un horno, los
elementos tales como el carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, etc. desaparecen en
forma de compuestos gaseosos, y el residuo que queda es la ceniza que contiene muchos tipos
de elementos minerales en forma de o6xido. El contenido de estas cenizas va a estar

determinado por el tipo de planta y su ambiente de crecimiento (Yang, 2008; Chen, 2014).

2.5. PECTINA

La pectina es el mayor componente de la [dmina media de la planta; estd localizado
entre los microfilamentos de celulosa de la pared celular, principalmente condensados por
acido galacturénico y su metil éster y compuesto por ramnosa y arabinosa. La pectina se puede

dividir en acido péctico, pectina y protopectina.

El acido péctico es una cadena lineal unida por enlaces a-1,4 por 100 &cidos
galacturdnicos. La pectina es el componente principal de las sustancias intercelulares en las
plantas superiores; es un polimero de cadena larga unido por enlaces glicosidicos a-1,4 por
ésteres de acido galacturdnico y una cantidad pequefia de acido galacturdnico. El peso
molecular de la protopectina es mayor que el del acido péctico y la pectina. La protopectina

existe principalmente en la pared primaria, y es insoluble en agua (Chen, 2014).

2.6. PIGMENTOS

Los pigmentos son sustancias importantes en los materiales lignoceluldsicos. Los
pigmentos en las plantas normalmente se generan a partir de la lignina y algunos productos de
degradacion de la lignina con anillos de benzeno. Kringstad et al. demostraron que la
estructura quinoide era el croméforo mas importante en la lignina. La formacion y degradacion
de la lignina estan involucradas con formaciones de paraquinonas y O-quinona. La O-quinona,

roja, y las paraquinonas, amarillas, son las mayores estructuras cromogénicas de la lignina. Las
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estructuras de paraquinona son mayoritariamente disueltas de forma individual en lugar de en
forma de unidades condensadas, pero las estructuras de O-quinona permanecen
principalmente en las macromoléculas de lignina sin llegar a diluirse (Li and Wu, 2006; Xi and

Li, 2008).

Las plantas también contienen pequefias cantidades de flavonoides y antocianina. En
la transformacion de los materiales, estos pigmentos son extraidos, afectando la posterior
conversidn de los materiales lignoceluldsicos. La presencia de pigmentos puede causar cierto
grado de inhibicién en la hidrdlisis enzimatica y fermentacién. Por ello, los pretratamientos de
los materiales lignoceluldsicos normalmente necesitan eliminar pigmentos del hidrolizado;

estos tratamientos incluyen resinas, intercambio idnico, electrodialisis, y precipitacién.

2.7. PROTEINAS

Ademas de los principales componentes mencionados, la pared celular esta
enriquecida con proteinas. De acuerdo a la funcidn fisioldgica, existen dos grupos de proteinas
en la pared celular: proteinas estructurales, que conforman la parte principal de las proteinas
de la pared celular; la zimoproteina, que incluye docenas de proteinas con varias actividades

enzimaticas (Han and Chen, 2007).

2.8. PARED CELULAR

En la figura 2.10 se puede observar la estructura de la pared celular de un material
lignocelulésico. Las moléculas de celulosa se encuentran normalmente organizadas vy
agrupadas, determinando la estructura de la pared celular, la cual es compacta. Una fibrilla
estd compuesta de microfibrillas de celulosa entrelazada, que hacen a la celulosa mas fuerte
que un cable de acero del mismo espesor. Las microfibrillas se entraman en una red,
conformando la estructura basica de la pared celular; siendo su didmetro entre 10-20 mm. Las
microfibras estan formadas de fibrillas primarias o basicas dispuestas en paralelo. El didametro
de estas fibrillas primarias oscila entre 2 y 4 nm. Esta es la unidad estructural en la que las
moléculas de celulosa estan unidas por enlaces B-1,4- glicosidicos (Zhang et al., 1997). En
algunas regiones de las microfibrillas, las moléculas de celulosa estan organizadas de manera
ordenada, teniendo la celulosa propiedades cristalinas. Esta organizacion estable de las

moléculas de celulosa en microfibrillas se denomina micela.
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Figura 2.10: Estructura de la pared celular de un material lignocelulésico.

Fuente: Rubin, 2008.

Otro componente importante de la pared celular es la lignina. A excepcién de la
celulosa, es el polimero de cadena larga mas abundante en la pared celular. Desde un punto de
vista quimico, las unidades basicas de la lignina son los derivados fenilpropanoides vy se
combinan en sustancias de alto peso molecular por enlaces éter o enlaces carbono-carbono.
En lo concerniente a las caracteristicas fisicas, la lignina contribuye a la dureza de la pared
celular, concentrandose en ésta mayoritariamente. El contenido de lignina es
aproximadamente el 20-32% en las plantas madereras y el 14-25% en las plantas herbaceas
(Chen et al., 1996). La pared celular de los tejidos protectores normalmente contiene también
cutina, suberina, cera y otras sustancias grasas. Estos componentes reducen enormemente la

pérdida de agua de las plantas.

Dependiendo del tiempo de formaciéon y de la composicidn quimica, la pared celular se
puede dividir en pared primaria y pared secundaria. Entre los principales componentes de la
pared celular primaria se encuentran polisacdridos, proteinas, y otras muchas enzimas,
glicoproteinas y algunos iones como calcio. Los principales polisacaridos de la pared primaria
son celulosa, hemicelulosas y pectina. La celulosa representa el 15-30% del peso seco de la
pared celular primaria. Las hemicelulosas interaccionan con celulosas, formando una red con

microfibrillas. La pectina se encuentra en un 30% de polisacérido de la pared celular primaria.
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Estas células sin pared celular secundaria pueden especializarse y diferenciarse en diversos
tipos de células. Por tanto, son importantes para producir regeneracion. La funcién principal
de la pared celular primaria es proporcionar soporte mecanico y estructural, mantener y
determinar la morfologia celular, controlar la velocidad y direccién del crecimiento celular,
reservar hidratos de carbono, mantener la resistencia a los patdgenos, resistir la
deshidratacién y activar la interaccion entre las moléculas de sefial fuente y las células (Song et
al., 2008). Muchas plantas solo tienen pared primaria, mientras que otras tienen ambas,
primaria y secundaria. Cuando las células paran de crecer y el area superficial de la pared
primaria no aumenta mas, la pared secundaria comienza a formarse. Las células de la pared
celular secundaria se forman dentro de la pared celular primaria y presentan algunas
diferencias en la composicidn comparadas con las células primarias. Ademas de contener
celulosa y hemicelulosas, la pared secundaria tiene lignina. La lignina es capaz de reticular
altamente para mejorar el soporte mecanico haciendo que las plantas crezcan erguidas. La
pared secundaria es particularmente importante para las células especializadas que estan
relacionadas con el refuerzo mecdnico y el transporte de agua. La pared secundaria tiene mas
celulosa que la pared primaria pero pierde pectina, por lo que la pared celular secundaria es
mas dura, esta menos extendida que la pared primaria, y no tiene enzimas ni glicoproteinas. El
componente basico de la pared celular secundaria son las hemicelulosas. Normalmente se

puede dividir en 3 capas (figura 2.11): capa interior (S3), capa media (S2), capa exterior (S1).
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Figura 2.11: Estructura de la pared celular de una fibra de celulosa.

(A) Ultraestructura de la pared primaria. (B) Estructura detallada de la pared celular.
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En resumen, si se analiza con profundidad la membrana celular, se observa que no es
homogénea, sino que estd formada por tres capas, una externa muy delgada denominada
pared intercelular o laminilla media, otra también muy delgada denominada pared primaria,
otra media muy gruesa denominada pared secundaria y, por ultimo, una interna muy delgada

denominada terciaria.
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BIORREFINERIA DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS PARA LA
PRODUCCION DE PASTAS CELULOSICAS, PAPEL Y CELULOSA
MOLDEADA

PRODUCCION DE PASTAS CELULOSICAS

Las pastas celulésicas proceden de materiales lignocelulésicos que han sido

fraccionados fisica o quimicamente, de modo que las fibras se liberan y dispersan en agua,

formando una red.

1

~—

Los procesos de pasteado se dividen en cuatro amplias categorias (tabla 3.1):

Pasteado quimico. Se emplean disolventes o reactivos quimicos para separar la
celulosa del resto de constituyentes (hemicelulosa y lignina). Una pasta producida sdlo
por métodos quimicos se conoce como pasta quimica completa, del inglés “full
chemical pulp”. El punto en el que se produce la separacion o liberacion de las fibras
de celulosa es, en lineas generales, tras la coccion en el intervalo de temperatura 130-
180°C. En este punto se ha eliminado suficiente lignina y por tanto, el material
lignocelulésico esta lo suficientemente suave como para separarse en fibras con poca
0 ninguna accién mecanica. El rendimiento del proceso esta dentro del intervalo 40-
50%, conteniendo la pasta entre el 3-5% de lignina, pudiendo ser algo mas elevada
dependiendo del tipo de material lignoceluldsico empleado. Estas pastas presentan
una fuerza a la traccién elevada. Los métodos mas empleados son: el proceso Kraft
(también denominado alcalino o proceso al sulfato con un pH de coccién por encima
de 12) y otros procesos al sulfito con un amplio rango de condiciones de pH en la
coccién. Un método mds antiguo y que se esta limitando hoy en dia a maderas duras y
a fibras no madereras como la paja es el proceso a la sosa, el cual emplea hidréxido de
sodio como Unico ingrediente de pasteado activo.

Pasteado semi-quimico. También denominado pasteado quimico de alto rendimiento.
Consiste de dos etapas con rendimientos de entre el 60% y el 80%. En la primera etapa
se aplica un tratamiento quimico suave el cual es seguido por un tratamiento de refino
mecdnico moderado. De este modo se da la eliminacidon parcial de la lignina vy
hemicelulosas. La primera etapa del proceso semi-quimico puede ser similar a
cualquier método de pasteado quimico convencional, excepto que la temperatura,
tiempo de coccidn y la concentracién de reactivo se ven reducidos.

Pasteado quimico-mecanico. Los procesos de pasteado quimico-mecanico consisten
en dos etapas con rendimientos del 85-95%. Un tratamiento quimico suave es seguido

por una accién mecdnica drastica, aunque menos drastica que si no existiese
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pretratamiento quimico. Se conserva el contenido y la estructura original de la lignina,
pero se pierden los extractos y pequefias cantidades de hemicelulosa.

42) Pasteado mecdanico. La pasta mecanica es producida utilizando sélo el desgaste
mecdanico de los materiales lignoceluldsicos; no se emplean quimicos diferentes al
agua o vapor de agua. El rendimiento del proceso oscila entre un 90-98%. La lignina
queda retenida en la pasta. Las pastas mecdnicas se caracterizan por elevados
rendimientos, alto volumen, y bajo coste. Poseen menor fuerza a la traccion dado que
la lignina interfiere con los enlaces de hidrégeno entre las fibras cuando se fabrica el
papel. La lignina también tiene un efecto sobre la pasta y hace que se vuelva amarilla

con la exposicion al aire y a la luz (Vila, 2005).

La energia mecdnica requerida para separar las fibras se incrementa de los procesos 1 al 4,
disminuyendo la dependencia de la accién quimica. Asi, los métodos de pasteado quimico se
apoyan en el efecto de los disolventes y/o reactivos quimicos para separar las fibras, mientras
que los métodos mecanicos se basan principalmente en la accién fisica. Cuantos mas
productos quimicos estén involucrados, menor sera el rendimiento del proceso y el contenido
final de lignina en la pasta, ya que la accidon quimica degrada y solubiliza los componentes
lignoceluldsicos, especialmente la lignina y hemicelulosas. Por otro lado, el pasteado quimico
produce fibras individuales que no son cortadas, lo que se traduce en la obtencién de papel
mas fuerte, ya que la lignina, la cual interfiere con los enlaces de hidrégeno de las fibras, es

eliminada en gran medida.

Acidas Al sulfito
A la sosa
Al sulfato o Kraft

Alcalinas

Pastas quimicas .
Oxidantes

Otros procesos (sin azufre) Hidrotropicos
Extraccidn con disolventes organicos
Al sulfito neutro (NSSC)
Al sulfito acido
Al bisulfito
Pastas semi-quimicas Al sulfito alcalino
Al sulfato

A la sosa en frio
Sin azufre

L. . Quimico-mecanica
Pastas quimico-mecénicas — —
Quimicotermomecanica

De molinos
Pastas mecanicas De refinador (RMP)
Termomecanica (TMP)
Tabla 3.1: Clasificacion de las pastas celulésicas.

Fuente: Villar y Jiménez, 2005.
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El presente trabajo se centra en el pasteado quimico “a la sosa antraquinona” y su
comparacién con el proceso Kraft en una de las publicaciones, por lo que serdn estos dos

procesos de pasteado los que se expliquen en detalle a continuacién.

3.1.1. PASTEADO KRAFT O AL SULFATO

El proceso de pasteado quimico mas importante usado hoy dia es el proceso Kraft
(Gellerstedt, 2001; Dimmel and Gellerstedt, 2010). Entre sus ventajas se incluye la obtencidn
de papeles con excelentes propiedades de resistencia, bajos requerimientos de energia, bajos
costes de quimicos, e idoneidad para especies madereras. Por el contrario, las desventajas son:
bajos rendimientos de las pastas (40-50%), costes de inversién de capital elevados, color
marrén de la pasta obtenida no blanqueada, elevado coste de los quimicos empleados para el
blanqueo, cantidades significativas de componentes organicos en los efluentes de blanqueo y

fuertes olores.

En la coccidon Kraft convencional, la lignina es disuelta con un licor de coccidén acuoso
alcalino fuerte (licor blanco) que contiene principalmente hidréxido sédico (NaOH) y sulfuro de
sodio (Na,S) como reactivos de coccidn activos (Alén, 2000; Sixta et al., 2006). Las reacciones
que ocurren durante el pasteado Kraft son complejas y no estan totalmente descritas (Alén,
2000; Sixta et al., 2006; Lapierre, 2010). Los agentes quimicos activos principales en el proceso
Kraft son aniones hidréoxido (OH') y de sulfuro de hidrégeno (HS'). Es conocido que el HS juega
un papel importante en el pasteado Kraft acelerando la deslignificacién al reaccionar con la
lignina, mientras que las reacciones carbohidrato se encuentran afectadas principalmente por
la alcalinidad (por el OH’). Ademas, el licor blanco contiene pequefias cantidades de Na,SO,,
Na,COs, Na,S,0;, NaCl y CaCO;, junto con otras sales. Las concentraciones de los quimicos de
coccién activos se expresan convencionalmente como alkali activo (AA: NaOH+Na,S) y alkali

efectivo (AE: NaOH+ % Na,S) (Lehto and Alén, 2014).

Tanto los digestores batch como los continuos se emplean en el pasteado Kraft. Por lo
general, los tiempos de coccidn varian de 1 a 3 horas y las temperaturas de 150°C a 180°C. El
efecto total del tiempo y la temperatura de coccion se presenta normalmente a través de un
simple valor numérico, el llamado factor H (Vroom 1957). Durante el pasteado Kraft (figura
3.1), la deslignificacion se da en tres fases distintas (Dimmel and Gellerstedt, 2010). La primera
fase de deslignificacion se caracteriza como una “fase de extraccién”, durante la cual la

selectividad de la deslignificacién es bastante baja, resultando la eliminacidn del 15% al 25% de
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la lignina inicial, pero conduciendo simultdneamente a una pérdida de hasta un 40% de las
hemicelulosas. A medida que el proceso continla, la deslignificacion se acelera debido al
incremento de temperatura. Durante esta segunda fase, la velocidad de deslignificacidn es
controlada por reacciones quimicas de primer orden. La velocidad de deslignificacion
permanece alta durante la etapa de deslignificacion hasta que aproximadamente el 90% de la
lignina inicial se ha disuelto. La fase final de deslignificacién se da lentamente y la pérdida de
carbohidratos aumenta significativamente. La selectividad de deslignificacion del pasteado
Kraft es bastante baja, conduciendo a la degradacion de los polisacaridos del material
lignoceluldsico a bajas temperaturas cuando el material entra en contacto con el licor de
cocciéon. A medida que prosigue el proceso de pasteado, el licor blanco se enriquece
gradualmente con un mezcla extremadamente compleja de lignina degradada, productos de
degradacion de carbohidratos, y cationes y aniones inorgdnicos, convirtiéndose finalmente en
licor negro (Alén et al., 1984, 1985; Niemela et al., 1985; Niemela and Sjostrom 1986a, b, 1988;
Niemeld 1988a, b,c, 1989, 1990a, b; Sixta et al., 2006; Hellstén et al., 2013; Lehto and Alén,
2014).

Tras el pasteado, el licor negro es separado de la pasta, concentrado al 65-80%
(contenido seco en sdlidos), y quemado en la caldera para la recuperacién de quimicos de
coccién y produccion de energia (Adams, 1997; Vakkilainen, 2008). Tras la combustidn, la
fraccion inorganica que contiene Na,CO; y Na,S junto con una cantidad menor de Na,SO, se
disuelve en agua para formar el licor verde (Hupa, 1997; Vakkilainen, 2008). El licor verde
reacciona con cal (Ca0) en la etapa de caustificacidn. En esta etapa, el Na,CO; se convierte a
NaOH, que puede ser empleado de nuevo como licor blanco. El rendimiento de la conversion
quimica y la recuperaciéon es cercano al 90%; por tanto, el licor blanco adn contiene pequefias

cantidades de Na,CO; y otras sales de sodio (Lehto and Alén, 2014).
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Figura 3.1: Esquema del proceso kraft. Fuente: Mateos-Espejel et al., 2011
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3.1.2. PASTEADO A LA SOSA-ANTRAQUINONA

En el proceso Kraft, los compuestos de azufre formados pueden causar problemas de
olor a concentraciones extremadamente bajas (Martinez et al., 1997; Bordado and Gomes,
2002, 2003). Los métodos de pasteado alternativo comprenden principalmente procesos
alcalinos libres de azufre, normalmente en presencia de algunos catalizadores, tales como el
pasteado a la sosa combinado con el catalizador antraquinona (AQ) (Biermann, 1996; Feng et
al., 2002; Ban et al., 2009; Prinsen et al., 2013; lkeda and Magara, 2015). Sin el catalizador, el
pasteado alcalino libre de azufre presenta algunas desventajas: cuando el NaOH es el Unico
reactivo quimico, el proceso de pasteado es mas lento y produce menos pasta y mas débil
debido a la degradacion alcalina de los carbohidratos, a medida que las condiciones de coccidn
alcalina descompone los hidratos de carbono. El pasteado a la sosa-AQ (figura 3.2) se emplea
principalmente para la deslignificacion de materiales no madereros, como paja de cereales,
residuos agricolas varios, y plantas anuales (Feng and Alén, 2001; Finell and Nilsson, 2004;
Hedjazi et al., 2009). De los materiales madereros, las maderas duras son mds adecuadas para

el pasteado sosa-AQ que las maderas blandas (Lehto and Alén, 2014).
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Figura 3.2: Proceso de pasteado a la sosa.

Fuente: Adaptado de Requejo, 2012.
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El pasteado a la sosa fue inventado en Inglaterra por Burgess y Watts en 1851. Debido
al poco entusiasmo y acogida que tuvo este nuevo proceso, Burgess llevé el método a los
Estados Unidos en 1854, comenzando a funcionar la primera fabrica en 1866. Muchas de las
primeras fabricas que usaban este método se pasaron al método Kraft cuando fue descubierto

(Bierman, 1996).

Como catalizador, la antraquinona (AQ) se puede usar en procesos Kraft, a la sosa, y
sulfito alcalino para aumentar la deslignificaciéon y disminuir la degradacién de los
carbohidratos (Bierman, 1996; Prinsen et al., 2013). Las ventajas generales del uso de la AQ
incluyen: aumentos en las velocidades de deslignificacion, selectividad mejorada, cargas de
alcali reducidas, y propiedades de las pastas mejoradas (Fengel and Wegener, 1989). El uso de
la antraquinona se documenté por primera vez en 1977. Posteriormente se han llevado a cabo
modificaciones de la AQ, denominada 9,10 dioxoantraceno, como la antraquinona soluble

(SAQ), denominada 1,4-dihidro-9,10-dihidroxiantraceno (Bierman, 1996).

El mecanismo quimico del pasteado alcalino con AQ es bien conocido (Dimmel, 1996;
Dimmel and Gellerstedt, 2010). La AQ actia como un catalizador redox, siendo doble su
funcién durante el proceso de pasteado. La AQ reacciona con grupos terminales aldehido
(grupos terminales reductores) presentes en las cadenas de carbohidratos y las oxida a acidos
arddnicos estables en dlcali con la formacién simultanea de antrahidroquinona (AHQ) (Chai et
al., 2007). El ciclo catalitico es completado por la lignina que reacciona con AHQ oxidandola de
nuevo a AQ (Lundquist et al., 1981; Venica et al., 2008a, b). La reaccidn entre la lignina y la
AHQ induce la escisidon de enlaces éter B-aril a través de un intermediario metilenquinona,
conduciendo a aductos propensos a la fragmentacién bajo condiciones alcalinas. De manera
simultanea, con la divisidn de los enlaces éter B-arilicos, la AHQ es regenerada a AQ (figura
3.3). Ademas de esta etapa de reaccién reductora, se han propuesto mecanismos alternativos
para el deterioro de la lignina provocada por la AQ. Se ha sugerido que los grupos terminales y-
CH,OH presentes en las cadenas laterales de la lignina son oxidados por la AQ a grupos
terminales y-CHO, llevando a las cadenas laterales a ser susceptibles a la fragmentacién alcali
catalizada, incluyendo reacciones reversas aldol y eliminacidon . Ademas, se puede producir

alguna degradacion de los enlaces C-C (C-a y C-B) (Lehto and Alén, 2014).



Capitulo I. Introduccion

oxidation of reducing end of cellulose
(minimization of alkaline peeling reaction)

or

‘i
OH
anthraqumaneﬂanthmhyquu|n one

lignin reduction and cleavage

Figura 3.3: Accidn ciclica de la antraquinona (AQ).

Fuente: Bierman, 1996.

3.1.3. OTROS METODOS DE PASTEADO QUIMICO DESTACADOS. PROCESOS DE
PASTEADO CON DISOLVENTES ORGANICOS

A lo largo de la década de los setenta del pasado siglo, se empezd a pensar cémo
solucionar los inconvenientes de los procesos clasicos (olores desagradables, bajos
rendimientos, elevada contaminacién, pastas dificiles de blanquear, grandes inversiones,
elevados consumos de agua, energia, reactivos y materias primas, etc.), modificando los
procesos primero, y proponiendo procesos sin azufre después. Sin embargo, se encontraron
nuevas dificultades como la dificil recuperacion de los reactivos y los problemas de
contaminacioén. En la década de los ochenta, se revisan los procesos que utilizan disolventes
organicos, como alternativos a los cldsicos. La principal ventaja de los procesos con disolventes
organicos era que aprovechaban integramente las materias primas; a veces, se consideraba a
estos procesos mas que como productores de pastas, productores de celulosa hidrolizable,
polimeros fendlicos de lignina y azucares. En la década de los noventa, el proceso Kraft no
tiene competidores dentro de los procesos quimicos de pasteado, pero los problemas

medioambientales y las elevadas inversiones necesarias llevan a la conclusién de que seria
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conveniente buscar nuevos procesos de produccién de pastas. Estos pueden ser los procesos
que emplean disolventes organicos, que ademads siguen la filosofia actual de que la materia
prima no es sélo fuente de fibras celuldsicas, sino que se ha de aprovechar integramente.
Actualmente, la aplicacién de cualquier proceso de pasteado que utilice disolventes organicos
implica la obtencién de pastas, lignina, azlcares y otros productos, buscando el

aprovechamiento integral de las materias primas (figura 3.4).
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Figura 3.4: Tratamiento de deslignificacién mediante disolventes organicos.

Fuente: Adaptado de Requejo, 2012.

En la industria papelera se han empleado multitud de disolventes organicos puros o en
disolucién acuosa (metanol, etanol, propanol, butanol, isobutanol, alcohol bencilico, glicerol,
glicol, etilenglicol, trietilenglicol, fenol, acetona, acido féormico, acido acético, acido propidnico,
diozano, diversas aminas, éter, éster, formaldehido, cloroetanol, etc.), y con la adicién o no de
catalizadores (acidos, bases y sales), consiguiendo una deslignificacién selectiva y una lignina

poco alterada quimicamente.

Se puede distinguir entre disolventes de bajo punto de ebullicién (metanol, etanol,
acetona, acetato de etilo, etc.) facilmente recuperables por destilacion, y los de alto punto de
ebullicién (trietilenglicol, etilenglicol, etc.), que pueden operar a baja presidn, siendo dificiles

de recuperar.



Capitulo I. Introduccidn

3.1.3.1.Pasteado con alcoholes

Los disolventes mas utilizados han sido los alcoholes, siendo el etanol uno de los mas
prometedores, pues combina su alta velocidad de deslignificacién en condiciones de operacion
favorables y su facil recuperaciéon. Los alcoholes primarios son mas selectivos para la
deslignificacién que los secundarios y terciarios. Los mejores resultados se han obtenido con el

etanol. Por otra parte, el metanol produce menos pérdidas de hemicelulosas que el butanol.

Entre los catalizadores se encuentran los acidos minerales (clorhidrico, sulfurico,
bromhidrico, etc.) y organicos (férmico, acético, propidnico, oxalico, malico, salicilico,
succinico, benzoico, citrico, etc.), las sales (cloruro aluminico, fluoruro bérico, cloruros, sulfatos
y nitratos de calcio y magnesio, sulfitos, sulfuros, etc.) y otros productos (alcalis, amoniaco,

antraquinona, etc).

3.1.3.1.1. Procesos en medio dcido
Los procesos de deslignificacidon con alcoholes en medio acido estan entre los procesos
organosolv mas estudiados debido a la simplicidad de su sistema de recuperacién de reactivos

y a la posibilidad de una fécil recuperacién de subproductos.

En los procesos denominados autocatalizados, el medio acido se consigue por la
generacion del acido acético y el acido férmico a partir de los grupos acidos presentes en la
materia prima. En medio acido la deslignificacién transcurre mediante la rotura de los enlaces

entre la lignina y los polisacaridos y entre los mondmeros de la lignina.

+ Proceso ALCELL: dentro de los procesos autocatalizados se encuentra el proceso
ALCELL, cuyo nombre procede de la contraccién de las palabras inglesas AlLcohol y
CELLulose. Este proceso emplea disoluciones acuosas de etanol (50% en volumen)
como agente de deslignificacién. Es un proceso autocatalizado por la aparicion de
acido acético que proviene de las hemicelulosas, que se ioniza liberando iones
hidronio. Estos acttan despolimerizando la lignina por reacciones de hidrdlisis. De los
procesos catalizados por acidos destaca el proceso Batelle-Geneve, que utiliza mezclas

de fenol y agua.
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3.1.3.1.2. Procesos en medio alcalino

Los procesos organosolv en medio alcohdlicos alcalino se pueden considerar como una
modificacién de los procesos alcalinos convencionales (sosa, Kraft, y proceso al sulfito). La
presencia de un disolvente organico en el medio de coccién contribuye a aumentar la
solubilidad de la lignina y la difusién de los fragmentos de lignina solubilizada. En comparacion
con los procesos organosolv en medio acido, los procesos alcalinos permiten tratar tanto
maderas de resinosas como maderas de frondosas, pero el sistema de recuperaciéon de
reactivos es mdas complejo. Comparando estos procesos en medio alcalino con los que se
llevan a cabo en medio acido, el rendimiento en pasta es mayor en los alcalinos, pero inferior a

las pastas Kraft. Destacan (Vila, 2005):

+ Proceso ORGANOCELL: se utiliza como medio para la deslignificacién con metanol,
agua, NaOH y antraquinona. Es un proceso en dos etapas: la primera con metanol-
agua y la segunda con metanol-agua-sosa. Se obtienen rendimientos aceptables de
entre un 45-50% (Shatalov and Pereira, 2005) y es aplicable a multitud de materias
primas. El inconveniente mas importante es que resulta dificil trabajar con metanol a
altas presiones, y la recuperacién del disolvente se ve dificultada por la presencia de

NaOH.

+ Proceso ASAM: Alkali-Sulfite-Anthraquinone-Methanol. Es una variante del proceso al
sulfito alcalino que incorpora aproximadamente un 25% de metanol a los licores de
coccién. Resulta posible la recuperaciéon de disolventes y reactivos mediante
destilacién tras la combustién de los licores empleados en la coccion. Presenta
ventajas como la flexibilidad en cuanto al tipo de materia prima, elevada selectividad y

susceptibilidad de las pastas al blanqueo TCF (Totally Chlorine Free).

+ Proceso ASAE: Alkali-Sulfite-Anthraquinone-Ethanol. Emplea mezclas de alcali, Na,SOs,

antraquinona y etanol (Sarkanen, 1990).

3.1.3.2. Pasteado con acidos organicos

Los procesos organosolv en medio acido orgdnico mds estudiados son los que se basan
en la utilizacion de disoluciones concentradas de acidos de cadena corta como el dcido acético
o el acido férmico como medios de deslignificacidén, con o sin adicién de catalizadores. Entre

estos destacan (Vila, 2005):
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+ Proceso ACETOSOLV: utiliza disoluciones de acido acético (en concentraciones del 75
al 95% en peso) y pequefias concentraciones de HCl (usualmente entre el 0,2 y el 0,5%
en peso). Presenta la ventaja de poder emplearse en diferentes materias primas como
maderas frondosas, maderas coniferas y materiales no lefiosos. Como inconveniente
cabe destacar que es un medio corrosivo por lo que es necesario emplear materiales o

recubrimientos especiales.

+ Proceso MILOX: se basa en la utilizacién de disoluciones concentradas de acido
formico en presencia de perdxido de hidrégeno. El tratamiento se lleva a cabo
normalmente en tres etapas consecutivas. En la primera, el material lignocelulésico se
mezcla con una disolucién acuosa de acido férmico y H,0,, generdndose in situ acido
peroxiféormico. En la segunda etapa se emplea el mismo medio de reaccién que en la
primera, pero aumentando la temperatura. En esta etapa, el acido peroxiférmico se
descompone produciendo acido férmico. En la tercera etapa, la fase sdlida
deslignificada procedente de la segunda etapa reacciona con un nuevo medio
conteniendo acido férmico al 80% y perdxido de hidrégeno. La mayor desventaja que
presenta es la recuperacion del disolvente, que supone un gasto considerable
energético que se complica por la formacidon de azedtropos (un azedtropo binario
entre el acido férmico y el agua, y un azedtropo ternario entre el agua, el acido
formico y el acido acético obtenido como subproducto durante la reacciéon de

deslignificacién).

# Proceso ACETOCELL: se basa en el empleo de mezclas de &cido acético y agua a
temperaturas del orden de los 200°C en ausencia de catalizador para evitar problemas

de corrosion.

+ Proceso FORMACELL: este proceso se lleva a cabo en medios que contienen 90-95% de
acido acético y 5-10% de acido férmico. Estd estrechamente ligado al proceso
Acetosolv, respecto al cual permite limitar la corrosion y facilitar el blanqueo. El
proceso Formacell destaca por el grado de deslignificacién alcanzable, mediante el cual
se obtiene una pasta con buenas propiedades mecdanicas y altos rendimientos. Al igual
que en el proceso Acetosolv y Milox, la lignina obtenida mediante el proceso Formacell
se puede utilizar para aplicaciones con alto valor afiadido (Benar et al., 1998;

Goncalves and Benar, 2001).
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3.2. FABRICACION DE PAPEL Y ENVASES SOSTENIBLES

El papel, que se define como una hoja constituida por fibras vegetales de origen
natural, afieltradas y entrelazadas, ha sido muy valorado por todas las civilizaciones. Los
primeros datos del uso del papel como soporte para la escritura se sitdan en el antiguo Egipto
donde se utilizaban laminas entrecruzadas y prensadas de una especie de cafia denominada
Papyrus, aunque fueron los chinos los que en el afio 105 a.C. fabricaron el primer papel hecho
con pasta celuldsica procedente de vegetales (Sanchez, 2010). En su composicidon entraban
fibras de bambu, de corteza de madera, de cafiamo y de otros vegetales, que, previo blanqueo
por coccidn con alguna lejia, se maceraban en agua, siendo luego vertidas en un cedazo de
filamentos de bambu, delgados como hilos. Sobre estos cedazos se formaban unas hojas que,
una vez secadas al sol o al calor de una estufa, se pulian con una piedra suave, dando lugar a
un papel ligero, blanco, liso y resistente, muy apto para su uso como soporte de escritura

(Lépez et al., 2005). En Espaia, el papel fue introducido por los arabes e importado a Europa.
La fabricacion de papel implica dos etapas principales:

12) Obtencidn de pastas celuldsicas (desarrollado en los puntos anteriores).

22) Formacion de hojas de papel. En esta etapa, la pasta, tratada convenientemente para
desarrollar algunas propiedades caracteristicas, se somete a operaciones que tienen
por finalidad extenderla en forma de ldminas y eliminar la mayor parte de su
humedad. Esencialmente, se provoca un entrecruzamiento de las fibras celuldsicas, de
forma que, por la superposicion de varias capas, se consiga el espesor de ldmina

I”

deseado. En la industria, esta operacidn se realiza en las “maquinas de papel” en

diferentes etapas (figura 3.5) (SCA publication papers):

a) Caja de admision: aqui la pasta se compone de un 99% de agua y materiales de
proceso y de un 1% de fibra. Se necesita este volumen de agua para evitar la
floculacidn, es decir, la tendencia de las fibras a aglutinarse. La caja de admision
distribuye un flujo controlado y regular de pasta a la siguiente parte de la maquina

para empezar a formar la hoja de papel.

b) Maquina de papel plana o de doble tela: la suspensién de pasta se traslada de la
caja de admision a la seccidn de tela mediante un flujo controlado y constante. La
tela es una malla con finos orificios en la que se inicia el proceso de drenaje de la
suspensidn, que permite que las fibras formen una alfombrilla entretejida. La
mayoria de las fibras se orientan en el sentido de desplazamiento de la tela, lo que

origina un papel con una mayor resistencia en la direccidn de la maquina respecto a
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c)

d)

e)

f)

su sentido transversal. Con el fin de evitar un papel con dos caras distintas, una
segunda tela procesa la parte superior de la suspensién en su desplazamiento sobre
la tela inferior. El uso de chapas de turbulencia y cajas de aspiracién posibilita el
drenaje del lado superior de la suspensidn, uniformizando asi la distribucion de
fibras finas y disminuyendo la diferencia entre las caras. Entre los ultimos avances

en tecnologia papelera se incluye la produccién de sistemas Gap Former, utilizados

en maquinas de papel de alta velocidad. Esta tecnologia extrae la pasta suspendida
de la caja de admision y la inyecta mediante boquillas individuales en todo el ancho
de la maquina de papel, directamente entre las dos telas. Ello permite el drenaje
simultdneo de ambos lados, propiciando una estructura mas uniforme en la

formacién de la hoja.

Seccidon de prensado: la hoja de papel, todavia con un alto contenido en agua,
atraviesa una serie de grandes rodillos de acero que la comprimen, expulsando asi
una mayor cantidad de agua. La hoja de papel se sujeta a modo de “sandwich”
entre capas de fieltro absorbente al pasar por entre los rodillos. El fieltro actta
como un papel secante en la absorcién de agua, mientras que unas cajas de vacio
extraen el agua de los fieltros antes de volver a encontrarse con la hoja de papel. Al
final de la seccién de prensado, el grado de sequedad se situa sobre el 40-50%. La

hoja de papel ya puede sostenerse por si misma.

Seccion de secado: esta seccién consta de una serie de cilindros calentados
mediante vapor sobre los que pasa la hoja de papel. Los cilindros se disponen de
modo que contactan primero con un lado del papel y luego con el otro para
garantizar su homogénea deshidratacion. Al final, el grado de sequedad es del 90-

95%, dependiendo del tipo de producto elaborado.

Estucado: en la produccién de papel que requiera una mayor calidad y blancura,
durabilidad prolongada e imprimabilidad superior, se puede afadir una capa de
estuco al papel base producido. La capa de estuco se compone principalmente de

caolin (arcilla) y carbonato calcico (CaCOs;).

Satinado: el papel se satina para proporcionarle su acabado final. La funcién de la
calandra consiste en corregir las pequefias anomalias en la estructura del papel y
aportar a ése el acabado final. En el papel estucado, la calandra pule la superficie
estucada para proveer suavidad y un brillo de acabado conforme a la especificacion

requerida.
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Tradicionalmente, las fibras celulésicas empleadas en la fabricacidn del papel y cartén
se obtenian a partir de materias primas no madereras como lino, algoddn y paja de cereales, y
no fue hasta la invencidn de la imprenta cuando las necesidades de produccién de papel
aumentaron en tal proporcidn que hicieron necesaria la busqueda de nuevas materias primas,

como las especies madereras (coniferas y frondosas).

Los 5,7 millones de m® de madera que la industria espafiola de la celulosa y el papel
utilizé en 2014 como materia prima proceden en un 78% de plantaciones locales de pino y
eucalipto, que ocupan 420.580 hectareas, el 2,3% de la superficie total arbolada de nuestro
pais. El resto de la madera es importada procediendo asimismo de plantaciones de esas
mismas especies. Las importaciones de madera para papel son fundamentalmente de
eucalipto, mientras la casi totalidad de la madera de pino es de procedencia nacional. A lo
largo del periodo 2011-2014, el consumo de madera nacional se ha situado en torno al 80%,
diez puntos porcentuales por encima de los datos registrados en los aifos anteriores. Segun la
FAO, las mayores areas forestales de Europa corresponden a Rusia, Suecia, Finlandia, Espafia y
Francia (Aspapel, 2015). En 2014, Espafia produjo 1,98 millones de toneladas (Mt) de pasta
celuldsica a partir de madera, siendo los mayores productores del mundo, EEUU, con 47 Mt,

seguido por Canada, Brasil, Suecia y Finlandia (FAOSTAT, 2016).

Sin embargo, en los ultimos afios se esta recuperando el uso de antiguas materias
primas (paja de cereales, algoddn, etc.). El uso de estas materias primas no madereras o
alternativas presentan varias ventajas con respecto al empleo de las materias primas

convencionales:

# Permiten sustituir las especies madereras, disminuyendo la deforestacion.

+ Se disminuyen las importaciones de madera o pastas celuldsicas en paises con déficit
de materias primas madereras, lo que supondria un beneficio para su economia.

+ Se produce una revalorizacién de los productos agroalimentarios, ya que sus residuos
pueden considerarse como subproductos al utilizarse para la produccién de fibras de
celulosa.

# Se evita la contaminacién del suelo evitando la generacién de plagas, y del aire por la

guema incontrolada de los residuos generados procedentes de los productos agricolas.

En la Unidn Europea se siembran unas 58 Mha, con una produccién superior a los 300

Mt. Segun las ultimas previsiones de la Comisidn Europea de diciembre de 2015, la produccion
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comunitaria de cereales alcanzara los 307,7 Mt en la campafia de comercializacién 2015/2016.
De esta cifra global, 149,2 Mt corresponden a trigo blando, 60,9 Mt a cebada y 56,6 Mt a maiz.
En base a dichas previsiones, Espafia pasaria a ser el 52 productor comunitario, con 18,8 Mt,
adelantando a Rumania (16,7 Mt) y por detras de Francia (71,6 Mt), Alemania (48,3 Mt),
Polonia (29,9 Mt) y Reino Unido (24,4 Mt) (MAGRAMA, 2016).

En particular, en el afio 2014, la produccion de cebada (Hordeum vulgare) en el mundo
fue de 144 millones de toneladas, de las cuales el 59,9% se produjo en Europa (figura 3.6). De
ellas, 10 millones de toneladas se produjeron en Espafia, lo que supone un 12% del total de
produccién de Europa. En el mismo afio, Espafia estaba situada a la cabeza de los productores
de este cereal en el mundo, ocupando el quinto lugar por detrds de Rusia, Alemania, Francia y
Canada (figura 3.7). Ademas, es la materia prima mas producida en Espafia seguida por trigo,
maiz, aceituna y remolacha. Considerando una ratio de hasta 0,53 kg paja/kg cereal (Larsen et
al., 2012), la cantidad de residuo agricola que se puede aprovechar para la produccion de
papel es importante. Existen estudios que consideran este indice de residuo alin mayor, de

hasta 1,3 kg residuo/kg de producto (Callejo et al., 2008).

Africa
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Oceania
55% \
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Asia
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e

Europa
599 %

Figura 3.6: Proporcidn de produccion de cebada por region (2013).

Fuente: FAOSTAT, 2016.
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Figura 3.7: Produccion cebada (cereal) de los cinco principales productores en el mundo (2013).

Fuente: FAOSTAT, 2016.

Segun los ultimos datos disponibles del Censo Agrario 2009 (Instituto Nacional de
Estadistica-INE), en Espafia se contabilizan 390.386 explotaciones de cereales, con un tamario
medio de 15,82 hectdreas. La mayor parte de las explotaciones y de la superficie se
encuentran en Castilla y Ledn (26,3% de las explotaciones totales y 32% de la superficie total),
Castilla La Mancha (16,33% y 22,23%), Andalucia (11% y 11,6%) y Aragén (10,76% y
13,23%). En la figura 3.8 se observa la distribucién de la superficie (ha) de cereales por

comunidades auténomas para la campafia 2015/2016.

Distribucion de la sup. (ha) de cereales por CCAA
(Campaiia 2015/2016)

O Andalucia

O Extremadura . o 5?;’;:3
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@ Cataluiia

323.798
8 C. Mancha B C.Ledn 5%
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23% 33%

Figura 3.8: Distribucidn de la superficie en Espafia por Comunidades Auténomas.

Fuente: MAGRAMA, 2016
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En cuanto a la produccion de avena (cereal), seglin la FAO, en el afio 2014, Europa
produjo el 64,1% de la totalidad mundial de este cereal, seguido por América, Oceania, Asia y

Africa, siendo Rusia occidental el mayor productor de Europa (figura 3.9).

Oceania Africa
5.6% \ ( 0.9%

\

Américas
24.6 %

. — Asia

4.9 %

Europa
64.1%

Figura 3.9: Proporcién de produccién por continente.

Fuente: FAOSTAT, 2016.

En bibliografia se encuentran rangos en el indice de residuo (kg/kg) para este cereal

gue va desde 0,57 (FAOSTAT) hasta 1,30 (CIEMAT).

De acuerdo a las estadisticas mas recientes de la FAQ, el continente situado a la cabeza
productor de pasta celuldsica a partir de otras fibras, principalmente fibras no madereras, en
el ano 2014 fue Asia, con un 79,8% de la produccion total mundial, seguido por Europa, 13,1%,
América, 5,5% y Africa, 1,6%. Como se observa en la figura 3.10, China es el principal productor
del mundo, con 7,5 M toneladas; seguido por India, con 2 M toneladas; Espafia, con 900 mil

toneladas y Rusia, con 400 mil toneladas.

China China, Continental India Espana Federacion de Rusia

5M

toneladas

oM

I Pulpa de Otras Fibras

M = Millon, k mil

Figura 3.10: Los cinco principales productores de pasta celuldsica a partir de otras fibras en el mundo.

Fuente: FAOSTAT, 2016.
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El empleo de estas materias primas no madereras, por tanto, puede ser dirigido a la
obtencién tanto de papel como de envases sostenibles para la alimentacién, clinicos,
packaging industrial, etc. (figura 3.11), a través del proceso Specel® (figura 3.12), el cual se
encuadra dentro de los procesos continuos de produccién de pasta semiquimica. Emplea como
Unico reactivo hidréxido sddico, en condiciones suaves de temperatura (100°C) y presion
(atmosférica). Mediante este proceso se obtiene pasta de alta calidad. Ademas presenta alta
simplicidad de instalacién y operacion. Existen varias plantas que emplean este proceso en
Fredericia (Dinamarca), Cuba 9 en Quivican, Papelera Jatibonico, BIVIS en el centro de
investigacion de la Universidad de Grenoble y Ancesi Cimu Touglis en Paris, S.P.E S.L. (Straw

Pulping Engineering S.L.), en Aragdn (Espaia), entre otras.

Figura 3.11: Envases sostenibles.

Fuente: Ecopapel.

Materia pri
. n? tla:a pnmg* Raistivede Gocitn LINEA DE PRODUCCION DE PASTA
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Pasta a secado o
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Licores

Condensados a Caldera

u.fﬁjm

Depuracion Depuragion
con agujeros - CON ranuras

Figura 3.12: Esquema del proceso Specel.

Fuente: Ecopapel.
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3.2.1. AGUAS RESIDUALES EN LA INDUSTRIA DEL PAPEL

Las aguas residuales de las fabricas de papel contienen, ademas de los restos de los
materiales lignoceluldsicos, sustancias tales como productos quimicos de destintado, agentes
blanqueadores, productos quimicos del proceso de elaboracién y aditivos. Estas substancias se
caracterizan por su alta demanda quimica de oxigeno (DQO) y se procesan, en su gran
mayoria, en instalaciones propias de cada establecimiento fabril o en plantas purificadoras

locales, primero en forma quimico-mecanica y luego de manera completamente bioldgica.

En el proceso de fabricacién de papel, el agua sirve de medio de desintegracion de la
materia prima, transporte de las fibras y formacién del papel. Durante este proceso se
consume un elevado volumen de agua. Como resultado, los efluentes generados contienen
una elevada contaminacion debida a mas de 250 compuestos diferentes. Algunos son de
origen natural, procedentes del material lignoceluldsico (lignina, taninos, etc.), pero otros son
sintéticos, incorporados al efluentes en los procesos de fabricacidn y blanqueo de las pastas de

celulosa, como es el caso de fenoles, dioxinas y furanos.

Para evitar el impacto ambiental que supondria el vertido directo de estos efluentes al
medio ambiente, existen dos estrategias opuestas: Tratamiento de las aguas sin reutilizacion

(ciclo abierto) y el tratamiento mediante un sistema de vertido cero (ciclo cerrado).

4 Ciclo abierto: el objetivo es la reduccién de la contaminacién de los efluentes en grado
suficiente para que puedan ser vertidos cumpliendo la normativa y asi evitar cualquier
impacto ambiental. Los efluentes a tratar incorporan valores extremos de pH, elevado
contenido de materia organica, sélidos en suspensidn, compuestos
organohalogenados (AOX), nitrégeno y fdsforo, entre otros contaminantes. Un
tratamiento satisfactorio de los efluentes comprenderia etapas como una
homogeneizacion y neutralizacién del pH, una coagulacién-floculaciéon previa a una
decantacion y, finalmente, la eliminacién de la materia organica mediante un proceso
bioldgico (anaerobio o aerobio) o mediante una oxidacién avanzada (con ozono).

Posteriormente a todas estas etapas, el efluente podria ser vertido al medio ambiente.

4 Ciclo cerrado: se trata de un sistema de gestién ambiental que persigue el menor
impacto ambiental del proceso en su conjunto. Asi, se minimiza tanto la generacion de

vertidos liquidos como el consumo de agua potable mediante la reutilizacidon del agua
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recuperada de los efluentes. Inicialmente, es necesaria una etapa de homogeneizacion
y neutralizacién de pH y una decantacién para sedimentar los sélidos en suspensién de
mayor particula. A continuacién, el tratamiento sigue con una oxidacidn avanzada para
destruir las moléculas orgéanicas de gran tamafo y que pueden ser refractarias en un
posterior proceso bioldgico; un tratamiento anaerobio, en el que se reduzca el
contenido de materia orgdnica disuelta en el liquido a la vez que se genera biogas y
una filtracion del efluente de la digestidn, primero mediante filtros de arena y
posteriormente con membranas de ultrafiltracidn. Finalmente, un proceso de dsmosis
inversa. El permeado obtenido tiene la calidad necesaria para poder ser utilizado
dentro del proceso de fabricacién de papel, mientras que los rechazos se tratan
mediante un proceso de evaporacion al vacio para reducir todo lo posible su volumen.
El agua recuperada en la evaporacion también puede ser reutilizada mientras que el
concentrado, un volumen minimo, se debe gestionar como residuo. Los lodos
generados en el proceso de digestidn anaerobia, conjuntamente con residuos
vegetales se pueden quemar en una caldera, y tanto el calor producido en la caldera
como el generado en el aprovechamiento del biogds, sirven para satisfacer los
requerimientos energéticos del evaporador al vacio. Asi, de este modo, se recupera la
mayor parte del agua utilizada en el proceso, se genera una cantidad minima de
residuo a gestionar externamente, energéticamente se producen grandes sinergias
entre diferentes procesos, por lo que a nivel global, se dispone de un sistema de

gestién ambiental muy sostenible (Condorchem, 2016).

3.2.2. EMISIONES A LA ATMOSFERA

Las principales emisiones contaminantes de este tipo de procesos son las de CO,, CO,
NOx, SO,, COVNM vy particulas procedentes de los procesos de combustion para generar calor
y vapor, asi como las emisiones de compuestos de cloro y COVNM procedentes de los

fendmenos quimicos que tienen lugar en los distintos procesos.

Otra fuente de contaminacidn incluida en este apartado son los fuertes olores
producidos en las industrias de produccidn de pastas Kraft, ya que el olfato es muy sensible a
los compuestos azufrados tales como los mercaptanos; si bien, mediante nuevas tecnologias
se ha logrado solucionar en gran medida este problema, ya que la emisién de estos
compuestos se reduce a valores inapreciables instalando sistemas que capturan e incineran

estos gases (hornos especiales o calderas) (Requejo, 2012).
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4. BIORREFINERIA DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS PARA LA
PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS Y BIOETANOL DE SEGUNDA
GENERACION

4.1. SITUACION ACTUAL
En la actualidad, son muchos los esfuerzos en investigacién en el desarrollo de nuevas

fuentes de energia que se estan llevando a cabo en diversos paises. La biomasa vegetal

constituye el recurso natural mas abundante en la Tierra y, dado su naturaleza renovable y

disponibilidad, es una fuente potencial para la produccidn de bioenergia, como es el caso del

bioetanol (Gupta and Verma, 2015).

Brasil y EEUU son los dos paises mayores productores de bioetanol, con un 26,72% y
56,72%, respectivamente, del total de la produccién mundial (Litcht, 2013). En estos paises, la
produccién a gran escala de bioetanol depende, principalmente, de la sacarosa obtenida de la
cafia de azlcar en el caso de Brasil y del almiddn obtenido del maiz en EEUU. Actualmente, la
produccién de etanol a partir de maiz, almiddn y azucar esta generando un gran debate social
debido a la competencia de estos usos con el eminentemente alimentario, tanto humano
como animal. El empleo del conocido como petréleo de oro verde (green gold petroleum),
procedente de residuos lignoceluldsicos, evitaria la continua lucha existente entre alimento y
combustible causado por la produccion de bioetanol dependiente de cereales (Bjerre et al.,
1996). De acuerdo a Kim y Dale (2003), la produccidn de bioetanol potencial total a partir de
residuos agricolas procedentes del cultivo de maiz, cebada, avena, arroz, trigo, sorgo y cafia de
azlcar es de 4,91-10A™ L. Como se ha comentado, la biomasa lignoceluldsica es renovable,
barata y ademas esta disponible en grandes cantidades. Este material lignoceluldsico incluye
todo tipo de residuos, como los procedentes de cultivos, hierbas, serrin, astillas de madera,
etc. Asi, la produccion de bioetanol podria ser la ruta para la utilizacién efectiva de los residuos
agricolas, con las ventajas afadidas de, ademds de valorizar un residuo, emplear una
tecnologia socialmente aceptable, respetuosa con el medio ambiente y que contribuiria a la

reduccion de las emisiones de efecto invernadero (Viikari et al., 2012).

Wang (2014) estudid el rendimiento anual de los cultivos y los residuos generados de
dichos cultivos de 2010 y concluyd que el cultivo de cereales produce mucho mas residuo que
rendimiento en grano; en contraposiciéon a los cultivos azucareros y de tubérculos que

producen una menor cantidad de residuo y un mayor rendimiento (tabla 4.1)
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|Annual estimate of world crop yield/world crop residue production in 2010 (10* ton) [57,58]).

Crops Africa America Asia Europe Oceanic ‘World

Grains Yield [residue Yield residue Yieldjresidue Yield/residue Yield/residue Yield/residue

Barley 668 1004 1603 2409 1975 2969 7349 11,050 760 1143 12,345 18,576
Maize 6358 6358 44,534 44534 24,575 24,575 8510 8510 53 53 84,031 84,031
Millet 1527 2316 27 41 1567 2378 33 50 4 6 3158 4792
Dats 20 20 508 508 98 98 1195 1195 142 142 1962 1962
Rice 2298 3449 3697 5549 63,1584 94,830 432 649 21 31 69,632 104,507
Rye 7 10 248 377 167 254 2267 3450 54 81 2572 3914
Sorghum 21m 3166 2251 3376 980 1469 7 106 160 240 5572 8358
Wheat 2210 3318 11273 16919 29252 43,904 20,371 30575 2258 3389 65,365 98,104
Tatal 15198 19,640 64,141 73715 121,798 170477 40,229 55,585 3452 5086 2445648 32,4244
Sugar crops

Sugar beet 1028 259 3103 782 3663 924 15,051 3795 0 o 22,845 5760
Sugar cane 8959 2242 96,384 24115 62,410 15,615 1 0 3355 839 171,109 42811
Total 9987 2501 99,487 24398 66,073 16,538 15,052 3795 3355 839 193,954 48,571
Tubers

Potatoes 2233 558 3966 991 15250 3812 10812 2703 181 45 32,442 81
Sweet potato 1522 383 0 0 94 24 5 1 74 19 10,764 27
Tatal 3755 942 3966 991 15,344 3836 10,817 2704 255 64 43206 10,821

Tabla 4.1: Estimacién anual mundial de rendimiento cultivo/produccion de residuo de cultivo en 2010 (104 ton).

Fuente: Xie and Peng, 2011; Wang, 2014; Gupta and Verma, 2015.

En la tabla 4.2 se muestra la produccién potencial de bioetanol a partir de residuos

agricolas por continentes. Encabezando la lista, se encuentra Asia, que obtendria el mayor

volumen de bioetanol a partir de la paja de arroz, seguida por Europa y Norte América, cuya

produccién potencial seria muy similar, obteniendo el mayor volumen de bioetanol a partir de

la paja de trigo para el primer caso y del rastrojo de maiz para el segundo.

Continents Corn stover Barley straw Oat straw Rice straw Wheat straw Sorghum straw Bagasse Total
Africa - - - 5.86 157 - 333 10.8
Asia 9.57 061 0.07 186.8 426 - 213 261.0
Europe 8.23 13.7 179 L10 389 0.10 0.004 63.8
North America 38.4 3.06 0.73 3.06 14.7 1.89 1.31 63.2
Central America = 0.05 0.009 077 082 031 5.46 7.42
Oceania 0.07 060 012 047 251 0.09 1.84 5.70
South America 207 0.09 0.06 658 287 041 18.1 30.2

Tabla 4.2: Produccion potencial de bioetanol, en GL, a partir de biomasa lignocelulésica por continente.

Fuente: Kim and Dale, 2004; Gupta and Verma, 2015

En la tabla 4.3 se muestra el coste de produccién de bioetanol en diferentes paises en

funcién de la materia prima empleada. Puede observarse que los residuos lignocelulésicos

presentan un menor coste de produccién (0,14-0,43 USS/L) comparado con otros cultivos.
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Country Raw material Costs (USS/L)
Petrol (gasoline) 0.34
Brazil Sugarcane 0.16-0.22
India Sugarcane 0
India Sorghum 0
France Sugar beet 0.60-0.68
Europe Sugar beet 045
EU Wheat 0.36-0.57
EU sugarbeet 0.43-073
New Zealand Whey 0.42-049
Canada Corn 0
Canada Wheat 0
Europe Wheat 0.42
United States Mix of lignocellulosic materials 0.43
Thailand Cassava 0.18
China Wheat 0
China Corn 0
China Molasses 0.32
China Sweet sorghum 0.29
United States Corn 0.25-0.40
us Corn 0.57
Corn stover 0.61-0.78
us Corn fiber 0.55
us Wheat straw 059
Spruce (softwood) 0.59-0.85
Salix (hardwood) 0.65-0.96
Lignocellulose (biowaste) 0.14-0.43

Tabla 4.3: Coste de produccion de bioetanol en diferentes paises.

Fuente: Gupta and Verma, 2015.

4.2. NORMATIVA SOBRE BIOENERGIA Y BIOCOMBUSTIBLES
4.2.1. NORMATIVA EN EEUU

De acuerdo a la Organizacion para la Cooperacién Econdmica y el Desarrollo (OCDE), el
apoyo del Gobierno Estadounidense a la produccién de biocombustibles ha sido motivado
principalmente por politicas agricolas y energéticas con el objetivo de incentivar la renta
agraria y las industrias del sector agricola. Mas recientemente, el respaldo para la produccion y
uso de biocombustibles ha llegado a ser el nicleo de muchas politicas nacionales con el fin de

reducir las emisiones de CO, del sector del transporte.

Los EEUU es el mayor productor de etanol del mundo, con 4,5-4,9-10° L de
biocombustible anuales. En 2005 el Congreso de los EEUU presentd la Ley de Politica
Energética, y en 2007 la Ley de Independencia y Seguridad Energética (EISA) creando un
Estandar de Combustibles Renovables (RFS) en el que se requeria un volumen minimo de
combustible renovable para mezclarlo con el combustible derivado del petréleo en cantidades
crecientes anuales hasta 2022. El Estandar de Combustibles Renovables EISA (RFS2), establecié
un objetivo de 13,6-10" L de combustibles renovables en la gasolina estadounidense para
2022. De esos 13,6:10% L, 6:10™ L deberan ser de etanol celulésico. De acuerdo a la EISA

(2007) se establecié el ciclo de vida con los limites de emisiones de gases de efecto
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invernadero para cada categoria, requiriendo un porcentaje de mejora el cual toma como
referencia a la gasolina y el diesel al que se reemplaza. El biocombustible celulésico derivado
de materia prima renovable que contenga celulosa, hemicelulosa o lignina debe tener un ciclo
de vida de emisiones de gases de efecto invernadero al menos un 60% mas bajo que el punto

de referencia de los combustibles derivados del petréleo.

4.2.2. NORMATIVA COMUNITARIA (UNION EUROPEA)

Los objetivos a alcanzar son contemplados por la UE a través de distintos mecanismos
legislativos como: Decisiones del Parlamento Europeo, Regulaciones, Planes de Accién y
Directivas del Consejo, asi como Recomendaciones y Documentos de andlisis de otras
instituciones. En relacidn al sector energético, la UE contempla la consecucidn de los siguientes

objetivos en el afio 2020:

# Ahorrar un 20% del consumo de energia.

+ Aumentar hasta el 20% el porcentaje de energias renovables en el consumo total.

+ Aumentar hasta el 10% minimo el porcentaje de biocarburantes de automocién en el
consumo total.

% Con ello, contribuir a reducir como minimo un 20% las emisiones de gases de efecto

invernadero (GEl).

La Normativas mas importantes referentes a este sector energético a nivel comunitario

se recogen a continuacion.

4.2.2.1.Energias renovables y biocombustibles

4 Directiva (UE) 2015/1513 del Parlamento Europeo y del Consejo de 9 de septiembre de

2015 por la que se modifica la Directiva 98/70/CE, relativa a la calidad de la gasolina, y
la Directiva 2009/28/CE, relativa al fomento del uso de energia procedente de fuentes
renovables, se establece que, para el cdmputo en el objetivo de energias renovables
en el transporte, el porcentaje de biocarburantes producidos a partir de cereales y
otros cultivos ricos en almidén, de azucares, de oleaginosas y de otros cultivos
plantados en tierras agricolas como cultivos principales fundamentalmente con fines
energéticos no podra superar el 7% para el ailo 2020. Los biocarburantes producidos a
partir de residuos no implican una demanda adicional de suelo, aportando reducciones
considerables de las emisiones de gases de efecto invernadero. Para cumplir los

objetivos previstos, deberia fomentarse la utilizacion de los biocarburantes
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procedentes de materias primas residuales, teniendo en cuenta lo establecido en la

Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados, en particular, el

principio de jerarquia de residuos.

% Plan de Accidn Europeo de la Biomasa (COM(2005)628 final), por el que se establecen

medidas para incrementar el desarrollo de la energia de la biomasa a partir de madera,
residuos y cultivos agricolas, creando incentivos basados en el mercado para su
utilizacidn y eliminando obstaculos para el desarrollo del mercado.

4+ Comunicacidn de la Comisién sobre la aplicacidon practica del régimen de sostenibilidad

de la UE para los biocarburantes y bioliquidos y sobre las reglas de contabilizacion
aplicables a los biocarburantes (2010/C160/02).

+ Comunicacién de la Comisidn sobre regimenes voluntarios y valores por defecto del

régimen de sostenibilidad de la UE para los biocarburantes y bioliquidos

(2010/C160/01).

4.2.3. NORMATIVA EN ESPANA

Para alcanzar los objetivos establecidos en relacién al uso de energias renovables y
ahorro y eficiencia energética contemplados en el marco comunitario, el estado espafiol ha
transpuesto esta Normativa y ha elaborado ademads diversos Planes de Accidn con el fin de

establecer directrices y medidas a seguir para el desarrollo de estos sectores. Destacan:

4+ Plan de las Energias Renovables (PER) 2011-2020. Lamentablemente, debido a la crisis

que esta azotando al pais, el consejo de ministros aprobo un afio después de la puesta
en vigor del PER el RD-ley 1/2012, de 27 de enero, por el que se procede a la
suspension de preasignacion de retribuciéon y a la suspension de los incentivos
econdmicos para nuevas instalaciones de produccién de energia eléctrica a partir de
cogeneracion, fuentes de energia renovables y residuos.

Plan de Accidon Nacional de Energias Renovables (PANER) 2011-2020.

Plan de Accién de Ahorro vy Eficiencia Energética 2011-2020.

Estrategia para el desarrollo del uso energético de la biomasa forestal residual.

- + + ¥

Estrategia Espafiola de Cambio Climatico y Energia Limpia Horizonte 2007-2010-2020.

La normativa que regula los biocarburantes se resume en:

+ Real Decreto 61/2006, de 31 de enero, por el que se determinan las especificaciones

de gasolinas, gasoleos, fueldleos y gases licuados del petrdleo y se regula el uso de
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determinados biocarburantes. Modificado mediante Real Decreto 1088/2010, de 3 de

septiembre, en lo relativo a las especificaciones técnicas de gasolinas, gasdleos,
utilizacion de biocarburantes y contenido de azufre de los combustibles para uso
maritimo.

% Real Decreto 1597/2011, de 4 de noviembre, por el que se regulan los criterios de

sostenibilidad de los biocarburantes y bioliquidos, el Sistema Nacional de Verificacion
de la Sostenibilidad y el doble valor de algunos biocarburantes a efectos de su
computo, establece, entre otras cuestiones, la metodologia de calculo de las emisiones
de gases de efecto invernadero, las definiciones aplicables en dicho calculo y la
descripcién de los agentes econdmicos integrados en la cadena de produccién vy
comercializacién de biocarburantes y bioliquidos, cuyas instalaciones y productos
estaran sujetos a inspeccién y control en el marco del sistema nacional de verificacién
del cumplimiento de los criterios de sostenibilidad de los biocarburantes y bioliquidos.

+ Real Decreto 1085/2015, de 4 de diciembre, de fomento de biocarburantes, por el que

se establece para el afio 2016 un objetivo global anual minimo obligatorio de venta o
consumo de biocarburantes del 4,3%, y para los afios 2017,2018, 2019 y 2020, unos
objetivos del 5%, 6%, 7% y 8,5%, respectivamente, todos ellos en contenido
energético.

#+ Orden |ET/2786/2015, de 17 de diciembre, por la que se modifica la Orden

ITC/2877/2008, de 9 de octubre, por la que se establece un mecanismo de fomento

del uso de biocarburantes y otros combustibles renovables con fines de transporte.

En resumen, en los Ultimos afios la mayoria de los paises han puesto en marcha
politicas energéticas con el fin de apoyar las energias renovables y asi potenciar la diversidad
energética mediante el uso de fuentes autéctonas. Son muchas las medidas que los gobiernos
pueden poner en practica para compensar el alto coste actual de la produccién energética con
renovables asi como para animar al consumidor, destacando entre estas medidas los
incentivos fiscales y el desarrollo de normativa de apoyo. Estas medidas pueden ser de efecto
directo como préstamos y subvenciones a la inversion y a la investigacidn, incentivos basados
en tarifas y primas establecidas, exenciones fiscales y sistemas de certificados verdes; o de
efecto indirecto como el establecimiento de objetivos de desarrollo de energias renovables,
impuestos nacionales a la emisidén, impuestos y cuotas de CO, e impuestos sobre el comercio

exterior (Gupta and Verma, 2015).
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4.3. PROCESAMIENTO DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS PARA LA
OBTENCION DE OLIGOSACARIDOS Y BIOETANOL 2G

El pretratamiento es el proceso inicial y mas importante para la separacion de la
celulosa libre de los residuos agricolas (Gupta and Verma, 2015). Tras un pretratamiento de
autohidrdlisis (agua a elevada temperatura y presion) de un material lignocelulésico se obtiene
una fase sélida, rica en celulosa y lignina; y una fraccién liquida o hidrolizado rico en
hemicelulosas. En cuanto a la fraccidn sdlida, tras el pretratamiento se puede llevar a cabo una
etapa de deslignificacion para facilitar la posterior hidrdlisis enzimatica. El segundo proceso
mas importante es el de hidrdlisis enzimatica, llevado a cabo por enzimas que transforman la
celulosa en glucosa. Tras este paso, se requiere un proceso de fermentacién en el que se
produzca la conversion de glucosa a etanol por mediacion de microorganismos como
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Zymomonas mobilis, Pachysolen tannophilus,
Candida shehatae, Pichia stipitis, Candida brassicae, Mucor indicus, etc. Las etapas de hidrdlisis
enzimatica y fermentacién se pueden unificar en un solo proceso denominado Sacarificacion y
Fermentacién Simultaneas (SSF). Por otro lado, la fraccidn liquida o hidrolizado obtenido se
puede someter a una etapa de detoxificacidn para la eliminaciéon de compuestos no deseados,
y una posterior hidrdlisis dcida para la obtencién de azdcares hemiceluldsicos fermentables; o
bien se puede purificar para aislar oligosacaridos, los cuales tienen un elevado valor afadido
en diferentes industrias. A continuacion se presenta un esquema del trabajo llevado a cabo en

la presente Tesis Doctoral (figura 4.1).
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MATERIAL LIGNOCELULOSICO J

v

; MOLIENDA 1
v

>

FRACCION SOLIDA

Rica en celulosa y lignina

ratamiento de deslignificacion
ional): PROCESO ORGANOSOLV

FRACCION SOLIDA

FRACCION

LiQUIDA

Rica en celulosa y bajo
contenido en lignina

y

Rica en lignina

HIDROLISIS .
ENZIMATICA J SACARIFlCACIQN Y
FERMENTACION
Y SIMULTANEA
FERMENTACION J

presente memoria

Pretratamiento: AUTOHIDROLISIS ]\

FRACCION LiQUIDA
(hidrolizado), rica en

hemicelulosas

DETOXIFICACION del
hidrolizado

v

IDROLISIS ACIDA
hidrolizado
ico en oligosacaridos

FERMENTACION J

Figura 4.1: Esquema del trabajo llevado a cabo en la
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4.4. FACTORES CLAVE PARA UN PRETRATAMIENTO EFECTIVO DE LA
BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Dado que los materiales lignoceluldsicos poseen diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, es necesario adoptar pretratamientos apropiados basados en las propiedades de
cada materia prima. Ademads, la eleccion de un pretratamiento especifico tiene un gran
impacto en todas las etapas posteriores en el esquema global de conversién en términos de
digestibilidad de celulosa, generacidon de compuestos toxicos potencialmente inhibidores para
las levaduras, requerimientos energéticos de agitacion, demanda de energia en el proceso
downstream y demanda para el tratamiento de aguas residuales (Galbe and Zacchi, 2007).
Algunos estudios describen diversos parametros (recuperacion de pentosas, tamafio de
materia requerido, concentracion de compuestos téxicos formados durante el pretratamiento
y una baja demanda energética) como los factores determinantes en la eleccion de un

pretratamiento efectivo (Sun and Cheng, 2002; Alvira et al., 2010).

Existen diversas propiedades clave a tener en cuenta a la hora de elegir un proceso de
pretratamiento avanzado y de bajo costo (Palmqvist and Han- Hagerdal, 2000; Klinke et al.,

2002; Oliva et al., 2003; Yang and Wyman, 2008; Alvira et al., 2010):

+ Rendimientos elevados para multiples cultivos.

+ Alta digestibilidad de los sélidos pretratados: la celulosa procedente de un
pretratamiento deberia ser altamente digerible con rendimientos superiores al 90% en
menos de 5 dias y preferiblemente en menos de 3 dias con una carga enzimatica
menor de 10 FPU/g celulosa.

+ Degradacién de azicares no significativa: se deberian alcanzar rendimientos elevados
cercanos al 100% de azucares celuldsicos y hemicelulésicos mediante la etapa de
pretratamiento.

+ Cantidad minima de compuestos inhibidores: el liquido hidrolizado procedente del
pretratamiento deberia ser fermentable siguiendo una etapa de acondicionamiento de
bajo costo y alto rendimiento. Unas condiciones duras durante el pretratamiento
conducen a una degradacién parcial de las hemicelulosas y a la generacién de
compuestos inhibidores derivados de la descomposicion de los azlcares pudiendo
afectar a las posteriores etapas de hidrdlisis y fermentacidon. Los compuestos
inhibidores y sus cantidades dependen de la materia prima y de la dureza del
tratamiento. Los productos de degradacidon derivados del pretratamiento de los

materiales lignoceluldsicos se pueden dividir en las siguientes clases: acidos
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carboxilicos, derivados furanicos y compuestos fendlicos. Los principales derivados de
furanos son furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF), derivados de la degradacién de
pentosas y hexosas, respectivamente. Los acidos débiles son mayoritariamente
acético, férmico y levulinico. Los compuestos fendlicos incluyen alcoholes, aldehidos,
cetonas y acidos.

4+ Operacién a escala razonable y coste moderado de reactores: los reactores de
pretratamiento deberian ser bajos en costo, minimizando su volumen y empleando
materiales apropiados en su estructura para evitar la corrosion en ambientes
quimicos.

4+ La no produccién de residuos sélidos: los quimicos formados durante la etapa de
acondicionamiento del hidrolizado para las etapas siguientes, no deberia representar
un reto para su eliminacion.

+ Efectividad con bajos contenidos de humedad: el uso de materia prima con un alto
contenido en materia seca reduce el consumo energético durante el pretratamiento.

+ Obtencion de elevadas concentraciones de azlicares para asegurar una concentracién
adecuada de etanol.

+ Recuperaciéon de lignina y otros constituyentes para simplificar el proceso de
downstream y para su conversion en coproductos de alto valor afiadido.

+ Requerimientos minimos de calor y energia.

4.5. PRETRATAMIENTO MECANICO: MOLIENDA

El proceso de molienda, consiste en triturar la biomasa lignoceluldsica en pequefios
fragmentos, considerandose un pretratamiento mecdanico. El objetivo de este tipo de
pretratamientos es reducir el tamafo de particula, conduciendo a un incremento de la
superficie especifica disponible y a una reduccién del grado de polimerizacién (Palmowski and
Muller, 1999). El incremento del drea superficial especifica, la reduccién del grado de
polimerizacidn y la rotura de la biomasa son factores que aumentan el rendimiento total de la
hidrélisis de la lignocelulosa en la mayor parte de los casos entre un 5y un 25% (dependiendo
del tipo de biomasa, tiempo de molienda y duracién de la misma), reduciendo también el
tiempo de digestion entre un 23 y un 59% vy, por tanto, produciendo, por tanto, un aumento de
la velocidad de hidrdlisis (Palmowski and Muller, 1999; Delgenés et al., 2002; Hartmann et al.,

1999).
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El mayor inconveniente de este pretratamiento es el elevado requerimiento
energético, el cual va a depender del tamanio final de particula que se desee obtener y de las

caracteristicas de la biomasa (Hendriks and Zeeman, 2009).

4.6. PRETRATAMIENTO FiSICO-QUIMICO: AUTOHIDROLISIS DE LA BIOMASA
LIGNOCELULOSICA (BLC)

El objetivo principal del pretratamiento hidrotérmico es solubilizar las hemicelulosas,
dejando la mayor parte de la celulosa y la lignina en la fase sélida (Palmowski and Muller,
1999). El proceso hidrotérmico se considera un pretratamiento rentable (Delgenés et al., 2002)

y, en general, presenta diversas ventajas:

No requiere la adicidén ni recuperacién de quimicos diferentes al agua.
Apenas presenta problemas de corrosion de los equipos.
Se trata de una operacién simple y econémica.

Da lugar a un fraccionamiento selectivo de la materia prima.

-+ + & ¥

La solubilizacién de la hemicelulosa produce compuestos valiosos (principalmente

oligdmeros) con diversas aplicaciones.

+ En la fase liquida se obtienen cantidades pequefias de los compuestos potencialmente
inhibidores de los microorganismos fermentativos, como furfural, hidroximetilfurfural
0 acido acético.

+ La fase sélida es mas susceptible a tratamientos posteriores (de deslignificacién o de

hidrélisis enzimatica).

La fase sdlida presenta un contenido mayor en celulosa, que puede producir mayores
concentraciones de glucosa y de etanol. Por tales motivos, el proceso hidrotérmico se puede
considerar como un proceso de fraccionamiento respetuoso con el medio ambiente. Este
proceso se viene empleando principalmente como pretratamiento para la produccién de

bioetanol de segunda generacion.

En el pretratamiento hidrotérmico la biomasa lignocelulésica se mezcla con agua y se
somete a elevadas temperaturas y presiones, penetrando en las estructuras de las células,
hidratando la celulosa y despolimerizando las hemicelulosas a oligdmeros y mondmeros,
quedando disuelta hasta el 60% de la biomasa en el proceso. En agua y a elevadas
temperaturas (150-230°C), los puentes de hidrégeno comienzan a debilitarse permitiendo la

autoionizacion del agua en iones hidronio acidos (H;0"), los cuales actian como catalizadores,
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e iones hidroxido basicos (OHY). En la region subcritica (100-374°C), la constante de ionizacion
(Ky,) del agua aumenta con la temperatura. Los iones hidronio atacan los enlaces éter que
existen entre los mondmeros de los polisacaridos y también entre los grupos acetilo y urénicos
y dichos mondmeros. En esta reaccion se generan acidos organicos como el acido acético, que
aumentan la concentracion de los iones hidronio, favoreciendo las reacciones de hidrdlisis. Liu
(2010) presenta el siguiente modelo para la solubilizaciéon de hemicelulosas durante el proceso

hidrotérmico (Ec. 1-12):

H,0 © H' + OH" (1)

H+ H,0 ¢ H;0" (2)

R-POAC + H'< R-POAC*H* (3)
R-POAc* H' + H,0 & R-POH*H" + HOAC (4)
R-POAc* H' + H20 ¢> R-OH*H" + HOAc (5)
HOAc <>H" + OAC (6)
R-POH*H"&R-POH+H’ (7)
R-OH*H'& R-OH+H* (8)

Etapas de reaccidn para solubilizar las hemicelulosas:
R-X,OH+H*& R-X,OH*H* (9)
R-X,OH*H"+H,0R-X,,OH*H"+HX;OH (10)
Etapas de reaccidn para reducir la longitud de la cadena en el procesado del licor hidrotérmico:
HX,OH+H*&HX,OH*H" (11)

HX,OH*H" + H,0 &HX,OH*H"+HXsOH (12)

Donde X, representa un grupo medio n-xilooligdmero, m+s=n, R- denota la celulosa o
lignina unida al material lignoceluldsico, P representa un segmento de hemicelulosa, HX,0OH es
un n-xilooligdmero, HOAc representa la molécula de acido acético y Ac es CH;CO (grupo

acetilo).
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4.6.1. VARIABLES OPERACIONALES DEL PRETRATAMIENTO HIDROTERMICO

Las variables de operacion mas importantes del proceso hidrotérmico son:
temperatura, tiempo de residencia, tamafio de particula, concentracion (relacién
liquido/sélido, RLS) y pH. Estas deben ser tenidas en cuenta para maximizar el rendimiento

(Ruiz et al., 2013):

+ Temperatura/tiempo: la relacion temperatura-tiempo influye fuertemente en las
caracteristicas fisico-quimicas de los materiales lignoceluldsicos. Se requiere un control
estricto de las reacciones a elevadas temperaturas debido a la degradacion térmica, ya
qgue se puede producir una degradacion de los azucares hemiceluldsicos produciendo
furfural. Diversos trabajos muestran que temperaturas bajas de reaccidn y tiempos de
residencia mas prolongados favorecen el rendimiento en la obtencidon de pentosas
disminuyendo la formacién de inhibidores (Duff and Murray, 1996; Kalman et al.,

2002; Karagoz et al., 2004)

4 Tamafio de particula: la reduccion del tamafio de particula incrementa la densidad
aparente, mejora las propiedades de flujo y aumenta la porosidad y el area superficial.
Una mayor area superficial aumenta el nimero de puntos de contacto para la reaccién
quimica (Ruiz et al., 2011; Brownell et al., 1986). Normalmente, cuando se emplean
tamafios de particula mayores, aparecen problemas de transferencia de calor que
conllevan un sobrecalentamiento del exterior (con la consiguiente formacién de
inhibidores) y una autohidrdlisis incompleta del interior. Este problema se puede evitar
reduciendo el tamafio de particula, como un pretratamiento previo al de
autohidroélisis. Ademads, Hosseini y Shah (2009) demostraron que es posible mejorar
hasta en un 50% la eficiencia energética del pretratamiento optimizando las

propiedades del tamafio de particula

4+ Concentracion (relacion liquido/sélido, RLS): también conocida como consistencia.
Puede afectar a la concentracidn de catalizador (acido) en el medio de reaccién de dos
modos: (1) la disminucidn de la RLS conlleva una mayor concentracién de acido acético
favoreciendo la despolimerizacion y (2) conduce también a un incremento en la
capacidad tampdn, que esta principalmente relacionada con el contenido en cenizas
de la materia prima, disminuyendo la velocidad de hidrélisis. Normalmente la RLS
puede variar entre 2 y 100 (p/p), aunque los valores mas comunes empleados estan

alrededor de 10. Elevados valores de RLS estan normalmente asociados a reactores
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continuos. La RLS también dependera de la capacidad de retencién del agua de la
materia prima. Ademas, esta variable puede influir en la forma en la que el calor y los
quimicos (H;0") penetran en el material lignoceluldsico, causando un tratamiento
irregular del material si la relacidn liquido/sélido no es la adecuada. Esto podria
resultar en la degradacién selectiva de la parte mas externa del material
lignoceluldsico. Rodriguez et al. (2009) demostraron que es posible obtener altas
concentraciones de glucosa, xilosa, arabinosa y acido acético combinando altas
temperaturas con una relacion liquido/sélido y un tiempo de tratamiento medio-bajo.
La principal ventaja deriva de que a RLS altas se emplea menos liquido para la misma
cantidad de sdlido, con lo que se podrian tener equipos mas pequefios, obteniendo
concentraciones mas altas en la fase liquida. Los mayores inconvenientes radicarian en

problemas de mezcla y un mayor coste de agitacion.

+ pH: monitorizar y controlar el pH durante el proceso hidrotérmico maximizara la
solubilizacion de la fraccién hemicelulésica en forma de oligosacaridos solubles
liguidos al mismo tiempo que minimizard la concentracién de iones hidronio y por
consiguiente, la degradacion de estos oligosacaridos y monosacaridos en productos de

degradacion (Mosier et al., 2005; Weil et al., 1998)

+ Severidad (Sy): la severidad se emplea para medir la intensidad de los pretratamientos
hidrotérmicos, y permite comparar tratamientos que no hayan sido realizados bajo las
mismas condiciones de operacién. Viene definida como el logaritmo del factor de
severidad (R,) (Lavoie et al., 2010), en términos de efectos combinados de tiempo y
temperatura durante el proceso hidrotérmico, incluyendo los periodos de

calentamiento y enfriamiento. La ecuacién aplicada es la siguiente (ec. 13 y 14):

log Ro= log [f::o exp (%) dt] (13)

So=log Ro=l0g [Ro neating + Ro coouine) (14)

Donde T (t) (°C) es el perfil “total” de temperatura, con calentamiento y enfriamiento
de modo conjunto, y w y Tge Son parametros cuyos valores se han descrito en

bibliografia (w = 14.75 °C; Tre= 100°C).
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4.6.2. EFECTOS DEL PRETRATAMIENTO HIDROTERMICO SOBRE LOS COMPONENTES
PRINCIPALES DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

4.6.2.1.Efectos sobre la celulosa

El proceso hidrotérmico favorece el acceso de las enzimas a la estructura del material
en una posterior hidrdlisis enzimatica, incrementando de esta manera el potencial de
sacarificacion de la celulosa. Ademas se producen una serie de cambios fisicos que permitiran

una mejora en los rendimientos del proceso de hidrdlisis enzimatica (Ruiz et al., 2013):

4+ Aumento en el tamafio de poro que conllevard a una mejor accesibilidad de la enzima.
4+ Incremento en el drea superficial accesible, que también estd relacionado con la

susceptibilidad del sustrato a la hidrdlisis enzimatica.

#

Disminucidn del indice de polimerizacion con la severidad del tratamiento.
4+ Alteraciones en la cristalinidad debido a la solubilizacién selectiva de la celulosa

amorfa.

4.6.2.2.Efectos sobre las hemicelulosas

Las hemicelulosas estdn formadas por varias unidades estructurales, incluyendo
azlcares de 5 atomos de carbono (pentosas: xilosa y arabinosa) y azucares de 6 carbonos
(manosa, galactosa y glucosa) que pueden ser sustituidos con grupos fendlicos, urdnicos o
acetilos. El xilano es la unidad estructural de las hemicelulosas mas abundante en la mayoria
de los residuos agricolas (formado principalmente por unidades de xilosa). Durante el proceso
hidrotérmico casi la totalidad de las hemicelulosas pueden ser eliminadas del material
lignoceluldsico, dando lugar a productos solubles de alto valor afiadido como son los
oligdmeros, monosacaridos, productos de descomposicion de los azucares (furfural o HMF) y
acido acético (derivado de la hidrdlisis de los grupos acetilo). Ademas, cuando el xilano se
somete al proceso hidrotérmico bajo condiciones de temperatura suaves, se producen
xilooligosacaridos (XOS) y xilosa de elevada masa molecular, siendo éstos los productos
mayoritarios derivados de las hemicelulosas presentes en el licor de autohidrdlisis. Bajo
condiciones de operacidn severas, la xilosa se puede deshidratar formando furfural, que a su

vez puede derivar en otros productos de degradacién (Ruiz et al., 2013).

4.6.2.3. Efectos sobre la lignina
La lignina se encuentra siempre asociada con las hemicelulosas, no sélo mezclada
fisicamente sino también a través de enlaces covalentes. Durante el proceso hidrotérmico, los

enlaces lignina y lignina-hemicelulosa pueden romperse, despolimerizarse parcialmente vy
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relocalizarse (figura 4.2). Ademas, la fraccion de lignina solubilizada depende de las
condiciones de operacién (severidad de las condiciones de reaccién) y de la materia prima.
Lora y Wyman (1978) y Bobleter y Concin (1979) sugieren un mecanismo de dos fases para la

reaccion de la lignina (Ruiz et al., 2013):

4+ Primera fase que constaria de una reaccién muy rapida donde los fragmentos de
lignina con bajo peso molecular y elevada reactividad se solubilizan debido a la ruptura
de los enlaces lignina-carbohidratos en fragmentos solubles.

4+ Segunda fase en la cual sucede una reaccién mas lenta donde los fragmentos solubles
reaccionan entre ellos por recondensacién y repolimerizacion de la lignina que

también ocurre en presencia de acidos organicos liberados en el proceso hidrotérmico.

Por otro lado, la despolimerizaciéon parcial de la lignina y la rotura de las uniones
lignina-hemicelulosa produce parte de los compuestos fendlicos presentes en los licores de

hidrotérmico.

Cellulose

Pretreatment

Figura 4.2: Esquema del pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica.

Fuente: Mood et al, 2013.
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4.7. PRETRATAMIENTO QUIMICO: PROCESO ORGANOSOLV

El objetivo del proceso organosolv es solubilizar la lignina, dejando la mayor parte
posible de la celulosa en la fase sdlida, obteniendo de la biomasa una elevada concentracion
de celulosa adecuada para los procesos biolégicos downstream a costes moderados y
limitando la formacion de inhibidores. El objetivo de la aplicacion del proceso organosolv en la
presente Tesis doctoral es eliminar la maxima cantidad de lignina de la fase sélida tras el
pretratamiento de autohidrdlisis, facilitando el acceso de las enzimas a la celulosa y
favoreciendo, en consecuencia, el proceso de hidrdlisis enzimatica en los experimentos de
Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SSF). Se puede emplear una mezcla de disolventes
organicos u orgdnicos acuosos para descomponer y solubilizar los constituyentes de la
biomasa, en particular la lignina y parte de las hemicelulosas. En este proceso, la celulosa
permanece en la fase sélida. Entre los disolventes aptos para este propdsito, los mas
relevantes son metanol, etanol, acetona, etileno y glicol. En bibliografia se ha descrito el uso
de catalizadores, sin embargo, una temperatura de operacién elevada (160-200°C) es
suficiente para conseguir una buena deslignificacidn, limitando la necesidad de catalizadores

(Aziz and Sarkanen, 1989).

4.7.1. REACCIONES DE LA LIGNINA Y LOS CARBOHIDRATOS DURANTE EL PROCESO
ORGANOSOLYV SIN CATALIZADORES

La concentracién de alcohol y la dureza de la reaccidn son factores determinantes que
influyen en la eliminacion de la lignina. Asi, una concentracion relativamente baja de alcohol
conlleva la despolimerizacion de la lignina a través de las rupturas de los enlaces éter a y B,
formando fragmentos de lignina con bajos pesos moleculares. Una baja concentracion de
etanol da como resultado una elevada concentracién de iones hidronio (H;0"), reduciendo por
tanto, el grado de polimerizacién de la lignina. La rotura del éter a-arilico forma un carbocatién
benzilico que puede reaccionar con agua o etanol produciendo la despolimerizacion de la
lignina. La ruptura de los enlaces éter B-arilicos de la lignina se puede explicar por el
mecanismo que conlleva la pérdida del grupo y-metilico y la eliminacién de formaldehido. El
éter endlico es hidrolizado a la forma de guayacol y acetaldehido 2(4-hidroxi-3-metoxifenil), y
el guayacol es desmetilado a catecol. Los enlaces B-O-4 se rompen en forma de enlaces B-1, y
seran degradados posteriormente para producir estilbenos en condiciones acidas. Con el
aumento de la severidad del proceso de fraccionamiento, las unidades fendlicas siringil y las
fendlicas condensadas aumentan, disminuyendo los grupos alifaticos hidroxilicos en la lignina

disuelta.
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Ademas, las reacciones de condensacion también tienen lugar durante el proceso de
fraccionamiento organosolv. El acido acético liberado en la hidrdlisis de los grupos acetilo de
las hemicelulosas protonan los grupos OH en los C, de la lignina, formando carbocationes
reactivos, facilmente enlazables con atomos de carbono rico en electrones (C5 o C6) de otro
anillo aromatico. El carbocation benzilico formado durante la escision del éter a-arilico se
puede unir también con un dtomo de carbono rico en electrones de otro anillo aromatico. El
fraccionamiento con etanol conlleva a la despolimerizacion de la celulosa y a una disminucién
de la polidispersidad de la celulosa. Dado que el grado de polimerizacién de la celulosa se

reduce, el nUmero de extremos reductores de la celulosa aumenta (Li et al., 2015).

Debido al coste de los disolventes, el etanol y el metanol son preferibles frente a otros
alcoholes con puntos de ebullicidn mas elevados: etileno, glicol, alcohol tetrahudrofurfurilico.
Sin embargo, aunque el etanol es un disolvente comun, es un inhibidor del proceso hidrolitico.
En general, un tema crucial en el proceso organosolv es la fase de recuperacién del disolvente.
Los disolventes empleados en el proceso necesitan ser drenados desde el reactor, evaporados,
condensados y reciclados para reducir los costes operacionales. La destilacidn simple parece
ser la solucion preferible para la recuperacion de disolventes. La optimizacién simultanea de
todas las operaciones unitarias es una tarea fundamental para hacer rentable el proceso

organosolv (Chiaramonti et al., 2012).

Garcia y colaboradores (2011) sometieron a simulacién un proceso de fraccionamiento
basado en etanol (Alcell® (figura 4.3)) con el objetivo de realizar una evaluacién econémica y
obtener las condiciones de operacién apropiadas. La materia prima se mezcld con una solucidn
de etanol al 60% y una RLS 6/1 a 160°C durante 90 minutos. Los productos obtenidos
consistieron en una fraccién sélida humeda (principalmente celulosa) y una fraccién liquida
(hemicelulosas disueltas, lignina y disolvente remanente) la cual fue sometida a ultrafiltracidn,
precipitacién y destilacién para preparar los productos y reciclar los disolventes. Mediante
simulaciones informaticas, las demandas de calentamiento y enfriamiento se redujeron en un
34,7% y 49,5%, respectivamente, haciendo que el proceso fuera competitivo (Li et al., 2016,

Garcia et al., 2011).
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Figura 4.3: Diagrama del proceso de biorefineria organosolv-etanol.

Fuente: Garcia et al., 2011.

4.8. APROVECHAMIENTO DE LA FRACCION SOLIDA PROCEDENTE DE LOS
PRETRATAMIENTOS PARA LA OBTENCION DE BIOETANOL

4.8.1. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA CELULOSA

La hidrdlisis mediante las enzimas apropiadas representa un método muy efectivo para
liberar azucares simples procedentes de materiales lignoceluldsicos. La hidrélisis de la celulosa
estd catalizada por una clase de enzimas conocidas como celulasas. Estas enzimas pueden ser
producidas por hongos como Trichoderma reesei y Aspergillus niger y/o bacterias como
Clostridium cellulovorans. Al menos tres grupos mayoritarios de enzimas denominadas
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas estan involucradas en la hidrdlisis de la
celulosa a glucosa, siendo sus acciones sinérgicas. Las endoglucanasas (figura 4.4) atacan
regiones de baja cristalinidad en la fibra de celulosa y crea extremos libres en la cadena. Las
exoglucanasas (figura 4.5) acortan la molécula mediante la generacion de moléculas de
celobiosa de la cadena con extremos libres, que es hidrolizada a glucosa por la accién de la B-
glucosidasa (figura 4.6). La hidrdlisis enzimatica puede estar influenciada por las
concentraciones de sustrato y producto final, actividad enzimdtica y condiciones de reaccién.
La B-glucosidasa juega un papel importante en el proceso de hidrdlisis, ya que la celobiosa es

un producto final inhibidor de muchas celulasas incluyendo las exo y endoglucanasas (Galbe



Capitulo I. Introduccidn

and Zacchi, 2002; Rabinovich et al., 2002). La B-glucosidasa, a su vez, es inhibida por la glucosa

siendo la hidrdlisis enzimatica sensible a la concentracion de sustrato (Talebnia et al., 2010).
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Figura 4.4: Funcion de las endoglucanasas.

Fuente: Gupta and Verma, 2015.
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El pretratamiento de los materiales lignoceluldsicos asi como las condiciones de
hidrdlisis; temperatura y pH, estan entre los factores que influyen en la eficiencia de la
hidrélisis enzimatica. La mayoria de las enzimas celulasas muestran una actividad éptima a
temperaturas entre 45 y 55°C y un pH entre 4 y 5 (Galbe and Zacchi, 2002). En estudios de
laboratorio se emplea una dosis de celulasa de 10-30 (FPU/g celulosa) ya que producen una
hidrélisis con un rendimiento de glucosa elevado en un tiempo relativamente corto (48-72h).
Sin embargo, la carga de enzimas puede variar dependiendo del pretratamiento, tipo vy

concentracion de la materia prima (Talebnia et al., 2010).

La accion de las enzimas celuloliticas tiene lugar en tres etapas: adsorcion,
biodegradacidn y desorcién. La actividad de la celulasa disminuye durante la hidrélisis y se cree
qgue la adsorcion irreversible de la enzima en la celulosa es parcialmente responsable de su

desactivacién (Talebnia et al., 2010).

4.8.1.1.Factores limitantes de la hidrdlisis enzimatica

Algunos de los factores principales que influyen en la hidrdlisis enzimatica de la
celulosa de los materiales lignoceluldsicos estan relacionados con el sustrato. Estos factores
limitantes de la hidrélisis enzimatica estan directamente conectados con el pretratamiento

aplicado. A continuacidn, se presentan los mas importantes (Alvira et al., 2010):

4+ Cristalinidad de la celulosa (indice de cristalinidad, Crl): el pretratamiento de los
materiales lignoceluldsicos mejora la capacidad de hidrolizarse pero en algunos casos
aumenta el Crl de la fraccidén celuldsica. Este hecho parece estar provocado por la
eliminacion de lignina o por la reduccidn de la celulosa amorfa tras llevar a cabo
pretratamientos como, por ejemplo, la explosion de vapor. Por el contrario, los
pretratamientos a elevados valores de pH han mostrado tener un menor efecto e
incluso reducir la cristalinidad de la biomasa en algunos casos (Kumar and Wyman,

2009).

4+ Grado de polimerizacién de la celulosa: el grado de polimerizacién estd relacionado
con otras caracteristicas del sustrato, como la cristalinidad. Durante la hidrdlisis
enzimatica, las endoglucanasas cortan por sitios internos las cadenas de celulosa,
siendo responsables de la disminucidn del grado de polimerizacién de los sustratos
celuldsicos. Sin embargo, independientemente de que el sustrato sea atacado, parece

existir una nivelacion del grado de polimerizacién de la celulosa relacionado con el
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aumento de recalcitrancia de la celulosa cristalina residual (Mansfield et al., 1999). Se
ha demostrado que los pretratamientos afectan a la longitud de la cadena de celulosa
disminuyendo el grado de polimerizacidn, sugiriendo que la eliminacién de xilanos
presenta un mayor impacto en la longitud de la cadena de celulosa que la eliminacidon

de la lignina (Kumar and Wyman, 2009).

* Area superficial disponible del sustrato (volumen de los poros): la accesibilidad del
sustrato a las enzimas celuloliticas es uno de los factores que mas influyen en el
proceso de hidrélisis. Por tanto, uno de los objetivos principales del pretratamiento es

aumentar el drea superficial disponible para el ataque enzimatico.

4+ Barrera de lignina (contenido y distribucién): la presencia de lignina y hemicelulosas
dificulta el acceso de las enzimas celulasas a la celulosa, reduciendo asi la eficacia de la
hidrélisis. La lignina, por tanto, limita la velocidad de la hidrélisis enzimatica actuando

como barrera fisica.

4+ Contenido de hemicelulosas: la eliminacién de las hemicelulosas aumenta el tamafio
medio de poro del sustrato y, por tanto, incrementa la accesibilidad y la probabilidad

de que la celulosa sea hidrolizada (Chandra et al., 2007).

+ Tamafio de particula de la materia prima: existen evidencias que sostienen que la
reduccion del tamano de particula aumenta el area superficial especifica y, por

consiguiente, la accesibilidad de las enzimas a la celulosa (Sun and Cheng, 2002).

4+ Porosidad: el tamafio de poro del sustrato en relacién con el tamafio de las enzimas es
el factor limitante principal en la hidrélisis enzimatica de la biomasa lignocelulésica
(Chandra et al., 2007). Las celulasas pueden quedar atrapadas en los poros si el drea
interna es mucho mayor que el area externa, siendo este el caso de muchos materiales
lignocelulésicos. Un aumento de la porosidad mediante procesos de pretratamiento

puede mejorar de manera significativa la hidrdlisis.

+ Espesor de la pared celular: La barrera de cera que contiene la cuticula de las plantas y

la corteza de los arboles impide la entrada de las enzimas.
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4.8.2. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS HEMICELULOSAS RESIDUALES EN LA
FRACCION SOLIDA

En ciertas ocasiones se requiere una reduccién de la severidad del pretratamiento para
disminuir el coste econédmico. Un factor de severidad bajo produce una menor liberacién de
azlcares y por consiguiente, hara necesario el uso de una mayor cantidad de enzimas, asi
como de diferentes tipos de las mismas para conseguir altas conversiones de azUcares a partir
de las fracciones celuldsica y hemicelulésica. En este contexto, el desarrollo de hemicelulasas y
otras enzimas accesorias necesarias para la completa degradacion de los componentes

lignoceluldsicos se ha convertido en una cuestidon importante (Alvira et al., 2010).

Los pretratamientos normalmente buscan Ila eliminacién completa de las
hemicelulosas para mejorar la hidrdlisis de la celulosa. Por tanto, el impacto de la hidrdlisis
enzimatica de las fibras de hemicelulosa en la hidrdlisis de la celulosa no se considerd
importante hasta hace poco tiempo. Se puede esperar que la actividad hemicelulolitica en las
preparaciones de celulasa sean lo suficientemente altas para proporcionar la hidrélisis
necesaria de la hemicelulosa residual en la matriz sélida. En la tabla 4.4 se presenta el patrén
de actividad enzimatica de una celulasa comercial tipica (Celluclast de Novozymes),

complementada con B-xilosidasa (Novozym 188).

Actividades celulasa y Actividad
hemicelulasa
FPU* 20 FPU/g
HEC* 6100 nkat/g
Mananasa 1200 nkat/g
Xilanasa 8200 nkat/g
B-glucosidasa 950 nkat/g
B-manosidasa 15 nkat/g
B-xilosidasa 100 nkat/g
a-arabinosidasa 160 nkat/g
o-galactosidasa 140 nkat/g

Tabla 4.4. Actividades celulasa y hemicelulasa en Celluclast complementada con B-xilosidasa (Novozym 188;
*actividad B-glucosidasa excluida), calculada en una dosis FPU de 20 FPU/G de sustrato.

Fuente: Adaptada de Wyman et al., 2004.

Como se puede observar en la tabla 4.4, a una concentracién de celulasa, empleada
frecuentemente, de 20 FPU/g de sustrato, la actividad xilanasa correspondiente es
aproximadamente 8200 nkat/g de sustrato. El katal (kat) es una unidad derivada del sistema
internacional empleada para cuantificar la actividad catalitica de las enzimas. Un katal es la

cantidad de enzima que convierte un mol de sustrato por segundo. Si se estima por gramo de
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xilano en el sustrato, la dosis de xilanasa se hace aun mayor, ya que el contenido de xilano
residual en el sustrato se encuentra normalmente por debajo del 10% del peso seco. Las
actividades de las enzimas accesorias son bastante bajas, pero su papel en la solubilizacion del
xilano enlazado en la matriz es menos significativo. La actividad de la acetil-esterasa, sin

embargo, podria jugar un papel crucial si la materia prima se encuentra aun acetilada.

Existen estudios sobre la hidrélisis de los xilanos en sustratos de matrices de fibras
enlazadas en las pastas celuldsicas pero no con el objetivo de hidrolizar la celulosa. En tales
experimentos se ha encontrado que la mayoria de las enzimas tienen efectos minimos en la
hidrélisis de los xilanos (Viikari et al., 1994). Aunque los sustratos de las pastas difieren
significativamente de los materiales lignoceluldsicos pretratados, por ejemplo con respecto al
grado de acetilacidn, estos resultados son extrapolables a otros sustratos. En dichos estudios
se concluye que si el sustrato sélido contiene xilano desacetilado, las xilanasas por si mismas
deberian de ser capaces de solubilizar los xilanos a oligdmeros. Sin embargo, si la matriz

fibrosa contiene grupos acetilo, éstos podrian restringir la hidrélisis (Wyman et al., 2004).

4.8.3. FERMENTACION A ETANOL DE LA FRACCION SOLIDA CELULOSICA: PROCESO
DE SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA (SSF)

Como se ha comentado anteriormente, la conversién enzimatica de celulosa a etanol
implica operaciones separadas de pretratamiento de la biomasa para abrir su estructura y
permitir el ataque enzimatico y liberar glucosa qué sera posteriormente fermentada a etanol.
Con el tiempo, aparecié el concepto de hidrdlisis y fermentacion separada o SHF para designar
esta secuencia de operaciones. Los avances realizados concernientes al pretratamiento y a las
enzimas celuloliticas mejoraron el rendimiento del proceso SHF aumentando la accesibilidad
de la enzima al sustrato, favoreciendo el balance y el nivel de actividad enzimatica,
respectivamente. Desafortunadamente, la glucosa y, parcialmente la celobiosa, son potentes
inhibidores de la accion celulasa. Aunque los rendimientos se pueden mejorar afiadiendo altas
cargas de celulasa, esta estrategia origina unos costes enzimaticos excesivos (Wyman et al.,

2004).

Una estrategia alternativa es la conocida como proceso de Sacarificacion vy
Fermentacién Simultanea (SSF) que fue descrita por primera vez en una patente de Gauss et
al. (1976) y usada en 1977 por el mismo grupo de investigacion (Takagi et al., 1977; Paulova et
al., 2015). El proceso SSF integra la hidrdlisis enzimatica del material lignoceluldsico pretratado

con la fermentacidon de la glucosa liberada en una sola etapa, llevada a cabo simultdneamente
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en un Unico reactor para convertir rapidamente la glucosa en etanol a medida que es liberada,
reduciendo la acumulacién de este poderoso inhibidor de la actividad celulasica (figura 4.7). La
influencia de la acumulacién de la glucosa en la actividad de las enzimas celuloliticas fue
demostrada en el modelo desarrollado por Oh et al. (2000), quienes encontraron que la
velocidad de hidrdlisis de celulosa inicial disminuia entre un 20% y un 60% debido a la
inhibicion de la enzima a concentraciones de glucosa de 5 y 20 g/L, respectivamente. Por
tanto, la eliminacién de la acumulacion de glucosa mejora la velocidad de hidrdlisis de la

celulosay, por consiguiente, acorta el tiempo de operacidn (Paulova et al., 2015).
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Figura 4.7. Operaciones unitarias del proceso de sacarificacién y fermentacion simultanea (SSF).

Fuente: Paulova et al., 2015

Aunque la temperatura del proceso SSF tiene que reducirse por debajo de la
temperatura éptima de trabajo de las enzimas celuloliticas (normalmente entre 45-50°C), para
adaptarse a la menor temperatura de tolerancia de los organismos fermentativos (28-37°C), la
SSF resulta mejor en términos de velocidades, rendimientos, y concentraciones de etanol
frente a la hidrdlisis separada llevada a cabo a temperaturas mads elevadas que son dptimas
para el desarrollo de funciones de la celulasa (Wyman et al., 2004). Alternativamente es
necesario llegar a una solucion de compromiso entre ambas temperaturas, normalmente
alrededor de 37°C. Esto tiene dos consecuencias: |la primera afecta a la velocidad con la que la
glucosa se libera de la celulosa, pudiendo causar limitaciones de carbono que afectan a la
fermentacién; y la segunda afecta la actividad de las enzimas celuloliticas disminuyendo el

metabolismo de la cepa microbiana. Ambas consecuencias dan lugar a una productividad
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reducida y obteniendo a menudo una concentracion final menor de etanol (Paulova et al.,

2015).

Siguiendo con la identificacidn de la configuracion de la SSF, a mitad de los afios 70 se
buscaron organismos fermentativos que tolerasen el estrés combinado de altas temperaturas
(para aumentar la velocidad de hidrdlisis), bajos niveles de glucosa (debido al rapido
metabolismo del azicar del organismo), y altas concentraciones de etanol. Sin embargo, se
encontré que era mds importante la rapida conversion de celobiosa a glucosa que la
temperatura de fermentacidn (Wright et al., 1987). Investigaciones posteriores mostraron que
el cocultivo de un organismo fermentativo de celobiosa menos tolerante al etanol
Brettanomyces clausenii, con uno mas tolerante al etanol, la levadura Saccharomyces
cerevisiae, mejoraba el rendimiento, y mds tarde se vio que otra levadura, Bretanomyces
custerii, fermentaba la celobiosa directamente a etanol y ademds presentaba tolerancia a
etanol, eliminando la necesidad del sistema de cocultivo (Spindler et al.,, 1992). Mas
recientemente, se ha llevado a cabo la modificacién genética de bacterias para fermentar
xilosa a etanol y también fermentar celobiosa a etanol tanto de manera natural como a través
de modificaciones genéticas. Ademas, estos organismos han sido genéticamente modificados
para producir endoglucanasa ademas de fermentar la celobiosa (Zhou and Ingram, 2001).
Dichas cepas pueden utilizar una fraccién sustancial de celulosa amorfa y podrian también
reducir la necesidad afiadir enzimas si se aplicase una mezcla rica en celobiohidrolasa (Wyman
et al., 2004). Ademas, se ha demostrado que la Kluvyveromyces marxianus es una buena
candidata para un proceso de SSF llevado a cabo a temperatura elevada, ya que muchas cepas
pueden producir etanol de manera eficiente a 38-45°C, y también son capaces de utilizar
arabinosa, galactosa, manosa o xilosa presentes en el medio lignocelulésico. Otros autores
(Kadar et al., 2004) observan ninguna diferencia significativa entre S. cerevisiae y K. marxianus
con respecto al rendimiento en etanol conseguido durante el proceso SSF. Ambos valores se
encontraron en el rango de 0,31-0,34 g/g. Recientemente se han aislado y caracterizado
algunas cepas termotolerantes de S. cerevisiae que pueden ser explotadas para la produccion
de etanol (Shahsavarani et al., 2012). Algunas cepas genéticamente modificadas de Hansenula
polymorpha o Candida glabrata también tienen potencial para llevar a cabo SSF a elevadas
temperaturas. Las investigaciones en desarrollo contindan en la busqueda de organismos
fermentativos que sean tolerantes a la temperatura y posean otras caracteristicas que se

ajusten mejor con las condiciones de operacion preferidas por la celulasa.
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Diversas investigaciones (Boyle et al., 1997; Cho and Yo, 1999; Bollok et al., 2000;
Krishna et al., 2001) han aplicado la SSF en una amplia variedad de materias primas
pretratadas bajo diversas condiciones. El hecho de combinar la SSF con la fermentacion de
azucares hemiceluldsicos ha recibido especial atencién como modo de obtener etanol y otros
productos. Asimismo, la SSF se ha aplicado en procesos Fed-batch y continuos, los cuales
ofrecen ventajas para la manufactura de productos a partir de materiales celuldsicos
comparados con configuraciones mas convencionales en modo batch. Estas ventajas incluyen
disminucién del tiempo de operacidn, asi como menores costes de operacion (Wyman et al.,
2004). La adicién en Fed-batch del material pretratado es un método para aumentar las
concentraciones de azucar en el proceso. Permite dosificar el sustrato de manera repartida
durante un periodo mds largo de tiempo, y por consiguiente disminuir la viscosidad de manera
gradual en el biorreactor comparado con el modo batch. El primer lote o adicidn se licua por la
accidn de las enzimas celuloliticas hasta la siguiente adicidn de sustrato (Paulova et al., 2015).
En la presente Tesis doctoral se emplean ambos métodos; el método batch en el que todo el
sustrato limitante se adiciona al inicio de la fermentacién; y el modo Fed-batch, en el que el
sustrato limitante, biomasa lignoceluldsica pretratada, asi como los nutrientes se afiaden en

diferentes lotes al biorreactor (Wyman et al., 2004).

La tecnologia SSF ha mostrado ser una candidata lider para aplicaciones a corto plazo y
parece ser que permanecera asi hasta que se desarrollen nuevas celulasas que trabajen mucho
mas rapido, con una inhibicidn por producto minima, y a elevadas temperaturas (Wyman et

al., 2004).

4.8.3.1.Saccharomyces cerevisiae en el proceso de produccién de etanol

La levadura es el organismo eucaridtico mas simple de nuestros dias. Son
microorganismos unicelulares clasificados en el reino Fungi. Hoy en dia la levadura se ha
convertido en un microorganismo clave para muchos tipos de producciones industriales y

alimentarias.

En el metabolismo de la levadura, su energia quimica, en forma de ATP, proviene de la
oxidacion de moléculas organicas y es usada como recurso energético por la célula. Las
levaduras metabolizan diversos azucares, hexosas como glucosa, fructosa, galactosa o manosa;
0 en algunos casos pueden usar pentosas como xilosa o arabinosa; o disacaridos como maltosa
0 sacarosa, aunque la glucosa y la fructosa son los sustratos preferidos. Las rutas metabdlicas

para la asimilacién de hexosas y disacaridos comparten las mismas etapas, produciéndose la
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mayoria de los elementos metabdlicos a partir de los intermediarios de la glicélisis; y la ruta de

las pentosas fosfato, difiriendo sdlo en las etapas basicas iniciales del metabolismo.

La conversion del azlcar puede ocurrir en un ambiente anaerdbico o aerdbico. El
primer caso es la llamada fermentacion; y en presencia de oxigeno se llama respiracién. El
proceso mas comun para la conversion de la glucosa generalmente es conocido como
fermentacién alcohdlica, el cual ocurre anaerdbicamente obteniéndose como productos

finales etanol y CO..

La levadura Saccharomyces cerevisiae es responsable del 95 % de la produccién de
etanol, pero presenta el inconveniente de no fermentar las pentosas (que en materiales
agricolas y maderas duras son los mondmeros mayoritarios de la fraccion hemiceluldsica). Esta
levadura fermenta diversos sustratos, incluyendo disacdridos de sacarosa y maltosa que

pueden ser asimilados mediante dos mecanismos (Romani, 2011):

+ Los disacaridos son hidrolizados por enzimas extracelulares y los monosacéridos son
transportados al interior de la célula.
+ Los disacaridos son transportados al interior de la célula e hidrolizados por enzimas

intracelulares.

Como se ha comentado anteriormente, la glucosa es el sustrato de preferencia para
ser metabolizado, por lo que hasta que no desaparece no se consumen otros azucares como
maltosa y maltotriosa. La ecuacion estequiométrica (ec. 15) de la produccién de etanol a partir
de glucosa por via fermentativa, fue descrita por Gay-Lussac en 1810:

15
CH;,06 — > 2C,H;OH + 2CO, (15)

180 g 92¢g 88¢g

Aunque la fermentacidon normalmente se da en ausencia de oxigeno, no es una regla
estricta. Incluso en presencia de elevados niveles de oxigeno, si los azlcares se encuentran
totalmente accesibles para ser metabolizados, las levaduras escogen fermentar en lugar de
respirar. Este fendmeno es conocido como efecto Crabtree. Saccharomyces cerevisiae es una
levadura Crabtree negativa ya que es capaz de producir etanol aerébicamente en presencia de

elevadas concentraciones de glucosa en el exterior (Faria-Oliveira et al., 2013).
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La glucosa puede ser utilizada por S. cerevisiae como Unica fuente de carbono vy
energia. Llega al citosol de la célula después de atravesar la pared celular (permeable a los
azucares) y la membrana plasmatica a través de proteinas transportadores (permeasas) por el

proceso de difusidn facilitada (aprovechando la mayor concentracién de monosacaridos).

4.8.3.1.1. Ruta Embden-Meyerhof
La levadura sigue el camino glucolitico por la via Embden-Meyerhof. Desde la glucosa
hasta la sintesis de etanol, se dan 6 etapas fundamentales (figura 4.8) (Faria-Oliveira et al.,

2013):

12) Formacion de hexosas fosfato: la primera etapa de la ruta glucolitica consiste en la
fosforilacién de la glucosa a glucosa-6-fosfato por la accién de las hexoquinasas (Hxkp)
y la glucoquinasa (Glkp), las cuales estan relacionadas con la alta afinidad de captacidn
de glucosa. A continuacidn, la glucosa-6-fosfato es isomerizada por la fosfoglucosa
isomerasa a fructosa-6-fosfato. A continuacidn, la fructosa-6-fosfato es convertida por
la fosfofructoquinasa (Pfkp), la cual requiere energia en forma de ATP, en fructosa-
1,6-difosfato.

22) Formacion de triosas fosfato: la enzima aldolasa (fructosa 1,6-difosfato aldolasa,
Fbap) cataliza la rotura reversible de fructosa-1,6-difosfato en dos moléculas de tres
carbonos, el gliceraldehido-3-fosfato y su isdmero dihidroxiacetonafosfato. Estos dos
compuestos se pueden convertir entre ellos, de nuevo, de manera reversible, por la
triosafosfato isomersa (Tpip).

32) Oxidacion de gliceraldehido-3-fosfato: el gliceraldehido-3-fosfato es primeramente
oxidado por NAD" (con la produccién de NADH, el cual formard parte del proceso en
las etapas Ultimas de la glicélisis cuando el acetaldehido dé etanol) y después
fosforilado, bajo la catalisis de la 3-fosfato deshidrogenasa (Tdhp). ElI 1,3-
difosfoglicerato resultante, por la accion de la fosfoglicerato quinasa (pgkp), dona un
grupo fosfato a una molécula de ADP originando el 3-fosfoglicerato, liberando una
molécula de energia (ATP). A continuacién, se produce una reubicacidon del grupo
fosfato en la posicion 2, llevada a cabo por la fosfoglicerato mutasa (pgmp);
preparando, de esta forma, la siguiente reaccion, la deshidratacion por la enolasa
(Enop) y de la cual resulta el fosfoenol piruvato, una molécula de elevada energia

42) Formacion del piruvato: El fosfoenol piruvato formado en la etapa anterior es
fosforilado por la piruvato quinasa (Pykp) dando piruvato y liberando también otra

molécula de ATP.
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52) Descarboxilacion del piruvato: en la fermentacién alcohdlica, el piruvato es
descarboxilado para dar acetaldehido y CO,, por la accién de la piruvato descarboxilasa
(Pdcip).

62) Reduccion del acetaldehido: en la reaccién final, catalizada por la alcohol
deshidrogenasa (Adhp), el acetaldehido es reducido produciendo etanol vy

promoviendo la reoxidacién del NADH a NAD+.

Al mismo tiempo, y ademas de las dos moléculas de CO,y etanol formadas por
molécula de glucosa, el azlcar es incorporado en otros subproductos como la biomasa de la
levadura, acidos (pirdvico, acetaldehido). Asimismo, hay que tener en cuenta que a la
fermentacién va a asociada un crecimiento del cultivo y, por tanto, la composicién de la
biomasa se oxida mas que la glucosa. En consecuencia, se puede obtener un exceso de
equivalentes de reduccion. La forma en la que las levaduras eluden este problema, bajo
condiciones anaerdbicas, consiste en la produccién de glicerol por reduccion del intermediario
glucolitico dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato catalizado por NAD+ (dependiente de la
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, y su posterior desfosforilacion debido a la accién de la

glicerol-3-fosfatasa (Parés y Juarez, 1997; Faria-Oliveira et al., 2013).
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Figura 4.8: Fermentacion alcohdlica. Etapas enzimaticas en S. cerevisiae

Fuente: Faria-Oliveira et al., 2013.
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4.8.3.1.2. Ruta de las Pentosas fosfato

Existen diferentes mecanismos para que la levadura Saccharomyces fermente la xilosa:

#+ Isomerizacién de la D-xilosa a D-xilulosa. En la mayoria de los hongos, la conversion
inicial de la xilulosa a xilulosa 5-fosfato se produce a través de una serie de pasos de
reduccién y oxidacidon que necesitan de los cofactores NAD(P)+/NAD(P)H. La xilosa es
directamente reducida a xilitol, seguidamente el xilitol es oxidado a xilulosa, para
finalmente ser fosforilada a xilulosa 5-fosfato.

+ Ingenieria genética de S. cerevisiae, con la expresion de genes: a) Xilosa reductasa y
xilitol deshidrogenasa procedente de levaduras que fermentan la xilosa, como
Candida, Pichia, etc;

b) Xilosa isomerasa bacteriana, procedente de especies:

Actinoplanes, Bacillus, etc.

Para poder metabolizar las pentosas es necesario que éstas se incorporen a la ruta de

las pentosas fosfato, que consta de 3 etapas:

+ Etapa 1: Tienen lugar reacciones oxidativas (producen NADPH).
+ Etapa 2: Ocurren reacciones de isomerizacion y epimerizacion.

4+ Etapa 3: Se producen reacciones de ruptura y formacién de enlaces C-C.

La via de las pentosas fosfato o via de las hexosas monofosfato puede utilizarse al

mismo tiempo que la via glucolitica (figura 4.9) o la secuencia de Entner-Douroff (via de sintesis

de etanol que emplean algunas bacterias como Zymomonas mobilis a partir de sacarosa,

glucosa y fructosa). Puede operar de forma aerobia o anaerobia.
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Figura 4.9: Incorporacion de la ruta pentosas fosfato a la via glucolitica.

Fuente: Girio et al., 2010.
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4.8.3.2.Factores que influyen en el proceso de produccion de bioetanol
Los factores mas influyentes en el proceso de produccion de bioetanol son
nutricionales, de aireacion, pH, temperatura y presencia de compuestos inhibidores en el

medio (Romani, 2011).

4.8.3.2.1. Requerimientos nutricionales

El cultivo de los microorganismos debe realizarse en condiciones adecuadas que
permitan llevar a cabo el mantenimiento y crecimiento celular, ademas de la produccién del
producto deseado. Para ello, los microorganismos deben disponer de los nutrientes necesarios

(carbono, nitrogeno, elementos minerales y vitaminas).

+ Fuente de carbono: la levadura Saccharomyces cerevisiae puede emplear como fuente
de carbono y energia, en primer lugar glucosa y sacarosa, aunque también puede usar
fructosa, galactosa, manosa, maltosa y suero hidrolizado, ademas de etanol. La
concentracién de la fuente de carbono afecta a la velocidad de la fermentacidn, y al
comportamiento y desarrollo de las células de la levadura. La concentracion adecuada
de azlcar se situa entre el 10 y el 18%. En concentraciones superiores se observa
deficiencia respiratoria en la levadura, y un descenso de la velocidad de fermentacion;
y en concentraciones inferiores o muy bajas el proceso no es econdémico, lo que

implica la necesidad de un mayor volumen para la fermentacion.

+ Fuente de nitrégeno: las levaduras tienen un contenido en nitrégeno alrededor del
10% en peso, por lo que le nitrégeno debe ser un constituyente importante del medio
de crecimiento. El nitrégeno asimilable debe administrarse en forma de amoniaco,
urea o sales de amonio, aunque también pueden emplear mezclas de aminodcidos. Ni
el nitrato, ni el nitrito pueden ser asimilados. Se han encontrado numerosas sales de
amonio inorgdnicas responsables del crecimiento de Saccharomyces, como acetato,
carbonato, bicarbonato, lactato, sulfato, tartrato, y mono-, di-, tri- fosfato de amonio.
El sulfato de amonio es la fuente de nitrdgeno mas usada, porque ademas proporciona
azufre. La urea también puede ser asimilada por Saccharomyces como fuente de
nitrégeno, y se utiliza industrialmente, pero para obtener un crecimiento comparable
al de las sales de amonio, es necesario administrar vitaminas como la biotina, para

facilitar su administracion.
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+ Fosforo: el fésforo es un elemento esencial para el crecimiento de todas las levaduras,
ya que controla la sintesis de lipidos y carbohidratos y mantiene la integridad de la
pared celular. Las levaduras toman el fosfato como anién monovalente H,PO,, por el
contrario, el anidon divalente no es absorbido. La cantidad de fosfato asimilado
depende de la cantidad aportada. EI H,PO, es anadido normalmente en

concentraciones de 0,6 mM/g, para la obtencion de tasas de fermentacion adecuadas.

+ Azufre: constituye alrededor del 0,4% del peso celular de las levaduras. La levadura
Saccharomyces puede conseguir el azufre a partir de sales inorganicas (sulfatos,
sulfitos o tiosulfato), que son reducidos a aminoacidos dentro de la célula. Aunque la
metionina es la fuente de azufre mas adecuada, generalmente, la fuente de azufre

elegida para las fermentaciones industriales es el sulfato de amonio por su bajo coste.

+ Oligoelementos: los oligoelementos requeridos por la levadura Saccharomyces para
un crecimiento activo son macroelementos (K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn y Cl), en
concentraciones entre 0,1-1 mM; microelementos (Co, B, Cd, Cr, Cu, I, Mo, Ni, V) entre
0,1-100 uM vy los inhibidores (Ag, As, Ba, Hg, Li, Ni, Os, Pb, Se, Te), que pueden afectar
negativamente al crecimiento cuando se encuentran en concentraciones por encima

de 100 uM.

4.8.3.2.2. Aireacion

La adicion de oxigeno en la fermentacién de Saccharomyces es necesaria para
mantener la viabilidad de las células, ya que el oxigeno actia como aceptor final de electrones
en la fosforilacién oxidativa, durante la respiracion de la levadura. Bajo condiciones de elevada
concentracion de oxigeno, la fermentacion del azicar a etanol esta inhibida (efecto Pasteur)
(Fiechter et al., 1981). La respiracion libera mas energia que la fermentacién, por consiguiente
es el proceso principal, pero en la practica no tienen lugar los dos casos extremos de
respiracion o fermentacion. Niveles de oxigeno disuelto en el medio de cultivo de alrededor de
un 20% de saturacién son necesarios para el mantenimiento de las células de la levadura y su
crecimiento, y no afectan al proceso fermentativo (Gordon and Stewart, 1972). Altas
concentraciones de azucares tienen un efecto inhibidor sobre el crecimiento de la levadura,
por tanto, en fermentaciones aerobias la tasa de crecimiento especifica decrece a medida que

aumenta la concentracién de azucar inicial (Ghose and Tyagi, 1979; Requejo, 2012).
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4.8.3.2.3. pH

El pH tiene interés porque durante la fermentacion, la levadura toma el nitrégeno de
los aminoacidos organicos lo que hace que los aminoacidos pierdan su caracter anfétero y
pasen a acidos, provocando un descenso de pH en medio. Si el pH es bajo se evitan problemas
de contaminacion, pero la fermentacidn se ve ralentizada, ya que afecta al desarrollo de la
levadura. El pH mas favorable para el crecimiento de esta levadura se encuentra entre 4,4-5

(Romani, 2011).

4.8.3.2.4. Temperatura

Afecta tanto a efectos fisioldgicos de la levadura como a problemas fisicos. La levadura
Saccharomyces tiene una temperatura éptima de crecimiento entre 28 y 35 °C. La tasa de
metabolismo de las levaduras se incrementa con la temperatura hasta un valor de 35 °C, por

encima del cual desciende gradualmente entre 35y 43 °C.

4.8.3.2.5. Presencia de compuestos inhibidores

El furfural y el hidroximetilfurfural (HMF) son aldehidos procedentes de la degradacién
de las pentosas y hexosas, respectivamente, y ejercen un efecto inhibidor incluso a bajas
concentraciones, ya que actian como aceptores de los electrones procedentes del NADH vy el
NADPH, empleandose el primero en la reduccién de furfural y el segundo en la del HMF. La
presencia de furfural y de HMF sobre los microorganismos ejerce una reduccidén de la tasa
especifica de crecimiento (Navarro, 1994); una disminucién de la productividad volumétrica de
etanol (Navarro, 1994); asi como un descenso de la productividad especifica de etanol
(Palmquist et al., 1999). Los compuestos fendlicos son compuestos aromaticos de bajo peso
molecular muy tdxicos para los microorganismos, ya que su interaccién con determinadas
zonas hidrofdbicas de las células causan una pérdida de la integridad de la membrana
afectando a su capacidad de actuar como barrera selectiva (Heipieper et al., 1994). La
inhibicién puede producirse por sustrato, donde a altas concentraciones, éste se convierte en
un fuerte inhibidor, o por producto, en cuyo caso el crecimiento de la levadura se ve alterado
por una concentracion de etanol en el medio de un 3% (v/v), al alterar el grado de polaridad de

la membrana celular y del citoplasma.

4.8.4. DESTILACION DE ETANOL
A pesar de que el proceso downstream es el que mas energia consume durante la
produccién de etanol, la recuperacion del etanol del medio de fermentacion es necesaria. El

medio final estd compuesto por agua y etanol. La mezcla agua-etanol no se puede separar por
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procesos de destilacién convencionales porque forman un sistema de mezcla no ideal. La
deshidratacién es un método sofisticado porque se forma una mezcla azeotrépica con agua
(95,6% en peso a una temperatura de 78,15°C), lo que hace imposible la separacién en una
sencilla columna de destilacién. Asi, la purificacion del etanol se da en 3 etapas: destilacion,
rectificacion y deshidratacion. En las dos primeras etapas se obtiene una disolucién con alta
concentracién en etanol (aproximadamente el 92,4% en peso). Después, la mezcla es
deshidratada para obtener etanol anhidro por deshidratacion, que se puede llevar a cabo
mediante destilacidn azeotrdpica, destilacion extractiva, extraccidn liquido-liquido, adsorcion,
o por métodos de separacién hibrida complejos (Canilha et al., 2012). Sélo el alcohol absoluto

o de 98,9% molar se puede mezclar con gasolina (Lépez y Lozada, 2005).

4.9. APROVECHAMIENTO DE LA FRACCION LiQUIDA PROCEDENTE DE LOS
PRETRATAMIENTOS PARA LA OBTENCION DE OLIGOSACARIDOS Y
AZUCARES HEMICELULOSICOS FERMENTABLES

El pretratamiento de autohidrdlisis se ha sugerido como la mejor solucién para una
tecnologia de pretratamiento estandar en las biorrefinerias basadas en materiales
lignocelulésicos, aunque pueda requerir de una etapa de posthidrélisis para convertir los
oligosacaridos en monosacdridos (Girio et al., 2010). Durante el pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica, la mayor parte de las hemicelulosas insolubles se eliminan de la superficie de
las microfibrillas de celulosa y se rompen en varios oligosacaridos solubles. La mayoria de los
oligosacaridos liberados durante el pretratamiento de la biomasa son productos de la hidrélisis
de las hemicelulosas. Los tipos de oligosacaridos dependen de la estructura y la composicion
de las correspondientes hemicelulosas. Las formas predominantes de polisacaridos
hemiceluldsicos en la mayoria de los materiales lignoceluldsicos, excepto en las maderas
blandas, son los xiloglucanos y los “heteroxilanos”. En los residuos agricolas, los mas
abundantes tanto en la pared primaria como en la secundaria son los glucuronoarabinoxilanos
(en los materiales lignoceluldsicos, la fraccion en masa de la pared secundaria basado en el
peso seco total de la planta es mucho mayor que el de la pared primaria). Por tanto, los
xilooligosacaridos (XOs) de la hidrélisis de los heteroxilanos son el tipo predominante de
oligosacaridos liberados durante el pretratamiento (Qing et al., 2013). Dado que los
microorganismos productores de etanol mas eficientes no son capaces de asimilar los
oligosacaridos hemicelulésicos, su hidrdlisis es casi un requisito obligatorio para mejorar la
corriente de azlcares hemiceluldsicos. Las opciones de posthidrdlisis para la hidrélisis de los

XOs se pueden simplificar en dos:
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+ Hidrélisis acida: los factores principales que afectan a la recuperacion de
monosacaridos en la posthidrdlisis acida son la concentracién de catalizador, el tiempo
de reaccion y la temperatura. El catalizador principal empleado es un acido fuerte, el
acido sulfurico, aunque también se puede llevar a cabo con otros acidos, débiles, como
el fosférico. Bajo condiciones de posthidrolisis totalmente optimizadas, la
recuperacion de azucares puede llegar al 100%, comparada con la segunda etapa de la
hidrélisis acida diluida estandar (121°C; 4% H,SO, y 60 minutos) la cual se emplea

generalmente para la hidrélisis acida cuantitativa de los oligosacaridos

+ Hidrolisis enzimatica: otro método para llevar a cabo la hidrdlisis de los oligosacaridos
en azUcares monomeéricos es el empleo de enzimas. El inconveniente que presenta
este método es que la velocidad de reaccidn es mucho menor con respecto a la

hidrélisis acida.

4.9.1. INHIBIDORES DE LOS HIDROLIZADOS LIGNOCELULOSICOS Y DETOXIFICACION
El tipo de compuestos tdxicos y su concentracion en los hidrolizados lignoceluldsicos
dependen tanto de la materia prima como de las condiciones operacionales empleadas para la
hidrélisis. Ademas, algunas variables de fermentacién como las condiciones fisioldgicas de las
células, la concentracion de oxigeno disuelto, y el pH del medio, estan también asociados con
la toxicidad de estos compuestos, en muchos casos acentuando su efecto tdxico. Los
compuestos toxicos pueden estresar a los organismos fermentativos hasta el punto en el que
la utilizacién eficiente de los azucares se reduce y la formacién de producto disminuye. De
acuerdo a Olsson y Hahn-Héagerdal (1996) y Parajé et al. (1998), los compuestos téxicos se

pueden dividir en cuatro grupos:

+ Productos de degradacién del azucar: durante la autohidrdlisis, las pentosas y las
hexosas pueden degradarse a furfural y 5-hidroximetilfurfural, respectivamente. Estos
son compuestos toxicos que, dependiendo de su concentracién en el medio
fermentativo, pueden inhibir las células y afectar la velocidad de crecimiento

especifico

+ Productos de degradacién de la lignina: una amplia variedad de compuestos
(aromaticos, poliaromaticos, fendlicos y aldehidicos) se liberan de la lignina durante la
hidrélisis de los materiales lignoceluldsicos. Los compuestos fendlicos tienen un

considerable efecto inhibidor en la fermentacion de los hidrolizados lignocelulésicos, y
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aquéllos con bajo peso molecular son los mas toxicos. Provocan division y pérdida de
integridad de las membranas bioldgicas, afectando por tanto, su habilidad para servir

como barreras selectivas y matrices para las enzimas

+ Compuestos derivados de la estructura lignocelulésica: diversos productos
inhibidores, como los extractos de la materia prima (resinas acidas, acidos taninicos y
terpenos) y acido acético derivado de los grupos acetilos presentes en las

hemicelulosas, son descargados al hidrolizado durante el proceso de autohidrdlisis

+ lones de metales pesados: los iones de metales pesados (hierro, cromo, niquel y
cobre) se pueden originar por la corrosion del reactor durante el proceso
hidrotérmico, y su toxicidad inhibe enzimas en las rutas metabdlicas de los

microorganismos.

Existe una amplia variedad de métodos de detoxificacién que incluye métodos
bioldgicos (empleando enzimas especificas o microorganismos que actlan sobre los
inhibidores presentes), fisicos (evaporacion y uso de membranas) y fisico-quimicos (resinas de
intercambio idnico, neutralizacidn, overliming, carbén activado y extraccién con disolventes
organicos). Estos métodos transforman los inhibidores en compuestos activos o reducen su
concentracion. La efectividad de un método de detoxificacion depende tanto del tipo de
hidrolizado hemicelulésico como del microorganismo empleado, ya que cada tipo de
hidrolizado tiene un grado diferente de toxicidad, y cada especie de microorganismo posee un

grado diferente de tolerancia a los inhibidores.

Entre los diferentes tipos de detoxificacion, el overliming es considerado como el
método mas usado. Este proceso consiste en un incremento del pH del hidrolizado acido
seguido por una reduccion del mismo hasta alcanzar un pH deseable para llevar a cabo el
proceso fermentativo. El principio de este proceso es la precipitacion de componentes toxicos
y la inestabilidad de algunos inhibidores a elevado pH. Este método ha demostrado una
elevada eficacia en la eliminacidn de inhibidores y es ampliamente usado. Se ha considerado
como un método prometedor y econdmico, proporcionando buena eficacia en la eliminacidn
de los compuestos furanicos (Canilha et al., 2008; Carvalho et al., 2008; Zhu et al., 2009;

Antunes et al., 2012; Canilha et al., 2012).
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Tras la detoxificacion y posthidrdlisis del hidrolizado, se puede llevar a cabo la
bioconversién de las pentosas a bioetanol, a través de la ruta de las pentosas fosfato,

explicada en el punto anterior.

4.9.2. SEPARACION Y PURIFICACION DE XILOOLIGOSACARIDOS PARA LA OBTENCION
DE PRODUCTOS DE ALTO VALOR ANADIDO

Se ha demostrado que los xilooligosacdridos tienen propiedades prebidticas
importantes y por tanto, un gran potencial para su uso en productos médicos, alimenticios y
de higiene (Vazquez et al., 2000). Tras llevar a cabo el proceso hidrotérmico para la obtencion
de xilooligosacaridos, se pueden aplicar diferentes tecnologias para aislar y purificar estos
xilooligosacaridos en los rangos deseados de grado de polimerizacién para aplicaciones
prebidticas. Este mercado de rapido crecimiento de xilooligosacdridos crea grandes
oportunidades para procesar hidrolizados de pretratamiento ricos en xilano en las
biorrefinerias celuldsicas en productos de alto valor que pueden mejorar la economia de
conversidn. Para producir mas fracciones de XOs puras usadas en industrias alimentarias o
farmacéuticas, el licor de hidrélisis debe ser refinado eliminando los monosacaridos y otros
compuestos que no sean azlcares para obtener el contenido mas elevado posible de XOs o en
un rango dado de grado de polimerizacion. La purificacién y separacion de los XOsprocedentes
del licor de autohidrélisis es complicado y puede requerir un procesado multietapa para
reacciéon y/o fraccionamiento. Dependiendo del grado de pureza deseado, puede ser necesaria
una secuencia de tratamientos fisicoquimicos como son: extraccion con disolventes, adsorcion
con materiales de superficie activa, técnicas de separacién cromatografica, separacién con

membrana y cromatografia de separacién centrifuga (Qing et al., 2013).
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5. BIORREFINERIA DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS PARA LA
PRODUCCION DE NANOFIBRAS DE CELULOSA O CELULOSA
NANOFIBRILAR

El término “nanocelulosa” se refiere generalmente a los materiales celuldsicos que
tienen al menos una dimensidn en el rango nanométrico. La nanocelulosa se puede producir
por diferentes métodos a partir de varias fuentes lignoceluldsicas. Recientemente se ha
generado un interés considerable en las nanofibras de celulosa debido a sus extraordinarias
propiedades, entre las que cabe destacar: baja expansion térmica definida como el ratio
longitud-didmetro, robustez mejorada, buenas propiedades mecanicas y Opticas, paper
making, aditivo para revestimiento (coating), envasado de alimentos (food packaging), y
propiedades barrera a distintos tipos de gases. Ademas, la incorporacién de nanorefuerzos
bio-basados en otros polimeros como las nanofibras de celulosa ha demostrado ser una
estrategia importante para la obtencién de nanocomposites con un rendimiento mecanico

mayor (Abdul Khalil et al., 2012).

5.1. CLASIFICACION DE LAS ESTRUCTURAS DE NANOCELULOSA

La nanocelulosa se puede clasificar en 3 subcategorias principales en base a sus
dimensiones, funciones, y métodos de preparaciéon, dependiendo principalmente de la fuente
celuldsica y de las condiciones de procesado. La terminologia empleada para estas estructuras
es CNC para nanocristales de celulosa (cellulose nanocrystal) y CNF para celulosa nanofibrilada
(cellulose nanofibers). Otros tipos de nanocelulosa son; de origen bacteriano (bacterial
nanocellulose, BNC) la cual es sintetizada desde glucosa por una familia de bacterias, la
Gluconoacetobacter xylinius (Klemm et al., 2011), y la nanocelulosa electrospun (electrospun
nanocellulose, ECNF), también generada al igual que la bacteriana por un proceso ascendente
bottom-up a partir de celulosa disuelta usando electrospining. En los métodos bottom-up se
comienza con una estructura nanométrica y mediante un proceso de autoensamblado se crea
una estructura mayor que la estructura con la que se comenzd. Estas dos nanocelulosas se
diferencian de las CNC y CNF en que estas ultimas se producen por la desintegracion de las
fibras de celulosa en particulas nanométricas a través de un proceso descendente top-down
(Nechyporchuk et al., 2016). Las técnicas top-down producen estructuras muy pequefias desde

materiales de mayores dimensiones.

5.1.1. NANOCRISTALES DE CELULOSA (CNC)
Los nanocristales de celulosa (CNC) fueron producidos por vez primera por Ranby en

1949. Estos tienen estructura cristalina, forma alargada y una flexibilidad muy limitada
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comparada con las CNF porque no contienen regiones amorfas. Los CNC se conocen también
como nanowhiskers, nanorods y rodlike cellulose crystals y se aislan normalmente de fibras de
celulosa a través de un proceso de hidrdlisis dcida. Comunmente, los CNC tienen un diametro
de 2-20 nm y una longitud que varia entre 100 nm y varios micrémetros (Hube et al., 2008;
George and Ramana, 2011;). Su composicién es 100% celulosa, siendo altamente cristalina y
oscilando las zonas cristalinas entre el 55 y el 88% (Moon et al.,, 2011). El grado de
cristalinidad, la diversidad dimensional y la morfologia dependen de la fuente del material

celuldsico y de las condiciones de preparacién (Habibi et al., 2010).

5.1.2. CELULOSA NANOFIBRILADA (CNF)

Celulosa nanofibrilar (nanofibrillar cellulose) y nanofibras de celulosa (cellulose
nanofiber) son términos empleados para hacer referencia a la celulosa microfibrilada que se
encuentra comercialmente disponible. Las CNF como nuevo material celulésico fue
introducido por Turbak et al. (1983a, b) y Herrick et al. (1983) quienes produjeron celulosa con
dimensiones laterales en el rango nanométrico pasando una suspensién acuosa de pasta
celuldsica de madera blanda varias veces por una homogeneizador de alta presién. Durante
dicho tratamiento, y debido a las elevadas fuerzas de cizallamiento, se produjeron redes
fuertemente entrelazadas de nanofibras, conteniendo dominios cristalinos y amorfos
(Nechyporchuk et al., 2016). Las nanofibras de celulosa son flexibles y largas (varios
micrémetros de longitud), con un didmetro aproximado de entre 5-60 nm (Klemm et al., 2011;
Abdul Khalil et al., 2014). Estan formadas por dominios amorfos y cristalinos. Las CNF se
producen generalmente por deslaminacion del material lignoceluldsico por presion mecdnica

antes y/o después de un tratamiento quimico o enzimatico (Klemm et al., 2005).

5.2. PRODUCCION DE NANOFIBRAS DE CELULOSA
Los procesos de produccion de las nanofibras de celulosa son una combinacién de
diferentes operaciones, variando los diferentes tipos de CNF obtenidas. Asi, los pasos a seguir

son (Nechyporchuk et al., 2016):

4+ Proceso de purificacién. Mediante la coccidn y el blanqueado si lo que se desea

obtener son fibras de celulosa puras, CNF; o sélo coccién si se desea producir
lignocelulosa nanofibrilar, LCNF. Este paso emplea métodos similares o iguales a los

usados en la industria papelera.
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+ Pretratamiento mecdnico o biolégico/quimico o una secuencia de ambos. Un

pretratamiento adecuado de las fibras celulésicas promueve la accesibilidad de los
grupos hidroxilo, incrementa la superficie interna, altera la cristalinidad y rompe los
enlaces de hidrégeno de la celulosa, y ademas, potencia la reactividad de las fibras
(Szczesna-Antczak et al., 2012). El pretratamiento mecanico convencional puede ser a
través de un proceso de homogeneizacién, un proceso de molienda, o un proceso de
mezclado. Entre los procesos bioldgicos/quimicos empleados se pueden citar:
hidrélisis enzimatica, carboxilacién, carboximetilacién, cuaternizacién, sulfonacién y
pretratamiento asistido con disolventes (Pdako et al., 2007; Wagberg et al., 2008; Jiang

and Hsieh, 2013; Ho et al., 2011; Liimatainen et al., 2013; Carrillo et al., 2014).

+ Tratamiento mecdnico principal que puede realizarse a través de procesos de

homogeneizacidn, molienda, refinado, extrusion, mezclado, ultrasonicacion,

cryocrushing, explosion de vapor, ball milling y/o aqueous counter collision.

4+ Finalmente, se puede llevar un tratamiento alternativo o post-tratamiento, que
consiste principalmente en una modificacion quimica superficial que le proporciona
nuevas propiedades a las CNF; mejoran la compatibilidad con matrices poliméricas en
la aplicacion en composites, conservan sus caracteristicas intrinsecas, para preparar
CNF redispersable en agua. Adicionalmente, se puede emplear la centrifugacion,
filtracion y otras técnicas como post-tratamiento para fraccionar el material celuldsico

obtenido.

En este apartado se va a desarrollar el proceso de molienda y homogeneizacion, por
ser los dos tratamientos mecdnicos empleados en el presente trabajo, asi como el
pretratamiento quimico de carboxilacion via oxidacion TEMPO por ser uno de los mas

conocidos y aplicados en el proceso de produccién de nanofibras.

5.2.1. PROCESO MECANICO DE MOLIENDA O GRINDING

La molienda de friccién ultra-fina es una técnica empleada para la produccion de
nanofibras de celulosa. Los Supermasscolloider grinders (Masuko Sangyo Co. Ltd., Japén)
(figura 5.1) son comuUnmente usados para dicho tratamiento. Durante el proceso, la
suspension de celulosa se pasa entre los discos de molienda rotativos y estaticos. La distancia
entre estos discos se puede ajustar, lo cual permite evitar el problema de obstruccion. Debido

a las fuerzas de cizalla generadas entre los discos, la pared celular se deslamina y las
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nanofibrillas se separan. Varios investigadores han trabajado en la produccion de CNF
mediante este método con dos modalidades: utilizando como materia inicial pasta celulésica
no secada nunca (lwamoto et al., 2007; Spence et al., 2011; Bulota et al., 2012; Jonoobi et al.,
2012) o celulosa secada una vez (Wang et al., 2012; Nechyporchuk et al., 2015; Nechyporchuk
et al., 2016). Uno de los pardmetros importantes que afectan a la caracterizacidn resultante de

las CNF/LCNF es el niumero de ciclos por los que se pasa a través del grinder.

Figura 5.1: Supermasscolloider grinder

Fuente: Masuko Sangyo Co. Ltd.

5.2.2. PROCESO MECANICO DE MICROFLUIDIZACION

Un microfluidizador (figura 5.2) esta constituido por una bomba de aire de alta presion
que trabaja a la presion de operacién deseada a una velocidad constante. La materia en
suspension pasa a través de unos microcanales de geometria fijada dentro de la camara de
interaccion (figura 5.3). Como resultado, el producto es acelerado a altas velocidades. La
suspension se divide en dos microcanales que al volverse a unir impactan a gran velocidad. La
energia de entrada se disipa produciéndose la ruptura celular. El resultado es un tamafio de
particula uniforme, reducido (nanométrico) y desaglomerado. Las presiones maximas que
pueden alcanzar varian entre 23.000 y 40.000 psi, dependiendo del modelo, pudiendo ser el
rango de velocidad de flujo en el primer caso entre 100-500 mL/min. Los modelos mas
actuales permiten un control de temperatura que oscila en el rango de -25°C a 75°C

(Microfluidics Inc.).
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Figura 5.2: Microfluidizador.

Fuente: Microfluidics Inc.
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Figura 5.3: Detalle de la cdmara de interaccidn de un microfluidizador.

Fuente: McClements, 2010.

5.2.3. PROCESO DE CARBOXILACION ViA OXIDACION TEMPO

La figura 5.4 muestra un esquema de la individualizacién de las nanofibras celuldsicas
vegetales por carboxilacidn superficial empleando el catalizador TEMPO. La oxidacidn mediada
por TEMPO es un método para la modificacién de la superficie de la celulosa por la que los
grupos funcionales carboxilados y aldehidos pueden ser incorporados a las celulosas nativas

sélidas bajo condiciones acuosas suaves (Cintil et al., 2014).



Capitulo I. Introduccion

Oy

' 1 .

rvhsvelnue —
F ha 1 | mrlyt
(- e

g e g g : Hemicellulose

O : LLH0H Electrostatic repulsion
= gy W 4 » (.3 e .
—7" g . g ' = '-.o" "2 59 "DNQ-
2Ypm RE N9 S
Fiber dispersion

TEMPO-mediated .
oxiaztion TEMFU

Disintegration
in water

Figura 5.4: Esquema de la individualizacién de las nanofibras celulésicas vegetales por carboxilacion
superficial empleado el catalizador TEMPO.

Fuente: Cintil et al., 2014.

Fue en 1993 cuando Davis y Flitsch, estudiaron el uso del radical 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-N-oxyl (TEMPQ) para la oxidacion selectiva de los grupos de alcohol
primarios de los monosacaridos. De Nooy et al. (1994) observaron una oxidacion selectiva de
grupos de alcohol primarios de polisacaridos a carboxilatos empleando TEMPO, hipobromuro e
hipoclorito a pH basico. Este método fue empleado por Saito et al. (2006) para oxidar la

celulosa y producir CNF.

El principio basico del tratamiento TEMPO/NaBr/NaClO (figura 5.5) es la oxidacion de
las fibras de celulosa por el ién nitrosonio ("N=0), generado in situ mediante la reaccién del
radical TEMPO con los oxidantes. Como consecuencia de esto, los grupos de alcoholes
primarios de celulosa son convertidos a aldehidos, los cuales son posteriormente oxidados a
grupos carboxilicos. Se ha encontrado que se produce una despolimerizacién de la celulosa
durante la reaccion de oxidacion, asumiéndose dos fendmenos asociados con esta
despolimerizacién de la celulosa: la B-eliminacidn debido a la presencia de los grupos aldehido
C6 bajo condiciones alcalinas, y la escision de la unidad anhidroglucosa debido a la presencia
de radicales hidroxilo formados como reacciones laterales (Isogai et al., 2011; Coseri et al.,

2013; Nechyporchuk, 2016).
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Para evitar la despolimerizacidn, Zhao et al., (1999) y Saito et al. (2009) estudiaron con
éxito el uso de TEMPO/NaClO/NaClO,. Asimismo, para evitar el amarilleado de las CNF durante
el secado en horno a 105°C debido a la presencia de algunos grupos aldehido remanentes-los
cuales también interfieren en la medida del grado de polimerizacidn-, se propuso llevar a cabo
una reaccién de reduccion empleando borohidruro de sodio para convertir los grupos aldehido
residuales en alcoholes, o una reaccién de oxidacion, usando clorito de sodio para transformar
los grupos aldehido en fracciones carboxilicas (Saito and Isogai, 2006; Mishra et al., 2012;

Shinoda et al., 2012).

F
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Figura 5.5: Esquema de la oxidacion de los grupos alcoholes primarios de la celulosa por medio de:
(a) TEMPO/NaBr/NaClO en agua a pH basico y
(b) TEMPO/NaClO/NaClO, en agua a pH neutro o ligeramente &cido.
Fuente: Nechyporchuk, 2016.

5.3. APLICACIONES DE LAS NANOFIBRAS DE CELULOSA

Las nanofibras de celulosa son una alternativa potencial a los materiales derivados del
petréleo, gracias a la cristalinidad y estructura que presentan, las cuales las hacen atractivas
para aplicaciones que requieren propiedades barrera. Asi, las nanofibras de celulosa pueden
ser empleadas como agente de refuerzo, se pueden combinar con polielectrolitos en el
procesado de fibras y se pueden usar en la fabricacién de composites. Asimismo, presentan un
gran potencial en el campo biomédico (Zhang et al., 2013). Otras aplicaciones destacables son
los excelentes geles que forman en dispersiones acuosas a bajos contenidos de sdlidos,
aerogeles resistentes, espumas, emulsiones y dispersiones estabilizantes. Muchas de estas
aplicaciones se basan en la dureza y la elevada relacion de aspecto (proporcion longitud-

anchura) de las fibrillas en los materiales CNF (Arola et. al, 2013).
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5.3.1. APLICACION DE NANOCELULOSA EN BIOMEDICINA Y COSMETICOS

La nanocelulosa pura es inocua para las personas asi como biocompatible (lolovich and
Figovsky, 2008a, b). Por tanto, se puede usar para aplicaciones tales como productos de
higiene personal, cosméticos, y biomedicina. Una de las aplicaciones mas simples de las
dispersiones de nanocelulosa es su uso para la estabilizacion de suspensiones médicas
evitando la separacion de fases y la sedimentacion de los ingredientes pesados. La celulosa
guimicamente modificada puede ser un “transportador” prometedor para la inmovilizacion de
enzimas y otros farmacos (lolovich and Figovsky, 2008a, b). Debido a su tamafio hanométrico,
el complejo transportador-farmaco puede penetrar a través de los poros de la piel y tratar las
enfermedades dérmicas. Ademas, se puede emplear como un agente suave de peeling activo
en cosméticos. La nanocelulosa bacteriana que contiene un elevado grado de hidratacién (99%
agua) es aplicable en cosméticos como, por ejemplo, mascarillas hidratantes, asi como
ingrediente de cremas hidratantes (Klemm et al., 2005; Klemm et al., 2006). Ademas, también
se puede usar en biomedicina para la preparacidn de nanoimplantes, apdsitos, pafiuelos e
hidrogeles, entre otros (Klemm et al., 2006; Brown et al., 2007; Hubbe et al., 2008; loelovich,
2008).

5.3.2. APLICACION DE NANOCELULOSA EN COMPOSITES

Los biocomposites tienen una o mas de sus fases procedentes de materiales naturales
(por ejemplo, fibras vegetales de cultivos como algoddn, lino, cafiamo, madera reciclada,
residuos agricolas, etc.). La matriz de un composite puede estar formada por un polimero
natural derivado de aceites vegetales o almidones. Sin embargo, resulta mucho mas comun
gue sean polimeros sintéticos de derivados fésiles (termoplasticos virgenes o reciclados) los

gue actien como matrices (Johansson et al., 2012).

Las nanofibras de celulosa se pueden emplear como material de relleno o refuerzo
para preparar composites con disoluciones de polimeros solubles en agua, asi como con
acrilicos para cambiar la viscosidad e incrementar las propiedades mecanicas de los
composites secos. La adicion de nanocelulosa a polimeros biodegradables es de gran
importancia, permitiendo la mejora de las propiedades mecdanicas y la aceleraciéon de la

velocidad de degradacion (loelovich, 2008).

El uso de fibras lignoceluldsicas presenta unas condiciones de trabajo y manejo mas

seguras comparadas con el uso de fibras sintéticas. Ademas las bio-fibras son no abrasivas a los
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equipos de mezclado y moldeado, lo que puede contribuir a reducciones significativas en los

costes de produccidn.

La produccién de composites 100% de base biolégica como sustitutos de los productos
sintéticos es aun un reto. Una solucion viable seria combinar pequefias cantidades de resinas
sintéticas con resinas de base bioldgica para desarrollar un producto rentable obteniendo un
mayor rendimiento y un abanico mas amplio de aplicaciones. Los agro-polimeros obtenidos a
partir de biomasa por fraccionamiento, como almidén y celulosa, son las fuentes renovables
mas conocidas disponibles para producir bioplasticos (Belgacem and Gandini, 2011; Vazquez et
al., 2011). Normalmente, los llamados biocomposites verdes (green biocomposites) se
producen integrando fibras naturales en polimeros de base bioldgica como celulosa,
polilactida, almiddn, polihidroxialcanoatos (PHAs), y plasticos basados en soja (Mohanty et al.,
2002). Los biocomposites basados en fibras de celulosa regenerada, fibras puras de celulosa,
fibras de pastas celulésicas o MFC (celulosa microfibrilada) incorporados en matrices

poliméricas como PVOH o PLA han sido descritos por Cheng et al. (2007).

Aunque el uso de fibras naturales para reforzar plasticos presenta muchas ventajas, las
propiedades de los composites no siempre cumplen los requerimientos del material para las
aplicaciones deseadas. Uno de los principales motivos es la débil adhesién entre las fibras
hidrofilicas y los materiales de la matriz hidrofdbica. La solucion mas comun a este problema
es el uso de anhidrido maleico como compatibilizador, para mejorar la adhesion entre las

fibras y la matriz polimérica.

Existen estudios sobre el empleo de la lignina como agente de acoplamiento en
composites de fibras naturales. La lignina puede actuar como compatibilizador entre las fibras
hidrofilicas y el polimero de la matriz hidrofébica, reforzando, por tanto, la interfaz matriz-fibra

(Johansson et al., 2012).

Las dreas de investigacion en composites de nanofibras de celulosa incluyen
aplicaciones en envasado de alimentos, industria de automocién, materiales de construccidn,
fabricacion de muebles, films transparentes para dispositivos, nanopapeles y membranas de
filtracién (figura 5.6). La produccién de tales nanocomposites incluye métodos simples entre
los que se encuentran: casting de dispersiones acuosas de CNF usando materiales solubles en
matrices acuosas; films hechos por casting de dispersiones CNF mezclados con dispersiones

poliméricas de latex; modificacion de la superficie de las CNF seguido por una mezcla en un
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disolvente con la matriz polimérica para formar films por casting; dispersién de las CNF secas

en la matriz hidrofdbica, etc. (Zhang et al., 2013).

Nanocomposites Gas Barrier Film
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Figura 5.6: Aplicaciones de las nanofibras de celulosa. Debido a su morfologia y propiedades fisicas caracteristicas,
las nanofibras de celulosa son un material prometedor para su uso en una amplia variedad de campos: material
para filtros, material de embalaje con alta barrera al gas, dispositivos electrénicos, alimentos, medicinas,
cosméticos, etc.

Fuente: Nippon Paper Group.

5.3.3. APLICACION DE NANOCELULOSA EN EMBALAJE BASADO EN PAPEL

El embalaje (packaging) es una parte sustancial de nuestra vida diaria mostrando el
consumo de materiales para embalar un incremento continuo en el tiempo. La industria
europea de envase y embalaje tiene un valor de mercado de unos 80 mil millones de euros y
cuenta con aproximadamente el 40% del mercado global del packaging. La tendencia futura
sera hacia mercados crecientes a escala global. Los productos manufacturados a partir de
materiales renovables actualmente sdélo representan el 2% del mercado, excluyendo el
packaging tradicional basado en fibras (por ejemplo, papel). El desarrollo de materiales
renovables de altas prestaciones es un factor importante para el crecimiento sostenible de la
industria del packaging. Asi, en la uUltima década se han llevado a cabo en Europa diversos
proyectos nacionales e internacionales enfocados en el potencial de los bio-materiales para
reemplazar los materiales de embalaje derivados del petrdleo (Food Biopack Project,

SustainPack, SustainComp, SUNPAP, FlexPakRenew y RenewFuncBarr).
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Como se ha comentado anteriormente, un campo emergente son los nanofillers
renovables de celulosa. Los fillers, en este contexto, se refieren a una variedad de estructuras
nanométricas cuya funcion no consiste sélo en rellenar una matriz sino también en
proporcionar una mejora en las propiedades, como por ejemplo, la fuerza. Los films
preparados a partir de nanocelulosa, frecuentemente denominados como nanopapers o
nanopapeles, pueden llegar a tener sorprendentes propiedades mecanicas asi como otras
caracteristicas utiles (Gongalves et al., 2008; Sehaqui et al., 2010; Olsson et al., 2010). En el
estudio llevado a cabo por Henriksson et al., (2008) cabe destacar el potencial de los
nanopapeles, entre otras caracteristicas, por su comportamiento mecanico excepcional. La
habilidad de los nanopapeles de celulosa para mantener su integridad a elevados esfuerzos o
tensiones queda reflejado en el estudio llevado a cabo por Svagan et al. (2007). Ademas,
estudios recientes han mostrado la posibilidad de incrementar la resistencia del papel a la
rotura afiadiendo celulosa nanofibrilada a las estructura del mismo. Henriksson et al. (2008)
trabajaron en la formacién de nanopapeles muy densos, 1-1,2 g/cm®, que resultaron tener
excelentes propiedades mecanicas, obteniendo un mddulo de Young de 10-14 GPa y una
resistencia a la traccién de 130-214 MPa. Estas caracteristicas son entre 2 y 5 veces mas altas
que aquellas obtenidas para papel comun formado por un proceso convencional (Cintil et al.,

2014).

La celulosa es el componente basico del papel, pudiendo resultar extrafio emplearlo
como revestimiento (coating) sobre si mismo. Sin embargo, en los ultimos tiempos se han
producido diversos materiales basados en celulosa (hidroxipropil celulosa y ésteres de celulosa
de cadena larga) o derivados de celulosa (nanowhiskers o celulosa nanofibrilada) que pueden
ser empleados como coating sobre papel para, de este modo, mejorar sus propiedades. De
entre los diferentes materiales, la celulosa nanofibrilada, ha mostrado propiedades barrera
muy interesantes usandose en estudios diferentes relacionados con el paper coating. En
particular, se demostrd que la CNF carboximetilada puede conducir a propiedades barrera muy
elevadas, siempre y cuando cubra la superficie del papel completamente. Asi mismo, se ha
demostrado que el papel recubierto con unos pocos gramos de CNF por metro cuadrado
muestra un descenso de hasta seis 6rdenes de magnitud en la permeabilidad de aire y también
una resistencia incrementada a la grasa (Hult et al., 2010). La carboximetilacidon parece jugar
un papel importante en la definicion de las propiedades barrera de CNF, dado que la celulosa
nanofibrilar obtenida sin dicho tratamiento da coatings discontinuos aun aplicando elevados
gramajes de coating. Asi, el papel obtenido mostré un descenso en la permeabilidad al aire de

menos de dos érdenes de magnitud y los valores de transmision de oxigeno estuvieron por
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encima de los medidos para films de CNF puro (Aulin et al., 2010; Syverud and Stenius, 2009).
Sin embargo, no sélo el gramaje del coating sino también las interacciones entre las capas de
coating y la base de papel determinan las propiedades barreras finales (Johansson et al.,

2012).

5.4. REOLOGIA

Entendiendo como fluido aquella sustancia que no puede soportar un esfuerzo sin
ponerse en movimiento, se puede decir que la Reologia es “la ciencia del flujo y la
deformacién”, es decir, la rama de la fisica que estudia el comportamiento de los fluidos
sometidos a diferentes tipos de esfuerzos. El campo de la Reologia se extiende desde la

mecanica de los fluidos Newtonianos por una parte, hasta la elasticidad de Hooke por otra.

Para tales estudios se usan aparatos llamados redmetros, que permiten cuantificar los
parametros inherentes al proceso, para asi obtener, mediante graficas adecuadas, la relacién

entre el esfuerzo y el cizallamiento (figura 5.7).

Figura 5.7: Redmetro AR 2000

Fuente: TA Instruments

La fuerza F requerida para mover el plato superior se relaciona con el area en contacto
con la sustancia y para llegar a una medida especifica es necesario dividir la fuerza total
necesaria para el movimiento por el drea en contacto con la sustancia. A esta relacién se le
denomina Esfuerzo de Corte t (el movimiento entre planos es siempre referido como “corte” o

“cizalla”, en inglés “shear”). Las unidades en el Sistema Internacional serian Pascales (Pa).
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El cizallamiento ejercido sobre el material es relacionado con la velocidad relativa de
movimiento y la distancia entre platos. A una velocidad, v, dada, mayor esfuerzo se requiere
en una unidad de material cuando los platos estdn mas cercanos. La medida especifica de este
trabajo por unidad de material es llamada velocidad o tasa de deformacién o corte, y es

definida como la velocidad relativa dividida por la distancia entre platos.

Las caracteristicas reoldgicas de un fluido son uno de los criterios esenciales en el
desarrollo de productos en el ambito industrial. Frecuentemente, éstas determinan las
propiedades funcionales de algunas sustancias e intervienen durante el control de calidad, los
tratamientos (comportamiento mecanico), el disefio de operaciones basicas como bombeo,

mezclado y envasado, almacenamiento y estabilidad fisica, etc.

En el campo de la celulosa, las investigaciones se han enfocado en las propiedades
reoldgicas de diferentes tipos de suspensiones de celulosa procedente de varias fuentes
(celulosa bacteriana, celulosa de algas, algoddn, pasta maderera, etc.) como whiskers de
celulosa (Orts et al., 1998; Ebeling et al., 1999; Bercea and Navard, 2000; Azizi et al., 2005),
hidrogeles (Tatsumi et al., 1999, 2002; Rudraraju and Wyandt, 2005; Myhranyan et al., 2007;
Tatsumi, 2007;), y suspensiones de celulosa microfibrilada (Dinand et al., 1996, 1999; Tatsumi
et al., 1999, 2002; Lowys et al., 2001; Togrul and Arslan, 2003; Paakko et al., 2007; Tatsumi,
2007; Wagberg et al., 2008). En muchos casos, las suspensiones de celulosa se han empleado
directamente tras la preparacion (Dinand et al., 1996; Dinand et al., 1997; Dinand et al., 1999;
Tatsumi et al., 1999; Tatsumi et al., 2002; Tatsumi, 2007; Wagberg et al., 2008), ya que éstas
son dificiles de conservar. Desafortunadamente, tras el secado se produce un aumento en el
grado de entrecruzamiento de las microfibrillas debido a enlaces de hidrégeno adicionales que
no se pueden romper durante el rehumedecimiento (Minor, 1994; Weise, 1998). Ademas, las
propiedades de hinchamiento iniciales no se reestablecen tras el rehumedecimiento de las
fibras. Lo que se conoce como hornificacién (Jayme, 1942). Por tanto, la redispersion de la
celulosa microfibrilada en agua, una vez secas, no permite la recuperacién de las propiedades
reoldgicas de la suspension inicial (Lowys et al., 2001). En particular, el método de liofilizacion
es el mas usado para la conservacion de las micro/nanofibras y conlleva una pérdida
importante de las propiedades reoldgicas (Lowys, 1999). Para prevenir o revertir este
fendmeno se han afiadido aditivos poliméricos solubles en agua a las suspensiones de celulosa
antes de liofilazarlas. Entre estos aditivos se pueden destacar las hemicelulosas,
carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilato de sodio o derivado de poliacrilamida catidnica

(Centola and Borruso, 1967; Lowys et al., 2001; Rebuzzi and Evtuguin, 2006; Kdhnke and
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Gatenholm, 2007). El mayor inconveniente de este procedimiento es lo caro que resulta para
llevarlo a la practica. Encontrar un proceso de conservacion facilmente aplicable a escala
industrial y que afecte poco a las propiedades reoldgicas de las suspensiones de celulosa es

aun un reto (Agoda-Tandjawa et al., 2010).

5.4.1. CLASIFICACION DE LOS FLUIDOS

‘ Pseudoplasticos
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Figura 5.8: Esquema de la clasificacion de los fluidos

5.4.1.1.Fluidos Newtonianos

Se caracterizan por cumplir la Ley de Newton, que establece que existe una relacién
lineal entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacidn. La viscosidad de un fluido
Newtoniano no depende del tiempo de aplicacién del esfuerzo, aunque si puede depender

tanto de la temperatura como de la presién a la que se encuentre.

5.4.1.2.Fluidos No Newtonianos
Son aquéllos en los que la relaciéon entre el esfuerzo cortante y la velocidad de

deformacién no es lineal.

Cuando los fluidos no-Newtonianos se someten a velocidades de corte por encima de

10 seg™ se dan varios fendmenos que pueden ser clasificados en 4 categorias:

123) Caracteristicas de flujo de fase liquida o dispersante.

23) Efectos de fase suspendida o dispersada.

33) Interacciones particula-particula.

42) Efectos poliméricos cuando las sustancias macromoleculares se solubilizan en la fase

liquida dispersante.
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El origen de los fendmenos de flujo no-Newtonianos es atribuido a varios tipos de
particulas liquidas y sélidas suspendidas en la fase liquida, y/o macromoléculas poliméricas
solubilizadas en ella. El efecto principal es que, en el flujo, la transferencia de energia cinética a
través de la masa del fluido cambia porque las particulas se trasladan y rotan bajo la influencia
del flujo superimpuesto, ademds de por el movimiento del fluido. Como resultado, los

esfuerzos de cizalla puede aumentar o disminuir dependiendo de:

4+ Las interacciones de fase dispersante y dispersa.

4+ Interacciones particula-particula, las cuales determinan el grado de agregacién de
particulas.

4+ Las interacciones mecdanicas de las particulas dispersadas debidas a los efectos

hidrodinamicos.

Las propiedades reoldgicas del fluido dependen de una energia potencial neta
manifestada por la superposicidon de fuerzas secundarias (por ejemplo, electrostaticas, Van der
Waals y solvatacién) y efectos mecdnicos debido a los fendmenos hidrodindmicos. Asi, el
equilibrio entre la asociacion y disociacién de las particulas que forman esta estructura
controla la Reologia cuando se somete el fluido a cizallamiento. Cuando las particulas son

también asimétricas, la orientacidn juega un papel adicional.

La Reologia de las suspensiones con baja concentracién de sdlidos viene dictada
principalmente por las interacciones interfaciales liquido-particulas. Con el aumento del
contenido en sdlidos, sin embargo, la distancia media entre particulas disminuye y las
interacciones particula-particula y los efectos hidrodinamicos influyen en el flujo. Las particulas
se encuentran normalmente rodeadas por una capa de liquido inmovilizada (capa de
solvatacion), la cual es arrastrada a lo largo de la trayectoria de las particulas en el flujo. El
espesor de esta capa depende del potencial electrocinético de la superficie de la particula, de
la fuerza idnica, de la adsorcién del polimero, y de las interacciones idnicas entre las particulas
y la fase continua. Por tanto, cualquier relacidn funcional entre la resistencia de la masa a fluir
y la concentracion volumétrica depende de la cercania de las particulas empaquetadas juntas

sometidas a cizallamiento.

Los efectos hidrodinamicos, los cuales controlan la frecuencia de colision de las
particulas, juegan un papel adicional en la determinacidén del empaquetamiento maximo bajo

cizallamiento. A medida que la concentracidon volumétrica se incrementa, también lo hace la
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viscosidad del fluido, y estos efectos tienen un mayor impacto en las reestructuraciones

caracteristicas del flujo.

Otro pardmetro critico es el estado de floculacidn y agregacién de las particulas. La
asociaciéon de las particulas debido a las interacciones particula-particula induce la formacion
de una red estructural interna en suspension generando un entramado tridimensional. Antes
del cizallamiento inicial, el estado de la dispersidon y su habilidad para comenzar a fluir
dependen de la energia potencial barrera que mantienen las particulas separadas, la cual es
determinada por las fuerzas secundarias. A bajas velocidades de cizallamiento, la estructura de
la suspensidn resiste la deformacion vy, a veces, el flujo no comienza hasta que la destrucciéon
de la estructura interna se completa. A velocidades mas altas, se produce la ruptura de la
estructura interna. El cizallamiento compite con la formaciéon de estructuras debido al
aumento de la frecuencia de las colisiones entre particulas. Efectos electroviscosos
provenientes de interacciones de doble capa, cambios en la fuerza idnica de la suspension, y la

presencia de poliectrolitos poliméricos juegan un papel adicional en la Reologia.

Es importante sefialar que el histdrico de cizallamiento afecta al comportamiento
reoldgico debido a la habilidad de muchos fluidos de “recordar” tratamientos previos. Las
suspensiones deformadas por primera vez tienen propiedades reoldgicas diferentes de
aquellas que se dan tras el cese del flujo. El tiempo de recuperacidon de los fluidos no-
Newtonianos depende de la orientacion de las particulas y de los efectos de colision durante la

reconstruccion de la estructura.

Las sustancias poliméricas solubilizadas en dispersiones, como los polimeros naturales
o sintéticos, también tienen un profundo efecto en la Reologia. Esto sucede debido a que las
macromoléculas solubilizadas crean una estructura en la suspension como un gel (gel-like
network, en inglés), que es mas fuerte que la estructura inducida por las interacciones
particula-particula, que atrapa una gran cantidad de fase liquida. A medida que la velocidad de
cizallamiento aumenta, el gel es destruido liberando el agua atrapada, por lo que la viscosidad
disminuye. Una vez destruido, el gel puede reformarse cuando el flujo cesa (Triantafillopoulos,

1988).
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Los fluidos No-Newtonianos se clasifican en:

5.4.1.2.1. Independientes del tiempo
Estos fluidos se pueden clasificar dependiendo de si presentan o no esfuerzo umbral,
es decir, si necesitan un minimo valor de esfuerzo cortante para que el fluido se ponga en

movimiento.

a) Fluidos sin esfuerzo umbral

a.1) Pseudoplasticos (Shear-Thinning): Se caracterizan por una disminucion de su

viscosidad y de su esfuerzo cortante con la velocidad de deformacion. Los grumos y
agregados de las particulas originalmente presentes en la suspensidon son destruidos
por la cizalla. Los mecanismos especificos para este tipo de comportamiento reoldgico
son:
+ Fractura de la estructura debido a los efectos hidrodinamicos donde la
velocidad de disociacién es mayor que la velocidad de su asociacién.
+ Orientacion favorable de macromoléculas o particulas asimétricas dispersadas
en el flujo.
4+ Disminucién o eliminacién de la capa de solvatacién que rodea a las particulas

debido a los efectos hidrodinamicos.

El grado de pseudoplasticidad depende del estado estructural de la dispersion

previa al cizallamiento y de la composicion de la fase dispersante.

a.2) Dilatantes (Shear-Thickening): Los fluidos dilatantes son suspensiones en la que se

produce un aumento de la viscosidad con la velocidad de deformacién, es decir, un
aumento del esfuerzo cortante con dicha velocidad. Este comportamiento se puede
atribuir a:
4+ Un incremento localizado en la concentracién de particulas, como floculacién
o agregacion inducido por el cizallamiento
4+ Velocidades crecientes de alineamiento de particulas debido a un gradiente de
velocidad del fluido que compite con desalineacién debido al movimiento

Browniano.

La reologia dilatante depende de la particula y la forma, asi como de la
estabilidad coloidal. Asi, los sistemas poco estabilizados desarrollan dilatancia a

velocidades relativamente menores.
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b) Fluidos con esfuerzo umbral o viscoplasticos: Este tipo de fluido se comporta como un
sélido hasta que sobrepasa un esfuerzo cortante minimo (esfuerzo umbral) y a partir

de dicho valor se comporta como un liquido.

La razoén por la que se comportan asi los fluidos plasticos es la gran interaccion
existente entre las particulas suspendidas en su interior, formando una capa llamada
solvatacion. Estan formados por dos fases, con una fase dispersa formada por sdélidos y

burbujas distribuidos en una fase continua.

En estos fluidos las fuerzas de Van der Waals y los puentes de hidrégeno
producen una atraccidn mutua entre particulas. También aparecen fuerzas de
repulsién debidas a potenciales de la misma polaridad. En este tipo de fluidos se
forman coloides cuyas fuerzas repulsivas tienden a formar estructuras de tipo gel. Si
las particulas son muy pequefias poseen entonces una gran superficie especifica,
rodeados de una capa de adsorcidon formada por moléculas de fase continua. Gracias a
esta capa, las particulas inmovilizan gran cantidad de fase continua hasta que no se

aplica sobre ellas un esfuerzo cortante determinado.

5.4.1.2.2. Dependientes del tiempo

Se clasifican en dos tipos: tixotrépicos y reopécticos.

a) Tixotroépicos: En los que su viscosidad disminuye al aumentar el tiempo de aplicacion
del esfuerzo cortante, recuperando su estado inicial después de un reposo prolongado.
Se caracterizan por un cambio en su estructura interna al aplicar un esfuerzo. La
tixotropia ocurre debido a la existencia de fuerzas interparticula que producen
estructuras tridimensionales en el seno del fluido. Estas estructuras, llamadas floculos
o agregados, son relativamente débiles y tienden a desagregarse cuando se somete el
fluido a un campo de deformacién. La viscosidad va disminuyendo al aplicar una cizalla
y acto seguido vuelve a aumentar al cesar dicho esfuerzo de corte debido a la
reconstruccidon de sus estructuras y al retraso que se produce para adaptarse al

cambio.



Capitulo I. Introduccidn

Aumento de esfuerzo o
tiempo de cizallamiento

OO O

Ty
p—
O

C..

iy
(_{L% O
— h, —
'8 ) B!
(@ NG @

reduccion de viscosidad

~
L

R

Ty

Figura 5.9: Modelo idealizado de los sistemas dispersos floculados en reposo y al ser sometidos a cizallamiento.

Fuente: Rojas et al., 2012.

En la figura 5.9 se muestra un modelo idealizado de un sistema disperso que
ha floculado, y su desagregacién a medida que el sistema es sometido a un esfuerzo o

campo de deformacion.

La figura 5.10 representa la respuesta macroscépica del sistema, o curva de
flujo. En el reposo, o a muy bajas tasas de corte, no hay energia suficiente para superar
las fuerzas antes mencionadas y se produce, a lo sumo, una deformacién eldstica del
fluido, la cual es casi reversible si el esfuerzo se mantiene por debajo de 1, Sin
embargo, una vez que se ha superado este valor umbral, se inicia la desagregacién de
particulas (o rompimiento de los enlaces), momento en el cual puede aparecer un
maximo en la curva de flujo (o esfuerzo eldstico). En el limite de altas tasas de corte,
una vez que ha ocurrido la desagregacién de las particulas, el fluido puede alcanzar un

comportamiento viscoso simple, o comportamiento Newtoniano (Rojas et al., 2012).

Respuesta
elastica Flujo viscoso
Destruccion de

agregados
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Figura 5.10: Modelo idealizado de los sistemas dispersos floculados. Respuesta macroscdpica.

Fuente: Rojas et al., 2012.
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En la figura 5.11 se muestran curvas de flujo tipicas para un fluido tixotrépico
cuando este ha sido sometido a ciclos sucesivos de cizallamiento. A medida que
progresan los ciclos de cizallamiento, la resistencia a fluir cambia, produciendo lazos de
histéresis. Si la resistencia a fluir disminuye a medida que evoluciona la deformacion,
se dice que el material presenta una tixotropia positiva. Si ocurre el comportamiento

opuesto, se dice que el comportamiento es tixotrépico negativo.

T Primer
Ciclo

Segundo
Ciclo

Y

Figura 5.11: Comportamiento de flujo de fluidos tixotrépicos sometidos a varios ciclos de cizallamiento.

Fuente: Rojas et al., 2012

b) Reopécticos: Se caracterizan por tener un comportamiento contrario a los
tixotrdpicos, es decir, su viscosidad aumenta con el tiempo de aplicacidn del esfuerzo
de corte y con la velocidad de deformacidn aplicada y vuelven a su estado anterior tras
un tiempo de reposo. Esto se debe a que si se aplica una fuerza, se produce una
formacion de enlaces intermoleculares conllevando un aumento de la viscosidad,
mientras que si cesa ésta, se produce una destruccion de los enlaces dando lugar a una

disminucién de la viscosidad.

5.4.1.3.Viscoelasticos

Son los formados por la suma de un componente elastico (Hookeano o no) que
absorbe la energia aplicada, transformandola durante la deformacién en energia potencial, de
forma que cuando esta cesa, la deformacién vuelve a su estado inicial, y un componente
viscoso (Newtoniano o no), que absorbe la energia aplicada transformandola en calor y
fluyendo. El término viscoelasticidad engloba el comportamiento de muchos fluidos que

pueden exhibir elasticidad y flujo cuando son sometidos a cizallamiento. Esto se traduce en el
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comportamiento siguiente: a bajas deformaciones, el fluido viscoeldstico se comporta
literalmente como un sdlido elastico. A altas deformaciones, estos fluyen de forma viscosa; es

decir, como liquidos.

5.4.2. TEORIA DE LOS EXPERIMENTOS OSCILATORIOS
Un experimento oscilatorio consiste en someter un fluido a un esfuerzo o deformacion

sinusoidal. Esta deformacion puede expresarse en forma matematica como:

Y = Yo sin(wt) (1)

Donde ¥, es la amplitud de la onda de deformacidn y w es la frecuencia de oscilacién.

El esfuerzo resultante a la deformacion es:
T =1, sin(wt + §) (2)

Donde & es el angulo de fase. Las ecuaciones para y y T, en estos casos, se han
representado en la figura 5.12. El angulo de fase § es cero para los sélidos elasticos y 90° para

los liquidos Newtonianos. Un fluido viscoelastico exhibe un angulo de fase de entre cero y 90°.

Y,T

Figura 5.12: Deformacién oscilatoria y respuesta del esfuerzo, mostrando el angulo de fase entre estimulo y
respuesta.

Fuente: Rojas et al., 2012.
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El esfuerzo puede descomponerse en dos componentes, un componente en fase y un

componente fuera de fase. Puede definirse entonces un modulo de elasticidad complejo:
G*=G+iG” (3)

La sefal en fase, G’, se denomina mddulo de almacenamiento (eldstico), o energia

almacenada por ciclo y se calcula como:
,_To
G = —cosé (4)
14

La sefial fuera de fase, G*, o mddulo de pérdidas (o médulo viscoso), o energia

disipada por ciclo, se expresa como:
G~ =—sind (5)

En la figura 5.13 se observa la respuesta de un material real sometido a un ensayo

oscilatorio. En ella se distinguen cinco zonas diferentes:

4+ Zona |: Zona de flujo o terminal donde G predomina, lo cual indica un

comportamiento viscoso, es decir, el material fluye.

+ Zona lI: Es la zona de transicién al flujo. A partir de frecuencias elevadas, cuando aun
G'>G"’, se encuentra el punto de interseccion entre los mddulos que marca el

comienzo del comportamiento viscoso.

4+ Zona lll: Zona gomosa, indica la meseta exhibida por G’, que puede considerarse
esencialmente constante en ese rango de frecuencia. El comportamiento eldstico
predomina y el material se comporta como un sdlido. En algunos casos, cuando la
pendiente segln la cual disminuye G** es suficientemente pequeiia, es posible

considerar que esta zona se aproxima a un comportamiento viscoelastico lineal.

+ Zona IV: Zona de transicidn vitrea. G comienza a aumentar rapidamente y se produce
otro corte entre los mddulos, lo cual representa un segundo tiempo caracteristico del

material.

+ Zona V: Corresponde a la region cristalina donde G predomina.
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v
G’
[Pa] ;{'

G’

(3"

Frecuencia o s

Figura 5.13: Respuesta de un material real sometido a un ensayo oscilatorio.

Fuente: Rojas et al., 2012.
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1. MATERIALES
1.1. MATERIA PRIMA

En la presente Tesis Doctoral la materia prima sobre la que se ha centrado la atencion
ha sido la paja de cebada (Hordeum vulgare), siendo otras materias primas estudiadas en

menor profundidad (maiz (Zea mays), colza (Brassica napus) y avena (Avena sativa)).

La paja de maiz y colza fue proporcionada por una empresa local situada en Ecija
(Sevilla, Espafia). Por ultimo, la paja de cebada y avena fue amablemente cedida por

agricultores de Alcald La Real (Jaén, Espafia) y Sevilla, respectivamente.

Tras la recoleccion de las balas de los diferentes materiales lignoceluldsicos, estos se
esparcieron para permitir su completo secado y posteriormente se almacenaron en bolsas

opacas para conseguir la homogeneidad de la materia prima de los diferentes lotes (figura 1).

Figura 1: Imagenes del proceso de recogida y almacenado de paja.
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1.2. EQUIPAMIENTO PARA EL ACONDICIONAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA
Para una correcta caracterizaciéon quimica de la materia prima es necesario triturar

previamente la misma empleando un molino.

1.2.1. Molino de materia prima
Se utiliza un molino convencional que consigue tamanos de particula menor de 8 mm

(figura 2).

Figura 2: Molino de materia prima Retsch 2000.

1.3. CARACTERIZACION QUIMICA DE LA MATERIA PRIMA
La composicidon quimica de la materia prima empleada ha sido determinada siguiendo

los siguientes estandares de la Technical Association of Pulp and Paper Industry (TAPPI).

1.3.1. DETERMINACION DE LA HUMEDAD: TAPPI T257 cm-02 (2002)

Se coloca una cantidad conocida del material lignoceluldsico (MLC), entre 1-2 g, en un
recipiente de peso conocido (previamente secado en la estufa hasta peso constante) y se mete
en la estufa a 105°C hasta alcanzar un peso constante, aproximadamente a las 24 h. A
continuaciéon se enfria en un desecador que contiene gel de silice y finalmente se pesa. El
porcentaje de humedad, en gramos de agua por cada gramo de MLC humedo, se calcula

usando la siguiente ecuacidn (ec.1):

PRMH—-PRMS

= (1)
PRMH—-PRS

donde:

=

PRMH es el peso en gramos del recipiente seco con la muestra himeda inicial.

=

PRS es el peso en gramos del recipiente seco.

#+ PRMS es el peso en gramos del recipiente con la muestra seca.
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1.3.2. EXTRAIBLES CON ETANOL/CONTENIDO EN EXTRACTOS (CE): VARIANTE DE
TAPPI T204 cm-97 (1997)

Se pesan entre 5-20 gramos de MLC y se introducen en el Soxhlet. Posteriormente, en
el baldn de extraccidon (de peso conocido) se introducen aproximadamente 100 mL de etanol al
96%. A continuacidn, se realiza la extraccién a reflujo durante 6-12 h. Transcurrido dicho
tiempo, se retira el disolvente y se deja el extracto hasta que se tenga un pequefio volumen en
el baldn de extraccién, dejandolo un tiempo a temperatura ambiente para su evaporacion, e
introduciéndolo en una estufa a 105°C durante 24 h para acabar de secar el extracto.
Finalmente se enfria en un desecador que contiene gel de silice y se pesa. El CE, en gramos de
extractos/100 gramos de MLC, en base seca, se calcula empleando la siguiente ecuacion (ec.2):

_ PRMS—PRS

CE= PMH*(1—H)

* 100 (2)

donde:

#* PRMS es el peso en gramos del baldn conteniendo el residuo seco de los extractos
(tras extraccidn, evaporacidn en rotavapor y secado en estufa).

#+ PRS es el peso en gramos del baldn seco.

#

PMH es el peso en gramos de la muestra humeda inicial.

% H esla humedad de la muestra.

1.3.3. SOLUBILIDAD EN SOSA AL 1%: TAPPI T212 om-98 (1998)

El porcentaje de solubilidad en sosa al 1% de la muestra es inversamente proporcional
al rendimiento en un proceso de pasteado. En un vaso de precipitado se pesan
aproximadamente 2 g de muestra afiadiendo 100 mL de sosa al 1%; se tapa con un vidrio de
reloj y se calienta en bafio maria durante 1 hora, con agitacién esporadica. Se filtra en una
placa del nimero 1 6 2, lavando con 50 mL de acido acético 2 N y con agua caliente. Después

se seca en estufa a 105°C y se pesa. El resultado es expresado en % sobre base seca.

1.3.4. SOLUBILIDAD EN AGUA CALIENTE: TAPPI T207 cm-99 (1999)

Para determinar la solubilidad en agua caliente se pesan 2 g aproximadamente de
muestra en un vaso de precipitados afadiendo 100 mL de agua. En bafio maria de glicerina se
calienta a 100°C durante 3 horas, tapando con vidrio de reloj y agitando esporddicamente. Se
filtra con placa del nUmero 2 tarada y se lava con agua caliente, secandose en estufa a 105°C

durante 24 hy se pesa. El resultado se expresa en % sobre base seca.
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1.3.5. HOLOCELULOSA: T9M-54 (1998)/WISE et al. (1946)
Se basa en que el didxido de cloro que se desprende en los sucesivos tratamientos con

clorito sédico, ataca y disuelve la lignina, permaneciendo inalterables los hidratos de carbono.

Se llevan aproximadamente 5 g de muestra a un Erlenmeyer, afnadiendo 160 mL de
agua. Una vez calentado en bafio maria a 75-80°C se anaden 1,5 g de clorito sédico y 10 gotas
de acético glacial concentrado. Se agita periédicamente y cada hora se afade otra dosis de
clorito y acético, hasta 3 tratamientos. Se continua si no se blanquea. Después se enfria y filtra
en una placa del niumero 2, previamente tarada, se afiade un poco de acetona y se lava con
agua fria. Se seca en estufa a 105°C durante 24 h y se pesa. Los resultados se expresan en %

sobre base secay sin extraer. Siempre se ha de adicionar el acético antes que el clorito.

1.3.6. a-CELULOSA: TAPPI T203 cm-99 (1999)
En un vaso de precipitado se afiaden aproximadamente 3 g de muestra, calentando al

bafio maria a 20°C. Se miden 75 mL de sosa al 17,5%, que se afiaden de la siguiente forma:

%+ 15 mLy agitar durante 1 minuto.
+ 10 mLy agitar durante 45 segundos.

+ 10 mLy agitar durante 15 segundos.

Se deja reposar durante 1 minuto, y se continla de la siguiente manera:

10 mL y agitar durante 2,5 minutos.
A los 2,5 minutos afadir 10 mL.

A los 2,5 minutos afadir 10 mL.

- + + ¥

A los 2,5 minutos afadir 10 mL y agitar 2,5 minutos.

Después se cubre con un vidrio de reloj y se deja reposar 30 minutos. Se afiaden 100
mL de agua y se agita rapida y vigorosamente. Se deja reposar durante 30 minutos y se filtra
en placa del nimero 2 sobre un kitasato limpio; se lava el vaso con 25 mL de sosa al 8,3% y se
filtra, durante 5 minutos. Después de lavar 5 veces con porciones de 50 mL agua, nuevamente
se lava con 400 mL de agua sobre otro kitasato. Sin vacio, se llena la placa con 4cido acético 2N
y se deja 5 minutos, antes de aspirar. Se lava con agua hasta que no dé reaccidn acida.
Finalmente se seca, enfria y pesa. El resultado se expresa en % sobre materia seca, previa
deduccidon de las cantidades de lignina y cenizas. Durante todo el procedimiento debe

mantenerse la disolucién de sosa, el agua destilada y el acido acético a 20°C.
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1.3.7. CENIZAS: TAPPI T211 om-12 (2012)

En un crisol se pesan 2 g aproximadamente de muestra y se llevan a una mufla a
575+25°C durante 3 horas, hasta pesada constante. La expresidn empleada es la siguiente (ec.
3):

A 100

Cenizas, % = —5 (3)

—donde:

+ Aesel peso de las cenizas, en g.

+ B es el peso de la muestra inicial, g en base seca.

1.3.8. HIDROLISIS ACIDA CUANTITATIVA (HAC): TAPPI T249 cm-09

El material libre de extractos se somete a HAC. Esta se realizada en dos etapas: una
primera, en la que en un tubo de ensayo se pesan 0,5 g de muestra y se le afiaden 5 mL de
H,S0, al 72%, manteniéndolo durante 1h en un bafio a 30°C con agitacién periddica. En esta
primera etapa se rompen los polisacaridos a oligdmeros. En la segunda etapa, el contenido de
la primera se vierte en un frasco diluyendo con agua destilada hasta alcanzar una
concentracién de acido del 4%, sometiéndolo durante 1 h a 2 atm de presidén en autoclave. En
esta segunda etapa los oligdmeros se transforman en mondmeros. Finalmente, se filtra todo el
contenido del frasco a través de un crisol Gooch (tamafio de poro n23) de peso conocido. La
fraccion sélida que queda retenida en el crisol es la Lignina Klason (LK), mientras que el liquido
filtrado se analiza en HPLC segln lo descrito en el apartado de caracterizacién quimica de la
materia prima (contenido en hidratos de carbono por HAC) para la determinacion de la
concentracion en azucares (glucosa, xilosa y arabinosa), acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF). Asi, mediante la determinacién de la concentraciéon de estos
mondmeros puede calcularse el contenido en polisacaridos de la muestra inicial. Partiendo de
los datos de concentraciones se puede calcular el contenido en los polimeros que se
hidrolizaron para dar lugar a los mondémeros medidos de la muestra analizada. El contenido en
polimeros (CPs), en gramos de polimeros/100 gramos MLC en base seca, se puede calcular
mediante la férmula (ec.4):

P+PMH+H

CPy=F « Cpe+ 2]
o
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donde:

4+ F es un factor que corrige la degradacidon de azucares.

4+ Cg es un factor de correccidn estequiométrico (para tener en cuenta el aumento de
peso molecular durante la hidrdlisis).

4+ [A] es la concentracidn del mondmero en g/L.

# p es la densidad de la disolucién analizada en g/L, dado que las muestras suelen
diluirse en agua para su analisis en HPLC, el valor de p es aproximadamente 1000 g/L

4+ P es el peso en gramos afiadido corregido para tener en cuenta las pérdidas durante la
segunda etapa de HAC.

# PMH es el peso total del MLC en gramos.

.

H es la humedad del MLC en g de agua/g MLC hiumedo.
4 CE es el contenido en extractos (este Ultimo término se incluye para referir los

resultados al MLC antes de eliminar los extractos).

Los valores habituales de los parametros F y Cg; para las distintas fracciones del MLC

se muestran en la tabla 1:

Glucano CGn Glucosa 1,040 162/180

Xilano CXn Xilosa 1,088 132/150

Arabinano CArn Arabinosa 1,088 132/150
Grupos acetilo CGA Ac. acético 1,000 43/60

Tabla 1: Valores habituales de los Fy C g en la HAC.

1.3.9. LIGNINA KLASON (LIGNINA INSOLUBLE EN ACIDO): TAPPI T222 om-98 (1998)

El crisol empleado para filtrar el producto de las HAC se introduce en la estufa a 105°C
durante 24h hasta alcanzar peso constante. Se enfria en un desecador conteniendo gel de
silice y se pesa. El contenido en Lignina Klason se calcula (en g de lignina Klason/ 100 g MLC, en
base seca) mediante la férmula (ec.5):

_ PRMS—-PRS

CLK = PMH*(1—H)

«(100 — CE) (5)



-+ + + ¥
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donde:

PRMS es el peso en gramos del crisol con la muestra seca.

PRS es el peso en gramos del crisol seco.

PMH es el peso en gramos del MLC himedo inicial que se sometié a HAC.
H es la humedad del MLC en g de agua/g MLC himedo.

CE es el contenido en extractos.
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2. PRODUCCION DE PASTAS CELULOSICAS Y PAPEL
2.1. EQUIPAMIENTO
2.1.1. DIGESTOR PARA LA OBTENCION DE PASTAS

Consta de un reactor cilindrico discontinuo de 15 litros de capacidad, envuelto por una
camisa constituida por un sistema de resistencias eléctricas para la calefaccién, disefiado para
alcanzar hasta 15 kg/cm? de presién (figura 3). El conjunto esté calorifugado adecuadamente.
El sistema anterior estd unido, mediante un eje rotativo, a la unidad de control donde existe
un motor para accionar la agitacion del reactor, y los instrumentos de medida y control de la
temperatura de calefaccion. Completa el conjunto una valvula de seguridad acoplada al
reactor, y una valvula convencional de expansidn. La forma de proceder es afiadiendo en el
interior del reactor la materia prima, en el caso que nos ocupa, la paja de cereal sin triturar,
junto con los reactivos quimicos, hidréxido sddico y agua (atendiendo a la relacion
liguido/sdlido) y antraquinona (en los experimentos en los que procede), dejandolo reaccionar

a las temperaturas y tiempos prefijados.

Figura 3: Digestor para obtencidn de pastas.

2.1.2. REFINADOR-DESINTEGRADOR

Se utiliza un refinador de discos de laboratorio Sprout-Bauer (figura 4). Esta unidad
puede utilizarse no sdlo en el refinado de cualquier tipo de fibras sino también en la
preparacion de la materia prima y en el desfibrado de materiales cocidos. El sistema de discos

refinadores es accionado mediante un motor de 25 CV.
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Figura 4: Sprout-Bauer.

2.1.3. SEPARADOR DE FIBRAS E INCOCIDOS

El separador de fibras e incocidos Sommerville (figura 5) consta de un recipiente
cilindrico de 40 cm de didametro y 20 litros de capacidad, cuya base inferior es un filtro
constituido por una placa metalica circular con ranuras longitudinales rectas de 0,4-1 mm de
espesor, distribuidas paralelamente en dos secciones semicirculares. La parte inferior del
sistema termina en una tubuladora que puede conectarse a vacio o simplemente al desagiie. El
material cocido y desfibrado se vierte en la parte superior del cilindro, adicionando abundante
agua y manteniendo una agitacion adecuada para evitar el taponamiento del filtro. Las paletas
del agitador tienen una forma especial para evitar el refinado y la rotura de fibras celulésicas.
Durante la operacion, las fibras pasan al filtrado, mientras que los incocidos y otras impurezas

se retienen sobre el filtro, que habra de ser limpiado para su posterior utilizacién.

Figura 5: Separador de fibras e incocidos.

2.1.4. SEPARADOR DE FIBRAS Y AGUA
Las fibras procedentes del separador de fibras e incocidos, portando gran cantidad de
agua, se vierten sobre el separador de fibras y agua (figura 6). Este consta de un tamiz fino, luz

de malla de 0,16 mm, sobre el que quedan las fibras, mientras que el agua pasa al desagiie.
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Figura 6: Separador de fibras y agua.

2.1.5. CENTRIFUGA PARA ELIMINACION DE EXCESO DE HUMEDAD
Se emplea una centrifuga Williams (figura 7) para disminuir la humedad de las pastas.
Consta de una cesta donde se alberga lateralmente una tela metdlica que retendra la pasta y

deja pasar el liquido clarificado.

Figura 7: Centrifuga Williams.

2.1.6. DESINTEGRADOR DE PASTAS CELULOSICAS

Este aparato se utiliza para la preparacion de pastas de papel previamente a sus
ensayos o a la formacién de hojas de papel. Basicamente es un mezclador de suspension
acuosa de la pasta, pero disefiado adecuadamente para no alterar el estado dimensional de las
fibras celuldsicas. Consta de un vaso y un eje rotor, de dimensiones estandarizadas, y un motor

gue hace girar el rotor adecuadamente (figura 8).
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Figura 8: Desintegrador de pastas celuldsicas.

2.1.7. REFINOMETRO SCHOPPER-RIEGLER
Con este equipo se mide el grado de refinado de las pastas siguiendo la norma UNE 57-
025. El refindmetro consta de una cdmara de desgote provista de una tela metdlica, un cono

de cierre y un embudo dispuesto en un soporte adecuado (figura 9).

El fundamento del método consiste en que un volumen conocido de suspension de
pasta en agua desgote, a través de la torta de pasta formada durante el ensayo sobre la tela
metadlica, en el embudo. El filtrado que se sale por la salida lateral se recoge en una probeta
especial, graduada en unidades °SR. Una descarga de un litro corresponde a 0°SR, mientras

que una descarga de cero litros corresponde a 100°SR.

Figura 9: Refinébmetro Schopper-Riegler.
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2.1.8. FORMADOR DE HOJAS

Se compone de una tolva superior de metacrilato transparente, abatible para la
extraccion de las hojas, y una tela metdlica montada sobre un disco taladrado, que hace de
soporte de las hojas. Completa la instalaciéon un sistema de aspiracién formando sifén y un
depdsito para el desagiie (figura 10). En la manera de proceder, el desagtie y la tolva se cierran
y ésta se llena de agua a través de una entrada de agua que se encuentra situada debajo de la
tela metalica. A continuacion se le afiade la suspension de pasta celuldsica y se homogeniza.
Para formar la hoja se abre de golpe la valvula de desagiie efectuando asi un perfecto sifon de
vacio. El formador de hojas es el modelo ENJO-F-39.71 de la marca Metrotec. Permite la

elaboracidn de hojas de 215 mm de diametro.

Figura 10: Formador de hojas.

2.1.9. PRENSA PARA HOJAS

Se utiliza una prensa modelo PR.03-402 (figura 11) con el fin de reducir la humedad de
las hojas de ensayo de papel fabricadas en el formador de hojas de ensayo. Las hojas se
prensan entre dos superficies circulares. La superficie superior es accionada manualmente,
mediante una manivela, para ajustar la probeta de papel, mientras que la inferior presiona al

accionar un mecanismo constituido por un cilindro lleno de aceite mineral.
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Figura 11: Prensa para hojas.

2.1.10.SECADOR DE HOJAS
Una vez que las hojas han sido prensadas, se utiliza un juego de placas y aros
secadores (figura 12), donde se intercalan las hojas de papel hasta que se secan

completamente a temperatura ambiente.

Figura 12: Secador de hojas.
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2.2. PROCESO DE PRODUCCION DE PASTAS CELULOSICAS Y PAPEL
2.2.1. COCCION O PASTEADO

En el reactor descrito en el apartado 2.1.1 se introduce la materia prima con un
tamafio determinado, afiadiendo a continuacién los reactivos de coccién adecuados (sosa y
antraquinona) y el agua necesaria para conseguir la relacion liquido/sélido deseada. Tras la
coccién a las temperaturas y tiempos fijados, los sélidos obtenidos se filtran y se lavan con
agua para eliminar las lejias negras. Estos sélidos se dejan en agua durante 12-24h para
eliminar los posibles restos de lejias negras. Tras este tiempo se vuelven a lavar y se pasan por
el Sprout-Bauer para separar-refinar las fibras. A continuacién, la mezcla de agua y fibras
obtenida se pasa por el separador de fibras e incocidos, obteniendo la pasta celuldsica que
queda retenida en el separador de fibras y agua (apartado 2.1.4). Por ultimo, las pastas se
someten a centrifugacion para eliminar el exceso de agua y se dejan secar a temperatura

ambiente hasta disminuir su humedad.

2.2.2. FORMACION DE HOJAS DE PAPEL
Para la formacién de las hojas, las pastas se procesan en el desintegrador durante 30

minutos a 3.000 r.p.m., afiadiendo el agua necesaria para alcanzar una consistencia del 1,5%.

A continuacion, se coge el volumen necesario de la suspensién obtenida en el
desintegrador para formar hojas de 60 g/m”y se lleva al formador de hojas, obteniéndose una
hoja circular humeda, que se despega de la malla del formador mediante papel de filtro.
Seguidamente la hoja se prensa para eliminar el exceso de humedad. Las hojas himedas

formadas se dejan secar a temperatura ambiente en el secador de hojas (apartado 2.1.10).

2.3. CARACTERIZACION DE LAS PASTAS CELULOSICAS Y PAPEL
2.3.1. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS PASTAS CELULOSICAS
La caracterizacidn fisico-quimica de las pastas celuldsicas se ha llevado a cabo acorde a

los estandares TAPPI y UNE que se indican en los siguientes apartados.

2.3.1.1.Viscosidad: TAPPI T230 om-99 (1999)

La viscosidad intrinseca de las pastas se determina en una disoluciéon de
cupriletilendiamina con un viscosimetro de Oswald. En un frasco de disolucién de 50 mL se
pesan aproximadamente 0,1 g de pasta seca. Se afiaden cuatro barritas de cobre y 25 mL de
agua destilada. Se tapa el frasco y se agita con un agitador Vibromatic durante 5 minutos. Se

para la agitacion y se afiaden 25 mL de cuprietilendiamina 1 N previamente filtrada, expulsado
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el aire remanente oprimiendo el frasco. Se cierra y se agita durante 15 minutos. Después se
introduce el frasco en un bafio maria a 25°C. Cuando estd ambientada la muestra, se quita el
tapon del frasco y la disolucidn se introduce en un vaso de 50 mL, succionando una porcion de
ésta a través del viscosimetro. Se determina el tiempo de efusién a 25°C, t. Es necesario
realizar un ensayo en blanco mediante una disolucidon de 25 mL de agua destilada y 25 mL de

cuprietilendiamina 1N obteniendo un tiempo to.

La viscosidad intrinseca n;, se determina dividiendo el producto n*C (presente en una

tabla en la norma, en funcidn de la relacién t/t,) entre C (gramos secos de muestra/50 cm?).

2.3.1.2. Numero Kappa: TAPPI T236 om-99 (1999)
Este método tiene como objeto la determinacion de la aptitud al blanqueo o grado de

deslignificacién de las pastas.

El nimero Kappa, K, es el volumen (en mililitros) de disolucion de permanganato
potasico 0,1 N consumidos por gramo de pasta seca bajo las condiciones especificadas en esta

norma.

Se disgregan 0,5-1 g de muestra en 500 mL de agua destilada. El contenido del
desintegrador y el agua de lavado del mismo junto con 295 mL de agua se vierten en un vaso
de reaccién de 1,5L. En un Erlenmeyer de 250 mL se mezclan 100 mL de una disolucion de
permanganato potasico 0,1 N y 100 mL de acido sulfurico 4N, que se afiaden a la muestra de
ensayo desintegrada, poniendo en marcha un cronémetro. El Erlenmeyer se enjuaga con 5 mL
de agua destilada que se afiade a la mezcla de reaccién. A los 10 minutos la reaccion se para
con 20 mL de yoduro potasico 1N. Inmediatamente se valora el yodo liberado con tiosulfato
sddico 0,1N, afiadiendo disolucién de almiddn para detectar el punto final. La temperatura se

mide a los 5 minutos de reaccion.

El nimero Kappa viene dado por la expresidn (ec. 6):

K_(a*d)*[1+0,013*(25—t)]
- m

donde:

a es el volumen, en mL, de permanganato potdsico 0,1N consumido por la muestra
d es un factor de correccion que depende de a

m es el peso de la muestra seca, en gramos

- ¥+ & #

t es la temperatura efectiva de reaccion.
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2.3.1.3.Rendimiento: método gravimétrico
El rendimiento representa el porcentaje de materia prima que se transforma en pasta.

Se calcula empleando la siguiente ecuacion (ec. 7):

gramos de pasta obtenidos (en base seca)) 100

Rendimiento (%) = ( - -
gramos de materia prima (en base seca)

(7)

2.3.1.4.Grado de refino: Método Schopper-Riegler, UNE 57-025.
En la presente Tesis Doctoral se ha empleado el aparato Schopper-Riegler. El grado de

refino se mide en °SR.

Figura 7: Pastas celuldsicas.

2.3.2. CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE PAPEL
A continuacion se muestran las normas TAPPI e ISO (International Organization for

Standardization) seguidas para la caracterizacién de las hojas de papel.

2.3.2.1.Formacion de las hojas de papel: TAPPI T205 sp-02

El proceso de formacidn de hojas de papel se ha descrito en el apartado 2.2.2.

2.3.2.2.Preparacion y acondicionamiento de las hojas de papel: TAPPI T220 sp-01 y T402 sp-
03 (2003)

Las hojas de papel fabricadas y secas han de acondicionarse durante al menos 24 h en
una atmosfera del 50,0% + 2,0% de humedad relativa y 23,0+1,0°C, llevando a cabo los

ensayos también bajo las citadas condiciones.

Las hojas se cortaron para los diferentes ensayos como se muestra en la figura 8.
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BURST

15 MM [ TENSILE & FOLD \ l

TENSILE & FOLD I 15 MM

TEAR 63 MM

o m — -

Figura 8: Division de las hojas para los ensayos.

Fuente: TAPPI T220 sp-01.

2.3.2.3.Gramaje: TAPPI T410 om-02 (2002)
Consiste en medir el area de una probeta de papel y su masa. Conocida por pesada la
masa de la probeta de papel, y la superficie de la misma, el gramaje viene expresado en g/m?

(ec. 8).

donde:

G es el gramaje de la hoja, en g/m”.

% K es un factor de correccidon proporcionado en la norma segun las unidades empleadas
en el area, 10.000.

+ m eslamasa, en gramos.

4 Aeselareade la probeta, en cm’.
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2.3.2.4.Longitud de ruptura (Breaking length) e indice de alargamiento (Stretch index): TAPPI
T494 om-96 (1996)

La longitud de ruptura se define como la longitud limitante calculada de una probeta
de ancho uniforme, a partir de la cual, si dicha probeta fuese suspendida por uno de los

extremos se romperia debido a su propio peso. Se expresa en mm.
Para calcular el indice de alargamiento, en %, se emplea la siguiente ecuacion (ec. 9):
A
1, = Tr * 100 (9)

donde:

#* |, es el indice de alargamiento, en %.

#

A, es el alargamiento a la rotura, en mm.

4+ L es la distancia entre mordazas, en mm.

2.3.2.5.indice de traccion (Tensile index): TAPPI T494 om-96 (1996)

Cuando una tira o probeta de papel fijada por ambos extremos, se somete a un
esfuerzo de traccion, se rompe. La fuerza necesaria para ello se denomina carga de ruptura.
Dado que esta carga depende del gramaje, es mas practico expresarla como indice de ruptura

o traccion (ec. 10):
Fy
a-G

I, = (10)

donde:

% | eselindice de traccién, en N-m/g.
#+ F.es lafuerza o carga de ruptura, en N.
#* g eselancho de la probeta de papel, en m.

4+ G es el gramaje de la probeta, en g/m”.

2.3.2.6.indice de estallido (Burst index): TAPPI T403 om-97 (1997)

La fuerza de estallido de un material se define como la presién hidrostatica maxima
requerida para producir la ruptura del material cuando se aplica una presién creciente
constante y controlada mediante un diafragma de goma a un drea circular, de 30,5 mm de
didmetro. Sobre dicho diafragma se coloca la hoja de papel que se sujeta rigidamente en su

periferia, dejando libre la parte central, para que pueda expandirse, combdndose. Se bombea
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entonces el fluido hidraulico, expandiéndose el diafragma hasta que se rompa el papel. Como
el estallido depende del gramaje, se utiliza mas frecuentemente el indice de estallido (IE), que

se define como la relacion entre la presion de estallido y el gramaje (ec. 11).

E
I = — 11
F= (11)

donde:

*+ [; es el indice de estallido, kN/g.
4 [ es laresistencia al estallido, en kN/m?.

+ Geselgramaje, en g/mz.

2.3.2.7.indice de desgarro (Tear index): TAPPI T414 om-98 (1998)
La resistencia al desgarro se define como la fuerza media requerida para continuar,

una vez iniciado, el desgarro o rasgado de una hoja de papel.

Para llevar a cabo este ensayo se realiza un corte inicial en la probeta de papel y se
desgarra ésta a lo largo de una distancia fija, utilizando un aparato de la firma Metrotec
previsto de un péndulo para aplicar la fuerza de desgarro. El trabajo efectuado para desgarrar
la probeta viene dado por la pérdida de energia potencial del péndulo. La escala del péndulo
esta calibrada de forma que indica la fuerza media ejercida (trabajo efectuado dividido por la
distancia desgarrada). Las muestras de papel se ajustan por medio de dos mordazas: una unida

al bastidor del aparato y la otra al péndulo (figura 9).
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Figura 9: Detalle del ensayo de resistencia al desgarro
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Fuente: TAPPI T414 om-98 (1998)

La resistencia al desgarro se expresa como tal o como indice de desgarro segun la

siguiente expresion (ec. 12):

I =-2 (12)

donde:

* |qes el indice de desgarro, en mN-mZ/g.
+ Fq4eslaresistencia al desgarro, en mN.

+ G es el gramaje, en g/mz.

2.3.2.8.Blancura ISO: ISO 2470-2 (2008)

El término blancura es un parametro éptico definido como el factor de reflactancia de
una luz azul de 547 nm de longitud de onda producida por el papel y sélo en la regién azul
visible del espectro. Cuando la iluminacién es difusa, se mide la blancura ISO, expresada en

porcentaje de reflactancia.

Para la medida de la blancura ISO de las hojas de papel se ha empleado un
espectrofotometro de medicién de color, modelo 360-740 nm/CM-3630 de Konica Minolta,

calibrado con estandares opticos siguiendo la norma ISO 2470-2.
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3. OBTENCION DE OLIGOMEROS Y BIOETANOL DE SEGUNDA
GENERACION

3.1. EQUIPAMIENTO EMPLEADO PARA LA OBTENCION DE OLIGOMEROS Y
BIOETANOL DE SEGUNDA GENERACION

3.1.1. REACTORES DE ALTA PRESION PARA EL FRACCIONAMIENTO DE LA MATERIA
PRIMA

Reactores Parr de alta presion (Parr Instruments Company, Moline, Illinois, USA) de 0,6
y 3,75 L de capacidad (figura 10). Este tipo de reactor es discontinuo, envuelto por una camisa
constituida por un sistema de resistencias eléctricas para la calefaccion, disefiado para alcanzar
presiones maximas de 1900 psi (131 bar) y/o temperaturas de 350°C. En el reactor se
introduce la materia prima con agua, si se trata de autohidrdlisis, o con una mezcla de
agua/etanol, si lo que se quiere llevar a cabo es una deslignificacion. Se fijan condiciones de
temperatura y presidn, asi como la Relacién Liquido Sdélido (RLS) segun los experimentos

disenados.

Figura 10: Reactor Parr de alta presion.

3.1.2. AUTOCLAVE

El uso del autoclave es importante para la esterilizacion de todos los materiales,
nutrientes y sustratos intervinientes en los procesos de hidrélisis enzimatica y sacarificacién y
fermentacién simultanea. Los matraces Erlenmeyer empleados conteniendo el sustrato y agua
y tapados con algoddén y una ldmina de aluminio, asi como los nutrientes y las puntas de
pipetas automaticas se introdujeron en autoclave a 121°C durante 15 minutos (figuras 11 y

12).
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Figura 11: Autoclave.

Figura 12: Matraces y materiales esterilizados

3.1.3. CAMPANA DE FLUJO LAMINAR Y AGITADOR ORBITAL

Tanto los experimentos de hidrélisis enzimatica como los de sacarificacién vy
fermentacién simultanea se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL colocados en
un agitador orbital controlando velocidad de agitacién y temperatura. Fijando en 150 r.p.m.y
48,5 °C para las hidrdlisis enzimaticas y 120 r.p.m. y 35°C para los experimentos de
sacarificacidon y fermentacién simultanea. El crecimiento de las levaduras empleadas en las
SSF, Saccharomyces cerevisiae CECT-1170, se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL,
colocando los mismos en un agitador orbital a 200 rpm a 32°C durante 24 h, conteniendo 10 g
glucosa/L, 5 g peptona/L, 3 g extracto de malta/L y 3 g de extracto de levadura/L. La
manipulacién de los Erlenmeyer siempre se llevd a cabo en campana de flujo laminar previa
activaciéon durante 30 minutos de luz UV para evitar la contaminacién de los materiales (figuras

13y 14).
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Figura 14: Agitador orbital.

3.1.4. CENTRIFUGA

Tanto para los experimentos de hidrdlisis enzimatica como para los de sacarificacién y
fermentacién simultanea se tomaron alicuotas de 1 mL a distintos tiempos, y fueron
centrifugadas a 5.000 r.p.m durante 10 minutos para su posterior cuantificacion (figura 15a).
La figura 15b muestran la preparacion del indculo de Saccharomyces cerevisiae, para el que

también fue necesario el uso de una centrifuga de mayor capacidad.

Figura 15a. Centrifugacién de alicuotas. Figura 15b. Preparacién del inéculo de
Saccharomyces cervisiae.
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3.1.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

Las muestras centrifugadas fueron diluidas en una relacién 1:10, filtradas por una
membrana de 0,20 um y cuantificadas en un HPLC Agilent Technologies 1100 Series HPLC con
Detector de indice de Refraccién y una columna BioRad Aminex HPX-87H, con fase mévil H,SO,
0,006 mol/L a 60°C. Se determind concentracién de azlcares (glucosa, xilosa, arabinosa) y
acido acético en las hidrdlisis enzimaticas y azlcares, acido acético, etanol y glicerol en las SSF

(figura 16).
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Figura 16: HPLC y cromatograma.
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3.2. PROCESO DE PRODUCCION DE OLIGOMEROS Y BIOETANOL DE
SEGUNDA GENERACION

3.2.1. AUTOHIDROLISIS
Los experimentos de autohidrdlisis (AH) se llevaron a cabo en un reactor discontinuo
de mezcla completa con agitacion (Parr Company, Illinois, USA) de 3,75 L que permite operar

tanto en régimen isotermo como no isotermo.

3.2.1.1.Variables de operacion
3.2.1.1.1. Temperaturay tiempo de operacion

Para la realizacion de estos experimentos se seleccionaron procesos de AH en
condiciones no isotermas, puesto que se pueden conseguir severidades del tratamiento y
resultados similares a los que se alcanzan en operacidn isoterma, pero en menor tiempo. La

temperatura de operacién es dependiente del tiempo segun el perfil de calentamiento.

3.2.1.1.2. Velocidad de agitacion
Esta variable se fijé en 150 r.p.m. Este valor es lo bastante elevado como para asegurar

una buena mezcla y evitar problemas de difusion.

3.2.1.1.3. Relacién liquido/sdlido (RLS)

La RLS mide la concentracién inicial del material lignocelulésico en la suspensidn
sometida al tratamiento. Sus unidades son g liquido/g material lignoceluldsico, y se expresa en
base seca (libre de humedad), considerando la humedad del material como agua a los efectos
de su cdlculo. Valores altos de RLS favorecen la mezcla y el proceso en general, pero son
costosos (implican equipos grandes y se obtienen concentraciones bajas), mientras que valores
bajos de RLS pueden presentar problemas de mezcla pero conducen a concentraciones mas
elevadas. En este trabajo se ha buscado como solucion de compromiso, en base a
experimentos previos, la RLS mas baja que produce resultados satisfactorios, en este caso 8 g

liguido/g MLC en base seca.

3.2.1.2. Tratamiento de autohidroélisis

El MLC y el agua se mezclan en las proporciones requeridas para conseguir la RLS
deseada. Esta suspensidn se introduce en el reactor y se pone en marcha el calentamiento. Al
llegar a la temperatura deseada, se detiene la calefaccién y se comienza a enfriar la
suspension, haciendo circular agua fria por el serpentin interno. Al bajar la temperatura

interna a 60 °C el reactor se abre.
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La suspensidon obtenida tras el tratamiento de AH se filtra cuidadosamente con el fin
de separar la totalidad de la fase sdlida (que posteriormente se cuantificard
gravimétricamente) de la fase liquida o licores. La fase sélida se utiliza para la determinacion
gravimétrica del rendimiento en sdélido. Posteriormente, una alicuota se deja secar a
temperatura ambiente, se muele hasta tamafio de particula menor de 1 mm vy se utiliza para la
determinacidn de la composicién de esta fase sdlida, mediante hidrdlisis acida cuantitativa (ver

apartado 1.3.8).

Una primera alicuota de la fase liquida se utiliza para su andlisis directo mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (ver apartado 3.1.5), una segunda alicuota se utiliza para
la determinacion del contenido seco (ver apartado 3.3.2.1), y otra alicuota se somete a una
posthidrdlisis con acido sulfirico para determinar su contenido en oligdmeros (ver apartado

3.3.2.4).

3.2.1.3. Detoxificacion de los licores de autohidrdlisis

En dos etapas: en la primera se acidifica el licor con acido fosférico al 10% (m/m), y en
la segunda se basifica con éxido de calcio hasta conseguir un pH final de 5,0. Para conseguir
una buena disolucién del 6xido de calcio es necesario calentar a 60°C. A continuacidn se afade
un polimero al 0,1% (m/m) a 200 mL de licor y se deja enfriar en una probeta hasta precipitar

todo el sélido. Finalmente se filtra y se cuantifica el sélido total precipitado por gravimetria.

3.2.1.4. Hidrdlisis acida del licor de autohidrdlisis en reactor de alta presion para conversion
de xilooligosacaridos a xilosa

Se colocan 535 mL de licor de autohidrdlisis, detoxificado o no, en el interior del
reactor Parr, y se lleva a la temperatura de trabajo extrayendo 35 mL de muestra (muestra a
tiempo 0). A continuacion, se le afiaden 50 mL de H;PO, de una concentracidn previamente
calculada para alcanzar una concentracién final de acido fosférico en el interior del reactor de
entre un 2% y un 4% dependiendo del experimento. El 4cido fosfdrico se va introduciendo en
el interior del reactor por medio de una bomba a razén de 10 mL/min durante 5 minutos tras
alcanzar la temperatura maxima de trabajo prefijada para cada uno de los casos del disefio
experimental. Se extraen muestras cada 5 minutos durante un total de 40 minutos, sin abrir el
reactor, mediante un condensador, evitando asi la pérdida de presién y temperatura. Las
muestras se caracterizan con el HPLC determinando azucares, acido formico, acido acético,

HMF y furfural.
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3.2.2. DESLIGNIFICACION
En la presente Tesis Doctoral, el disolvente orgdnico seleccionado para llevar a cabo el
proceso de deslignificacion ha sido el etanol, mediante el empleo de mezclas agua/etanol con

el MLC.

Se afiade el material lignoceluldsico, el agua y el etanol en las proporciones deseadas
dentro del reactor. La mezcla se lleva a la temperatura de operacién prefijada (momento en el
que se toma tiempo cero) y se mantiene la temperatura durante el tiempo previamente
acordado. Una vez transcurrido dicho tiempo el reactor es enfriado y abierto solo cuando su

temperatura ha disminuido hasta la temperatura ambiente.

La suspension resultante se filtra a vacio para separar la fase liquida (denominada
“lejias negras”) de la fase sdlida (que queda empapada en las mismas). Tras retirar la fase
liqguida para su posterior analisis, la fase sélida se lava inicialmente con una disolucion de agua
y etanol (de la misma concentracién que la empleada en la deslignificacidn) y calentada en un
bafio a aproximadamente 409C. Este procedimiento de lavado con la mezcla agua/disolvente
se lleva a cabo con la finalidad de eliminar la mayor cantidad posible de materia disuelta,
evitando que precipite sobre la fase soélida. Posteriormente, se hace un segundo lavado con

agua hasta acercarse a pH neutro.

A la fase liquida se le afiade H,SO, al 0,1% para que precipite la lignina y el
sobrenadante se analiza mediante HPLC. La fraccién sdlida se deja secar a temperatura
ambiente. Se coge una muestra para su caracterizacidn y el resto se guarda en bolsas con el fin

de homogeneizar su humedad y emplear el material en un posterior proceso.

La fraccidn sdlida se deja secar a temperatura ambiente. Se coge una muestra para su
caracterizacion y el resto se guarda en bolsas con el fin de homogeneizar su humedad vy
emplear el material en un posterior proceso de hidrdlisis enzimatica o sacarificaciéon y

fermentacién simultanea (SSF).
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3.2.3. HIDROLISIS ENZIMATICA
Para llevar a cabo este proceso se emplean enzimas celuldsicas y celobidsicas,

proporcionadas por la empresa Novozymes.

Se define la relacién enzima sustrato (RES) como la cantidad de enzima celuldsica que
se afiade por gramo de MLC, y se expresa en FPU/g MLC, en base seca. La actividad celuldsica
del preparado Celluclast 1,5 L fue de 70 FPU/mL enzima, donde FPU son unidades de papel de
filtro (Filter Paper Units), medidas de acuerdo a metodologia estandar para medir la actividad
celulasica (Ghose, 1987). Es necesario afiadir celobiasa, para hidrolizar la celobiosa a glucosa,
para lo que se emplea el preparado enzimatico Novozym 188, cuya actividad (medida en Ul,
unidades internacionales, de acuerdo al protocolo de Paquot y Thonart (1982), es de 630

ul/mL).

Los calculos se realizan de acuerdo a la RES, a la RLS fijando el volumen final. Una vez
conocidas las cantidades a emplear de sustrato, agua, disoluciéon tampdn citrato 1N, celulasay
celobiasa, estas se introducen en los matraces Erlenmeyer. La disolucién tampén citrato se
emplea en concentracidon 1N para conseguir 0,05 N en el volumen final de 40 mL y poder
mantener asi el pH constante. A continuacién se ajusta el pH a 4,85 empleando en caso
necesario disoluciones de 4acido clorhidrico y de hidréxido sédico 2N. Posteriormente, se
afaden las enzimas correspondientes y también unos cristales de timol que tienen como
funcién reducir el riesgo de contaminacién. Los matraces Erlenmeyer preparados y tapados
con un algoddén y aluminio se trasladan al incubador orbital termostatado manteniendo

constante la velocidad de agitacion y la temperatura, 150 r.p.m. y 48,5°C, respectivamente.

3.2.4. FERMENTACION
El microorganismo seleccionado para los experimentos de fermentacion es
Saccharomyces cerevisiae CECT-1170, proveniente de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo,

ubicada en Valencia (Espafia).

En primer lugar, se realiza el indculo partiendo de la cepa liofilizada administrada por
la CECT, cultivandola para su crecimiento en una placa y a continuaciéon en un medio de cultivo
liguido. Cuando la cantidad de biomasa obtenida es la deseada se almacena en crioviales a

-80°C.
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Se ha partido directamente de crioviales de Saccharomyces cerevisiae disponibles en
los laboratorios de Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Vigo,
teniendo que proceder directamente a la activacidon y crecimiento del microorganismo en

cultivo liquido durante 36h en dos pases.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se preparan 100 mL del medio de cultivo
conteniendo 10 g glucosa/L, 5 g peptona/L, 3 g extracto de levadura/L y 3 g extracto de
malta/L, se esteriliza en autoclave a 121°C (2 atm) durante 15 min y se deja enfriar en la
campana de flujo laminar. Una vez enfriado, se vierte en el Erlenmeyer el contenido de un
criovial de Saccharomyces cerevisiae y se deja crecer en el agitador orbital a 32°C y 200 r.p.m.
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se vuelven a preparar tantos matraces Erlenmeyer con
medio de cultivo como sean necesarios para obtener el volumen de biomasa requerido para
las fermentaciones siguiendo el procedimiento explicado anteriormente. Para ello, a las 24h se
traspasan 10 mL del Erlenmeyer inicial a los nuevos medios de cultivo y se deja crecer el
microorganismo bajo las mismas condiciones durante 12h mas, guardando también algunos
criovales a -80° del indculo crecido en el Erlenmeyer inicial con glicerol al 30% (figura 17). La
funcién del glicerol es procurar una correcta conservacidn y congelacidn y evita la formacién

de cristales de hielo que puedan afectar al microorganismo.

Figura 17: Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

Una vez transcurridas las 12 h, es necesario separar la biomasa de Saccharomyces
cerevisiae del medio de cultivo. Para ello el contenido de los matraces Erlenmeyer se vierte en
botes de 50 mL y se centrifugan a 3.500 r.p.m. durante 10 minutos. Una vez centrifugados, se
retira el sobrenadante, quedando la biomasa depositada en el fondo. A continuacidn se afade
agua destilada esterilizada, se agita para lavar bien y se vuelve a centrifugar. De nuevo, se
elimina el sobrenadante. Finalmente, la biomasa se resuspende en agua destilada esterilizada
en un volumen final calculado que permita emplear 10 mL de suspensidn en cada una de las

fermentaciones que se lleven a cabo (figura 18).
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Figura 18: Lavado de la biomasa.

3.2.4.1.Experimentos de sacarificacion y fermentacion simultanea (Simultaneous
Saccharification and Fermentation, SSF)

En el proceso de Sacarificacion y Fermentacién Simultanea (SSF) se afiaden las enzimas
(celulasa y celobiasa) asi como el indculo de Saccharomyces cerevisiae al mismo tiempo. A
medida que las enzimas van hidrolizando la celulosa a glucosa, la levadura Saccharomyces va

fermentando dicha glucosa produciendo etanol.

La SSF se puede llevar a cabo en dos modos de operacion: batch y fed-batch. En el
modo batch, todo el sustrato previamente autohidrolizado o autohidrolizado-deslignificado
esterilizado se afiade en el matraz junto con el agua esterilizada, los nutrientes (peptona,
extracto de levadura y extracto de malta), las enzimas y el indculo. En el modo fed-batch, tanto
el sustrato como las enzimas y/o los nutrientes pueden ser afiadidos en diferentes cargas,
siendo solamente el agua esterilizada y el indculo afiadidos en su totalidad al principio de los
experimentos, por lo que tras cada carga la RLS va disminuyendo. Muestras de 1 mL fueron
tomadas cada 3 horas en las 12 primeras horas y después espaciadas cada 24h y tomadas
antes y después de cada una de las cargas. Estas muestras fueron caracterizadas segun el

apartado 3.6.

Para preparar los nutrientes se realizé una disolucion esterilizada con la cantidad
necesaria para obtener una concentracién final en el medio de 5 g/L de peptona, 3 g/L de

extracto de levadura y 3 g/L de extracto de malta.

El indculo afiadido siempre se fijé en un volumen total de 10 mL preparado de acuerdo

al apartado anterior.

Toda la preparaciéon y toma de muestras fue realizada siempre en una campana de

flujo laminar con previa activacidn de luz UV de acuerdo a lo explicado en el apartado 3.1.3.
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3.3. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SOLIDA Y LiIQUIDA OBTENIDAS
EN EL PRETRATAMIENTO DE AUTOHIDROLISIS

3.3.1. FRACCION SOLIDA
3.3.1.1.Rendimiento

Tras someter al sélido obtenido en el tratamiento hidrotérmico (apartado 4.2.1)a un
lavado con agua destilada, filtrado y centrifugado, éste se pesa y se mide la humedad. De este
modo, se determina el rendimiento del proceso de autohidrdlisis, definido como gramos de

fase sélida autohidrolizada/100 gramos de materia prima, en base seca.

3.3.1.2. HAC del sélido en dos etapas
Como explicada en el apartado 1.3.8. (figura 19).

Figura 19: Hidrdlisis 4cida cuantitativa y lignina klason

3.3.1.3. Contenido en sdlidos no volatiles (cenizas)
Siguiendo el método ya referido en el apartado 1.3.7 de caracterizacion quimica de la

materia prima.

3.3.2. FRACCION LiQUIDA
3.3.2.1. Determinacion del contenido seco

Se obtiene secando una alicuota de licor de entre 1-5 g en una estufa hasta peso
constante. Se define como los gramos de contenido no volatil presentes en cada gramo de

licor.

3.3.2.2.Determinacion del contenido en sélidos no volatiles (cenizas), del contenido seco
Tras obtener el residuo seco del licor de autohidrélisis, se determina el contenido en

cenizas de dicho residuo siguiendo la norma TAPPI T211 om-12 (2012).
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3.3.2.3. Analisis directo en HPLC de los licores de autohidrdlisis para la determinacién de
azucares, acido acético, HMF y furfural

Una alicuota de los licores procedentes del tratamiento hidrotérmico es filtrada a
través de una membrana de 0,45 pm y analizada por cromatografia liquida (HPLC) con un
equipo Agilent Technologies 1100 Series HPLC con Detector de indice de Refraccién y una

columna BioRad Aminex HPX-87H, con fase movil H,SO, 0,006 mol/L a 60°C.

3.3.2.4. Posthidrdlisis

En la fase liquida obtenida en los tratamientos hidrotérmicos se encuentran los
productos de solubilizaciéon de las hemicelulosas, que son mayoritariamente oligdmeros de
composicion heterogénea. Su cuantificacién directa por cromatografia o técnicas similares es
complicada, por lo que se lleva a cabo una hidrélisis de esta fase liquida con H,SO, al 4% para
determinar, por el aumento de la concentracion de los mondémeros, la cantidad de oligdmeros
presentes en el licor de autohidrélisis. La forma de proceder es pesando en un frasco con tapa
roscada una alicuota de la fase liquida de entre 10-20 g y afiadir H,SO, (96-98%) hasta lograr
una concentracién de acido del 4%. EL frasco roscado cerrado se somete a 121°C (2atm)
durante 40 minutos en autoclave. Al finalizar, las muestras se pasan a través de filtros de 0,45
pum y se analizan mediante un equipo HPLC Agilent Technologies 1100 Series con Detector de
indice de Refraccidn y una columna BioRad Aminex HPX-87H, con fase mévil H,50, 0,006 mol/L

a 60°C.

3.4. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SOLIDA Y LIQUIDA OBTENIDAS
EN EL TRATAMIENTO DE DESLIGNIFICACION (ORGANOSOLV)

Tras llevar a cabo el proceso de deslignificacién, las fases sélida y liquida se separan

por filtracion.

3.4.1. FRACCION SOLIDA
3.4.1.1.Rendimiento

La fase sélida se lava con una mezcla de etanol/agua de la misma concentracion que la
empleada en el tratamiento, y después se vuelve a lavar con agua destilada. A continuacion, se
centrifuga para eliminar el exceso de agua y se pesa el sdlido (figura 20), determinando la
humedad para asi poder obtener el rendimiento, definido como g de fase sdlida
autohidrolizada-deslignificada/100 g de sdlido autohidrolizado, en base seca. También se

puede referir en base a 100 g de materia prima.
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Figura 20: Sélido autohidrolizado-deslignificado.

3.4.1.2. HAC en dos etapas y contenido en sélidos no volatiles (cenizas)
Descritos anteriormente en el apartado caracterizacién de las fracciones sdlida y liquida

obtenidas en el pretratamiento de autohidrdlisis.

3.4.2. FRACCION LiQUIDA
3.4.2.1.Determinacion del contenido seco

Descrito en el apartado 3.3.2.1.

3.4.2.2.Determinacion del contenido en sélidos no volatiles (cenizas) del contenido seco
Tras obtener el residuo seco del licor organosolv, se determina el contenido en cenizas

de dicho residuo siguiendo la norma TAPPI correspondiente.

3.4.2.3. Andlisis directo en HPLC de los licores obtenidos en los tratamientos de
deslignificacion para la determinacidon de azucares, acido acético, HMF y furfural
previa precipitacion de la lignina

Para este anadlisis es necesario realizar una dilucidon previa de la muestra en una
relacién 1:10. Dado que son licores con un alto contenido en lignina (figura 21), para llevar a
cabo el analisis en HPLC de estas muestras, previamente es necesario precipitar la lignina. Para
ello, cuando se realiza la dilucién de la muestra se afiaden entre 0,05y 0,1 g de H,SO, al 98% v,
posteriormente, se deja reposar la muestra en frio durante 8-12h. Discurrido este tiempo, la

muestra se filtra por membranas de 0,45 um y se analiza en HPLC.
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Figura 21: Licores obtenidos en el tratamiento organosolv.

Las hidrélisis enzimdticas duraron hasta 120 horas. De forma general, se tomaron
muestras de 1 mL cada 3 horas durante las primeras 12 horas del ensayo, después, una
muestra a las 24 h y las sucesivas muestras cada 24h hasta completar el experimento. El
motivo por el que las muestras se tomaron con mayor frecuencia al inicio se debe a que la
cinética de transformacion en azucares es mucho mayor dentro de las primeras 24 h,
ralentizdndose posteriormente. Dichas muestras fueron centrifugadas a 5.000 r.p.m. durante 5
minutos (figura 22), diluidas en proporcién 1:10, filtradas por membranas de 0,20um y

analizadas con HPLC para la determinacién de azlcares y acido acético.

Figura 22: Muestras centrifugadas de hidrélisis enzimatica.
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3.6. CUANTIFICACION DEL BIOETANOL OBTENIDO EN LA FERMENTACION DE
LA FRACCION SOLIDA AUTOHIDROLIZADA/AUTOHIDROLIZADA-
DESLIGNIFICADA

Al igual que en el apartado anterior, se tomaron muestras del mismo volumen a
tiempos prefijados, siendo mas frecuentes durante las primeras 12 horas de los experimentos,
ya que la cinética de conversidn de azucares a etanol es mucho mayor dentro de dicho periodo
de tiempo. La forma de proceder es la misma que la descrita en el apartado 3.5.

determinando, ademas, concentracion de etanol.
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4. PRODUCCION DE NANOFIBRAS DE CELULOSA Y NANOPAPELES

INFORMACION NO DISPONIBLE PARA PUBLICACION
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CELLULOSIC PULPS OF CEREAL STRAWS AS RAW MATERIAL
FOR THE MANUFACTURE OF ECOLOGICAL PACKAGING

Fatima Vargas,® Zoilo Gonzalez,* Rafael Sanchez,” Luis Jiménez,?
and Alejandro Rodriguez **

The aim of this work was to study the potential application of four types
of cereal straws: oats, maize, rapeseed, and barley, in order to obtain
cellulose pulp through the Specel® process for use in the manufacture of
100% biodegradable and ecological packaging. Raw materials were
chemically characterized to determine alcohol-extractives, ash, lignin,
holocellulose, and a-cellulose. Cellulosic pulps obtained from raw
materials were characterized to determine yield, Kappa number, and
viscosity. Paper sheets made from cellulosic pulps were characterized to
determine beating degree, tensile index, stretch, burst index, tear index,
and brightness. Finally, the results were compared to the raw material
used in the industrial manufacturing of packaging (wheat). The four
studied raw materials (oats, maize, rapeseed, and barley) were judged to
be suitable for use in the Specel® process to obtain cellulosic pulp
suitable for production of ecological containers.

Keywords: Cereal straws; Packaging; Cellulosic pulp; Sodium hydroxide; Industrial

Contact information: a: Chemical Engineering Department, Campus de Rabanales, Building Marie Curie
(C-3), University of Cordoba, 14071 Cordoba, Spain. b: Ecopapel, S.L. Sedesa Industrial Park, 41400
Ecija, Seville, Spain; * Corresponding author: a.rodriguez@uco.es;

INTRODUCTION

The concept of a sustainable economy is increasingly being put into practice in all
social aspects and, of course, in the industrial production. An example of a sustainable
economy is that based on a proper use of natural resources, such that one takes advantage
of all of their components. One way of achieving this goal is through the valorization of
byproducts or waste generated in agricultural or industrial activities. One of the aims of
any industrial activity is to produce products that can satisfy new market needs. In these
products, the ecological commitment is a very important factor; society is becoming
aware and convinced of the need to consume products that have been obtained through
environmentally respectful processes.

Europe produced 96.5 million tons of paper and cardboard in 2010, of which
approximately 17% wt. came from non-wood fibers (Confederation of European Paper
Industries, CEPI). The cellulosic fibers of non-wood species, such as residues of
agricultural and agri-food industry, are very appropriate for the manufacture of papers
with special characteristics due to their favorable morphology, composition, and
heterogeneity (Garcia Hortal 2007; Gonzélez-Garcia et al. 2010). So, to date, several
residues of agricultural and agri-food industry have been studied (orange tree pruning,
vine shoots, cereal straws, palm oil waste (EFB), etc.) (Berrocal et al. 2004; Navaee-
Ardeh et al. 2004; Huang et al. 2006; Rodriguez et al. 2008; Jiménez et al. 2009;
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Hosseinpour et al. 2010; Jiménez et al. 2010; Rodriguez et al. 2010; Chen et al. 2011;
Ferrer et al. 2011; Gonzalez et al. 2011; Hou et al. 2011; Fatehi et al. 2010).

Among all these non-wood raw materials, cereal straws are a very important
source of raw material, since the world production of wheat, barley, maize, oats, and
rapeseed was 1,742 million tonnes in 2009 (FAO). Considering that one kilogram of
cereals generates approximately one kilogram of residue (straws) (Rodriguez et al. 2010),
this agricultural activity creates a large quantity of residue each year. Such materials are
used, nowadays, at best and in small quantities, as organic amendment and food for
cattle, but mostly they are burned directly in the field, which causes pollution and fire
risk.

Ecopapel S.L. company, which is located in Ecija, Spain, manufactures cellulosic
pulps from wheat straw that are used to produce packaging for various products,
especially for the food and clinical industries. The pulping process, called Specel®, is
versatile, allowing feedstock to consist of different types of cereal straws and other non-
wood agricultural and/or forest waste. In this process, part of the lignin and
hemicelluloses are solubilized from the straw, leaving a yield of about 65% to 70% by
mass of dry straw. This is done through a reaction with sodium hydroxide as the only
reactive chemical, without using either sulfur- or chlorine-containing compounds.

The production of wheat in Spain in 2009 was 4,724 t. Considering that the
factory produces 20 t per day of cellulosic pulp, and the yield of the pulping is about 70%
wt., it follows that 10,428 t per year of wheat straw would be required in order to
guarantee the continuous operation of the plant and its economic viability. Taking into
account that the Specel® process is adequate for all kind of cereal straws, and the annual
production of oats, barley, rapeseed, and maize in 2009 in Spain was 11,775 t, it is really
interesting to investigate the viability of the use of these raw materials in order to produce
cellulosic pulps to obtain the above-mentioned packaging material.

In the present study, oats, maize, rapeseed, and barley straws were chemically
characterized to determine their ash, holocellulose, a- cellulose, and lignin content. These
raw materials are subjected to the Specel® process too, operating under the same
conditions as those used for wheat straw. The following characteristics were evaluated:
the degree of refining (i.e. freeness), the Kappa number, the viscosity of cellulose in the
pulps, and the tensile index, stretch index, burst index, tear index, and brightness of the
obtained sheets from the pulps. Finally, the observed results were compared with those
obtained from wheat straw in order to determine their potential application in the
production of cellulose pulps for the manufacturing of containers.

EXPERIMENTAL

Raw Material

Oats, maize, rapeseed, and barley straws were provided by Ecopapel S.L.
company from cooperatives of Ecija, Sevilla, Spain. Because of the way in which these
raw materials are harvested, it is necessary to sift and perform a manual screening in
order to separate undesirable elements such as stones, plastic bags, seeds, dust, wires, etc.
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Once these elements had been separated, the straw was dried to an approximate value of
dryness, close to 90 %, and stored in plastic bags for proper conservation.

Raw Material and Pulp Characterization

The chemical properties of cereal straws and pulps obtained from these were
determined in accordance with the respective TAPPI©1997 standards for the different
components, namely: T-222 for lignin, T-203 0S-61 for a-cellulose, T-9m-54 for
holocellulose, T-204 for ethanol-benzene extractives, and T-211 for ash.

Pulping of Raw Material

The cellulosic pulp of wheat straw, which is used as a standard for comparison of
the results of other raw materials, was provided by the Ecopapel S. L. company and
obtained under the following operating conditions: 7% sodium hydroxide, 100 °C, a 10
liquid/solid ratio, and a processing time of 150 minutes.

Pulps from other straws were obtained by using a 15-L batch cylindrical reactor
that was heated by means of an electrical wire and linked through a rotary axle — to
ensure proper agitation — to a control unit including a motor actuating the reactor and the
required instruments for measurement and control of the pressure and temperature.

The raw materials were cooked using 7% NaOH, 100 °C, a 10 liquid/solid ratio,
and a processing time of 150 minutes. These operating conditions are the same as those
used in the Specel® process. Next, the cooked material was fiberized in a wet
disintegrator at 1200 rpm for 30 min, and the screenings were separated by sieving
through a screen of 0.14 mm mesh size. The pulp obtained was beaten in a Sprout-Bauer
refiner.

Specel® Process
In Fig. 1, an outline of the process is shown. The bale of wheat straw is placed in
a conveyor belt where strings are removed and slightly cleared.

Raw material
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Fig. 1. The Specel® process
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Then, by blowing, the undesirable elements that may accompany the straw are
removed and, subsequently, wheat straw is put into the digester through the conveyor
belt. Wheat straw moves through the digester crosscurrent to the cooking liquor, reducing
its volume until one sixth of the initial one. Cooked pulp leaves the digester through a
mechanical conveyor, which leads it to a twin screw press in order to extract the cooking
liquor, which is passed forward to the digester to recover the alkali and fibers that it
contains.

The cooked and pressed straw is diluted to 8% to 10%, refined, and then purified.
After the addition of a biocide to ensure its microbial stability, the obtained pulp is dried
and stored for subsequent use in the manufacture of containers.

Pulp Properties

Treated pulp samples were characterized in terms of Kappa number, brightness,
and viscosity according to TAPPI T236cm-85, TAPPI T5250m-92, and TAPPI T230om-
94, respectively. The Kappa number and viscosity were measured five times, and ten
measurements of brightness were obtained in order to calculate a relative standard
deviation, which was found to be <0.1 for the three properties mentioned.

Paper Sheets Characterization

Paper sheets were prepared on an ENJO-F-39.71 sheet machine according to
TAPPI T205ps-95.

Paper sheets were characterized in terms of tensile index (TAPPI T4940m-96),
burst index (TAPPI T4030m-97), and tear index (TAPPI T4140m-98). Two measure-
ments were obtained for each test from ten sheets. The total number of data points was 20
for each cellulosic pulp obtained.

Manufacture of Containers
Oven dry manufacturing process

In Fig. 2, an outline of the oven dry manufacturing process of packaging is
shown. The pulp slurry with a consistency of 1.5% is placed in a cast in which the highest
quantity of water is separated by gravity and subsequently moved by a conveyor belt to
the oven, where it is dried. The production capacity of this molding machine is 2 t of
cellulosic pulp per day.

Thermoformed process

Figure 3 shows a diagram of the thermoformed process. In the first stage of
molding, a slurry of pulp with a consistency of 0.8% is poured over the cast, in which the
greatest quantity of water is drained by gravity. Then it goes through two continuous
thermoformed stages by applying pressure and temperature in order to remove the water
from the container. The capacity of production of this molding machine is 1 t of
cellulosic pulp per day.
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RESULTS AND DISCUSSION

Raw Material

Table 1 shows the results obtained from the characterization of the raw materials
under study as well as wheat straw samples. Ash can cause abrasion and inlays in the
system. For that reason, it is very interesting to work with raw materials that have a low
content in ash. It can be observed that the measured ash contents were similar or lower
than the corresponding value for wheat straw (7.72%) except for the case of barley
(9.49%), which value has the same order of magnitude as rice straw (9.2%) (Rodriguez et
al. 2010), which can be used in the Specel® process without having any problem of
abrasion.

Lignin is a hydrophobic constituent, which is the reason why a high proportion in
pulp would inhibit the water absorption, making the refining difficult. However, a small
quantity of lignin in pulps confers upon them relatively high values of specific volume,
dimensional stability, and stiffness (Garcia Hortal 2007), which are very valuable
properties in the manufacturing of packaging. The lignin contents of the considered raw
materials were similar to that of the wheat straw (17.7%). The hemicelluloses, unlike
lignin, are very hydrophilic, favoring the swelling of fibers, increasing the plasticity,
flexibility, and ability to link, and resulting in an improvement of the density of the sheet
and of all the physical-mechanical properties (Garcia Hortal 2007). The hemicelluloses
content of the considered raw materials were of the same order of magnitude as the
content presented by wheat straw (30.6%).

Table 1. Chemical Characterization of Oats, Maize, Rapeseed, Barley, and
Wheat Straw

Raw Alcohol Ash, | a-cellulose, | Hemicellulose, | Lignin,
Material Extractives, % | % % % %

Oats 6.4 7.00 37.9 37.7 16.6
Maize 6.8 5.95 44.0 30.7 18.2
Rapeseed 7.9 6.38 37.0 36.5 17.2
Barley 8.1 9.49 34.0 27.7 16.3
Wheat 5.2 7.72 39.7 30.6 17.7

In view of the results obtained, the compositions of these four types of raw
materials were judged to be suitable for pulping by means of the Specel® process. The
materials considered were found to have similar values of alcohol extractives, ash, a-
cellulose, holocellulose, and lignin in comparison to wheat straw. The Specel® process
was successfully used with this raw material, so it could be concluded that these raw
materials (oats, maize, rapeseed, and barley), from the point of view of its chemical
composition, are suitable to be used with the Specel® process.
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Cellulose Pulp

Table 2 shows the results of the chemical characterization of the obtained
cellulosic pulps. Note that the rapeseed does not seem to be sufficiently delignified, since
it gave the lowest value of a-cellulose and the highest one for lignin (even higher than the
initial percentage of the raw material).

Table 2. Chemical Characterization of Cellulosic Pulps from Oats, Maize,
Rapeseed, Barley, and Wheat Straw

Raw Alcohol Ash, | a-cellulose, | Hemicellulose, | Lignin,
Material Extractives, % % % % %
Oats 0.89 2.50 69.2 16.4 13.1
Maize 0.86 1.36 71.0 20.0 8.9
Rapeseed 0.82 2.33 62.7 10.5 21.6
Barley 1.31 2.64 69.9 18.3 10.9
Wheat 3.37 10.90 73.0 16.3 2.8

Table 3 shows the values of yield, beating degree, Kappa number, and viscosity.
Rapeseed gave the worst results of the four raw materials studied. The yield of wheat
straw (70%) was higher than the values that other raw materials present, while the
rapeseed raw material showed the lowest yield (63.1%). This data can be compensated by
the low price of this feedstock (30€ / t) (Ecopapel S. L.).

Table 3. Characteristics of Cellulosic Pulps from Oats, Maize, Rapeseed, Barley,
and Wheat Straw

Raw Yield, % Beating Kappa | Viscosity,
Material Degree, °SR | number mL/g
Oats 66.9 36 71.5 465
Maize 65.5 47 56.7 996
Rapeseed 63.1 29 115.1 184
Barley 65.6 61 57.5 468
Wheat 70.0 51 38.6 536
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The kappa number is a measure of delignification that the raw material has
experienced. High values of kappa number imply that the pulp may not be well suited for
carrying out bleaching of the pulps because of high cost; however, if whiteness is not
fundamental in the container, the highest numbers of kappa which have been tested
would not matter. Thus, the best value of kappa number for production of a bleached
product was that of wheat straw (38.6), while the worst value was that shown by rapeseed
straw.

The beating degree ranged between the lowest value, 29 °SR, for the pulp of
rapeseed straw and the highest value, 61 °SR for the pulp of barley straw. The value of
wheat straw pulp was between the previously cited values (51 °SR). A higher °SR value
is often correlated to higher bonding strength of the resulting package, so in this case,
rapeseed straw is not considered suitable for the packaging manufacturing process.

The viscosity values for the cellulose component in the obtained pulps were lower
in all the cases, except for the obtained pulp from maize straw (996 mL/qg), than that of
wheat pulp (536 mL/g), noting the low value of the pulp obtained from rapeseed (184
mL/g). These low values of viscosity may be an inconvenience in cases where the
brightness degree is an important feature in the packaging manufacture process (because
in a bleaching processes there will be further degradation of the cellulose in the fiber,
with a consequent further decrease in the viscosity value).

Paper Sheets

The values of the properties of the paper sheets (tensile index, stretch index, burst
index, tear index, and brightness) (Table 4), were similar to those of the reference sheets,
made by wheat straw pulp. The value of brightness in all the cases was not very high, but
it is not a decisive property for manufacturing containers with these pulps because of the
characteristics and uses that these have. All raw materials studied, except for rapeseed,
yielded similar values of tensile index, stretch index, burst index, and tear index to the
values obtained from the papersheets made from wheat straw. Therefore it can be said
that oats, maize, and barley can be employed with the Specel® process for obtaining
cellulosic pulps intended for the manufacture of packaging. The rapeseed, on the other
hand, does not seem appropriate due to the significantly lower values of certain physical
properties of the paper sheets.

Table 4. Characteristics of the Paper Sheets

Raw Tensile Index, Stretch Burst Index, Tear Index, Brightness,
Material Nm/g Index,% kN/g mNm?/g %
Oats 64.0 1.84 2.966 2.049 57.1
Maize 68.2 1.85 3.284 2.837 60.2
Rapeseed 42.8 1.21 1.630 2.207 64.3
Barley 63.9 1.75 3.169 2.300 55.7
Wheat 43.5 271 2.330 2.620 60.0
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CONCLUSIONS

The four studied raw materials (oats, maize, rape, and barley) were judged to be
suitable to be utilized in the Specel® process in order to obtain cellulosic pulp for its use
in the production of ecological containers. The obtained yields in the four cases were
very similar to the reference case, which was wheat straw. Since the costs per ton of raw
material were similar, the utilization of these materials can be recommended.
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Barley Straw (Hordeum vulgare) as a Supplementary
Raw Material for Eucalyptus camaldulensis and Pinus
sylvestris Kraft Pulp in the Paper Industry

Fatima Vargas,? Zoilo Gonzalez,* Orlando Rojas,® Gil Garrote,¢ and
Alejandro Rodriguez *

The present study shows that barley straw (Hordeum vulgare) can be a
supplementary raw material of softwoods and hardwoods such as Pinus
sylvestris and Eucalyptus camaldulensis, respectively, for the production
of cellulose and paper, reducing an agricultural residue that has no added
value. Barley straw has a lower content of cellulose at 36.4% than P.
sylvestris and E. camaldulensis, but it contains a lower quantity of lignin,
15.9%. After pulping with soda anthraquinone (AQ), high contents of
cellulose (56.5 to 67.5%) and holocellulose (>80%) were attained. Paper
sheet properties were able to reach, and even improve upon, those of
wood species (Pinus and Eucalyptus) pulped with kraft. Better values of
total yield (56.5%), Kappa number (8.9), and ISO brightness (36.4%), were
attained for paper sheets from barley straw pulp versus E. camaldulensis
and P. sylvestris, respectively, and comparable values for viscosity,
tensile, and burst index were obtained.
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INTRODUCTION

Nowadays, the sustainability concept is being widely applied in all aspects of life,
especially regarding biomass resources to produce energy and different types of materials
such as cellulose, for paper production. Traditionally, two very well-known wood families
are used in the paper industry, Pinaceae and Myrtaceae. Pinus and Eucalyptus are the most
used genera because of their fast growth rate. However, demand for wood for different uses
has increased considerably, and trees are felled faster than forests can recover. As a
consequence, deforestation and desertification are affecting a large area of forests,
becoming an important problem to face.

Because of this (deforestation and desertization), it would be interesting to use
alternative sources such as non-wood biomass. In this way, straw can be suggested as a
supplementary raw material to be studied in the paper industry for the production of pulp
and paper and other derivatives. Usually, when cereals are harvested, straw has no added
value other than animal feed. As a result, straw is generally burned, in situ, by farmers,
releasing black smoke that contributes to air pollution. It is estimated that biomass burning
produces 40% of the carbon dioxide (COz), 32% of the carbon monoxide (CO), 20% of the
particulate matter, and 50% of the polycyclic aromatic hydrocarbons released to the
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environment on a global scale (Kambis and Levine 1996). It is also important to note that
the production of dioxins due to incomplete burning causes the release of highly toxic and
carcinogenic compounds (Lemieux et al. 2004; CEC 2014). On top of that, it can cause
pollution of the soil as emissions of nitrous oxide from the decomposition of crop residues
on cultivated soils is common; in 2012, a total of 192,581 gigagrams of CO: equivalents
were released to the atmosphere. In particular, barley straw (Hordeum vulgare) could be a
good option to be considered as a raw material in the pulp and paper industries, taking into
account that in 2012, due to barley residues, 10** grams of CO2 equivalents were released
to the atmosphere in the world (5.2% of total emissions). A total of 57.9% of these
emissions were from Europe, and Spain was among the 10 top emitters in 2012 with 465.82
time 10'° grams of CO2 equivalents. In addition, in 2013, the production of barley (cereal)
over the world was 144 M tons; 59.3% of the production was carried out in Europe, and 10
Mtons were produced in Spain (12% of the total production of Europe). Moreover, Spain
is fifth on the list of top producers of the world, preceded by Russia, Germany, France, and
Canada. Barley is the fifth most produced commodity in Europe and the most produced in
Spain, followed by olives, wheat, maize, and sugar beets (FAOSTAT 2014).

In a preliminary study, it was shown that the pulping of barley straw and other kinds
of straws under weak conditions (100 °C, 7% NaOH oven dry matter (0.d.m), 10
liquid/solid ratio (LSR), and 150 min of cooking) results in very good paper properties for
packaging products and can be used at an industrial scale (Vargas et al. 2012). For this
reason, as a complement to the previous study, it has been considered important to study
the use of barley straw under not very harsh conditions in order to produce pulp to
manufacture cellulose destined for paper uses. In the present study, the aim was to find the
optimal condition to produce cellulose and paper from barley straw in order to give value
to this residue and transform it into a byproduct of agriculture activity, reducing the
negative effects of its decomposition on the environment. Besides, the additional goal of
this work was to demonstrate that in comparison to some wood species used in the paper
industry such as pine and eucalyptus pulped by kraft processes, paper made from barley
straw through a soda-anthraquinone (soda-AQ) process presents great potential to be an
additional raw material for use by paper industries.

For this goal, the soda-anthraquinone pulping process has been studied for the
previously mentioned raw material. Usually, pulping processes produce pollutant effluents,
especially when sulfur compounds are used as delignificant agents, as in the kraft process.
On the contrary, for the soda-anthraquinone pulping process, recovery of black liquors is
well known. In that pulping process, anthraquinone produces an acceleration of the alkaline
delignification as well as carbohydrate stabilization (Jiménez et al. 2005). Moreover, it
shows advantages such as a good rate of pulp production, high yields, reduction of cooking
times, and medium values of Kappa number (Sanchez et al. 2010).

In this work, Hordeum vulgare was characterized in terms of its contents in
holocellulose, a-cellulose, and lignin. Also, an experimental factor design was used to
examine the influence of operational variables in the soda-AQ pulping of it (viz. soda
concentration, cooking temperature, and time) on the contents in holocellulose, a-cellulose,
lignin, yield, viscosity, and kappa number of the resulting pulps, and also on the breaking
length, stretch, burst index, tear index, and brightness of paper sheets made from it.
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EXPERIMENTAL

Materials

Barley straw was collected from a local farm in Alcala la Real (Jaén, Spain). The
first task was to spread the bales of straw in order to homogenize the moisture of the
material. Second, it was necessary to sift and perform a manual screening in order to
separate undesirable elements such as stones, plastic bags, seeds, dust, and wire. After that,
the straw was dried at room temperature and stored in plastic bags for proper conservation.

Methods
Raw material and pulp characterization

The chemical properties of barley straw and pulps obtained in these experiments
were determined in accordance with the respective standards for the different components
of ethanol extractives (TAPPI T204 cm-97 (1997), 1% NaOH solubles (TAPPI T212 om-
98 (1998)), hot water solubles (TAPPI T207 cm-99 (1999)), a-cellulose (TAPPI T203 cm-
99 (1999)), holocellulose (TAPPI T9m-54 (1998)), Klason lignin (TAPPI T222 om-98
(1998)), ash (TAPPI T211 om-93 (1993)), yield (gravimetrically), viscosity (TAPPI T230
om-99 (1999)), and Kappa number (TAPPI T236 om-99 (1999)).

Paper sheet properties

Paper sheets obtained from the pulping process of barley straw under different
conditions were characterized according to the following standard methods: breaking
length (TAPPI T494 om-96 (1996)), tensile index (TAPPI T494 om-96 (1996)), stretch
index (TAPPI T494 om-96 (1996)), burst index (TAPPI T403 om-97 (1997)), tear index
(TAPPI T414 om-98 (1998)), and I1SO brightness (ISO 2470-2 (2008)). Five measures of
brightness on both sides of each sheet were made, getting a standard deviation lower than
3 for 93% of the measurements. For the rest of the properties, two measures in ten sheets
were carried out.

Pulping of raw material

Pulps from barley straw were produced using a 15-L batch cylindrical reactor that
was heated by means of an electrical wire linked through a rotary axle to ensure proper
agitation and to a control unit including a motor actuating the reactor, and the required
instruments for measurement, control of pressure, and temperature.

The experimental conditions of work in the reactor were given by three independent
variables as follows: temperature (100, 130, and 160 °C), time (90, 120, and 150 min), and
soda concentration (0.d.m) (8, 11, and 14%), with a constant liquid/solid ratio of 10 and
1% of anthraquinone (0.d.m). These operating conditions were selected based on previous
works and experiments in order to obtain proper values of yield, cellulose content in the
pulps, and good values for the properties of the sheets. After pulping, the pulped material
was washed with water, fiberized in a wet disintegrator at 1200 rpm for 30 min, and beat
in a Sprout-Bauer defibrator (Germany). Finally, the screenings were separated by sieving
through a 0.14 mm mesh, and the pulps were dried at room temperature and stored in bags
until used.

Experimental design
As in previous works (Rodriguez et al. 2011), a second order factorial design was
used, and the experimental data was fit to the following second-order polynomial (Eqg. 1),
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Y = ag + a1 Xy + apX; + azXs + - + a1 XE + a1oX0 Xy + @13 XpXs F oot Q30 XE +053X Xg+ o+ azzX; (1)

where Y denotes a characteristic or property of the pulp (pulp yield, viscosity, Kappa
number) or a paper sheet property (tensile, stretch, burst or tear index, brightness), and
coefficients ao, a1, az.. are unknown characteristic constants estimated from the
experimental data. The independent variables Xr, X, and Xs represent the normalized
values of the pulping process: temperature, time, and soda concentration.

The independent variables are normalized from -1 to +1 according to Eq. 2:

X(tt5)=2 XX (2

Xmax—Xmin

In this way, it becomes easier to compare the coefficients and the individual effects
of the independent variables on the response variable, improving the estimation of
regression coefficients and decreasing interrelations between lineal and quadratic terms.
Using experimental data for each one of the dependent variables of the pulping process for
the different experiments of the experimental design, proceeding with a multiple regression
analysis by using the Biomedical Computer Programs BMDP ©Statistical Software (Dixon
1988), considering all the terms of Eq. 1 and driving out all those terms in which F-
Snedecor is lower than 3, and by using the Stepwise method (Draper and Smith 1981),
equations that connect the dependent and independent variables were found.

RESULTS AND DISCUSSION

Raw Material

Chemical characterization of barley straw was carried out according to the TAPPI
standards, giving the results shown in Table 1. All the experiments were carried out in
triplicate.

Table 1. Chemical Characterization of Barley Straw as a Raw Material versus
Wood Species Eucalyptus camaldulensis and Pinus sylvestris

Content (%)
Chemical Euclglyiptus. | Eu<|:§1I3|/ptu§ | IIDinuts_
characterization camaldulensis camaldulensis sylvestris
Hordeum vulgare (Khristova et al. (Dharm and (Sable et
2006) Tyagi 2011) al. 2012)
1% NaOH extractives 40.9+0.5 - - -
a-cellulose 36.4+0.1 44,1 - 49
Holocellulose 73.8+0.2 - 55.6 -
Klason Lignin 15.97+0.2 20 33.2 27.1
Ash 8.310.25 0.7 1.26 0.3
*Kurschner-Hoffer cellulose
**Considered as total lignin
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For Hordeum vulgare, the value obtained for the 1% NaOH solubles predicts
average pulping yield values of around 40 to 50%. These values, not high in comparison
with conventionally raw materials used in the paper industry, allowed the use of at least
50% of the total quantity of the raw material. When comparing barley straw content of
cellulose and lignin to some examples of softwoods and hardwoods used in the paper
industry such as pine (Pinus sylvestris) (Sable et al. 2012), and eucalyptus (Eucalyptus
camaldulensis) (Khristova et al. 2006; Dharm and Tyagi 2011), lower cellulose values can
be observed in barley straw composition (36.4%) compared to pine (49%) and eucalyptus
I (44.1%). Despite this fact, lignin content in barley straw has the lowest value at 15.9%.
This can be considered total lignin as acid soluble lignin content for untreated barley straw
is lower than 1.5% (lroba et al. 2014) versus 27.1% in the case of pine (Sable et al. 2012),
and 20% and 33.2% for eucalyptus | (Khristova et al. 2006) and eucalyptus Il (Dharm and
Tyagi 2011), respectively. It can also be seen that holocellulose content is higher for barley
straw (73.8%) than for Eucalyptus camaldulensis 11 (55.6%). Barley straw ash content is
higher than that of pine and eucalyptus. It is known that a high content of ash can cause
abrasion and inlay in pipes systems. However, it has been demonstrated that this raw
material can be used in industrial processes without causing further problems of clogging
(Vargas et al. 2012).

Soda Process and Polynomial Design

In this process, barley straw was subjected to pulping at given sodium hydroxide
concentrations, temperatures, cooking time, and a liquid/solid ratio of 10, according to the
experimental design, as shown in Table 2. These operational conditions were chosen taking
into account previous works (Vargas et al. 2012). With this pulping process, it is possible
to eliminate most of the lignin content of raw materials and further reduce degradation of
hemicelluloses and cellulose (Vargas et al. 2012). Additional advantages of this process
compared to kraft, the most used process for industrial pulping. The residual liquors are
free of sulfur components; it is possible to use this process with different raw materials -
wood and non-wood- as cereal straw, olive tree prunings, etc., obtaining good yield values
and pulp and papersheets properties.

Table 2 shows the operational conditions and experimental values for chemical
characterization of barley straw pulps with Soda-AQ as reagent, which differed less than
5% from their means as obtained in triplicate measures.

It can be observed that after pulping, the content of cellulose obtained had increased
up to high values between 56.5% and 67.5%, reaching the maximum at the strictest
conditions in experiment 2. Moreover, as can be noted from experiments 6, 10, 11, 12, and
14 in Table 2, under different pulping conditions, very similar contents of cellulose were
obtained. Besides, the content of holocellulose was over 80% in all the experiments,
reaching almost 93% in experiment 6. In addition, a good delignification was achieved.
Lignin decreased from 15.9% to values lower than 7.8% in all experiments except for those
in which soda concentration applied was the minimum (8%). Additionally, it is worthy to
mention that ash content after pulping process decreased drastically. As can be seen from
chemical composition after the pulping process, it seems to be that pulps must have a good
chemical composition in order to manufacture paper.

In Table 3, experimental values of total yield after pulping process, and paper sheets
properties from soda-AQ pulping of barley straw are shown.
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Table 2. Experimental Values for Chemical Characterization

Temperature Normalized a- Klason
Experi- (°O), Holocellulose, L Ash,
. : values celullose, Lignin,
ment Time (min), (X7, Xo, Xo) (%) (%) (%) (%)
Soda conc. (%) T A A 0 o
1 130,120,11 0,0,0 59.4+0.1 82.8+0.1 5.740.2 | 1.28+0.17
2 160,150,14 1,1,1 67.5+0.2 91.9+0.3 2.9+0.7 | 1.08+0.01
3 100,150,14 -1,1,1 59.9+0.2 85.7+0.5 6.1+0.4 | 1.55+0.08
4 160,150,8 1,1,-1 60.1+0.1 86.5+0.2 11.5+£0.2 | 2.52+0.10
5 100,150,8 -1,1,-1 56.5+0.1 83.8+0.7 11.4+0.7 | 1.35%£0.05
6 160,90,14 1,-1,1 66.7+0.1 92.8+0.4 0.7£0.2 | 1.42+0.10
7 100,90,14 -1,-1,1 59.5+0.2 84.0+0.5 7.8£0.2 | 0.99+0.43
8 160,90,8 1,-1,-1 57.8+0.2 80.9+0.1 11.2+0.5 | 3.07£0.01
9 100,90,8 -1,-1,-1 57.7+0.1 84.7+0.7 12.3+0.6 | 0.78+£0.48
10 130,150,11 0,1,0 64.9+0.4 91.5+0.5 5.7+0.1 | 1.16+0.02
11 130,90,11 0,-1,0 64.8+0.1 90.7+0.1 6.7£0.4 | 1.12+0.01
12 130,120,14 0,0,1 63.9+0.1 88.8+0.5 3.6+0.3 | 1.11+0.12
13 130,120,8 0,0, -1 57.1+0.2 82.7+0.4 9.9+0.9 | 1.58+0.26
14 160,120,11 1,0,0 64.8+0.1 89.7+0.2 7.1+0.1 | 1.35+0.04
15 100,120,11 -1,0,0 59.5+0.5 86.5+0.1 7.8+0.3 | 1.26+0.06
Table 3. Experimental Values of the Paper Sheets Properties

Total Viscosit Kappa Tensile | Stretch | Burst Tear ISO
Experiment | Yield (mL/ )y Nurﬁger Index Index | Index Index Brightness

(%) g (Nm/g) | (%) | (kN/g) | (mNm?/g) (%)

1 415 669.6 37.9 73.9 2.46 3.92 2.52 28.1

+2.5 +1.0 +1.2 +0.07 +0.14 +0.09 0.4

5 41.9 770.7 13.6 52.3 2.40 3.06 2.72 37.1

+0.1 +0.25 +3.0 +0.30 +0.08 +0.04 +0.9

3 46.7 655.7 42.5 68.6 1.99 3.66 2.53 33.3

+2.3 +0.2 +1.8 +0.11 +0.18 +0.05 +0.1

4 45.8 668.9 78.4 41.6 1.68 2.16 2.60 17.1

4.4 +0.5 +3.0 +0.22 +0.17 +0.05 +0.1

5 54.7 484.7 63.9 62.9 1.67 3.19 2.39 27.4

+0.1 +1.3 +1.7 +0.18 +0.09 +0.08 +0.1

6 375 765.9 10.1 56.4 2.28 3.46 2.57 37.2

+0.1 +0.1 +4.2 +0.30 +0.37 +0.06 0.2

7 514 531.1 52.6 72.4 2.09 4.01 2.51 30.7

) +2.3 +1.2 +2.2 +0.12 +0.16 +0.07 +0.1

8 456 606.3 73.7 43.8 1.84 211 2.46 17.8

+3.8 +1.3 +2.1 +0.19 +0.13 +0.05 +0.1

9 56.2 474.8 75.1 64.1 1.47 3.16 2.44 27.4

) +0.1 +0.2 +4.9 +0.30 +0.20 +0.10 +0.1

10 47.9 683.7 39.0 68.2 2.32 3.57 2.41 27.5

+0.1 +0.2 +4.3 +0.23 +0.13 +0.07 2.4

11 436 632.7 355 75.7 2.37 4.05 2.45 30.0

+4.3 +0.2 +2.6 +0.17 +0.18 +0.05 +0.4

12 43.3 699.8 21.3 67.2 2.07 3.59 2.58 37.0

+0.1 +0.26 +1.5 +0.13 +0.20 +0.05 +0.1

13 492 519.1 64.1 59.6 1.89 3.07 2.37 21.3

+2.3 +1.1 +2.8 +0.15 +0.11 +0.07 +0.1

14 40.4 688.3 47.8 55.6 1.84 2.87 2.58 20.8

+3.9 +0.1 +3.3 +0.23 +0.18 +0.09 0.1

15 505 601.4 49.9 73.2 1.73 3.83 2.46 315

) +3.9 +0.3 +3.5 +0.27 +0.30 +0.09 0.1
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In the experiments that were carried out, the total yield fluctuated between 37.5%
and 56.2%, corresponding this maximum to the weakest operational conditions. The
highest viscosity value, 770.7 mL/g, was not achieved under the least stringent condition,
but instead under the strictest one, and the lowest, 474.8 mL/g under the least stringent one.
The lowest Kappa number that was obtained in the experimental design was 10.1, at the
maximum temperature and soda concentration, but minimum cooking time (experiment 6).
This Kappa number differs very little from the 13.6 value resulting from the most severe
conditions (experiment 2). In terms of energetic efficiency, it would be better to minimize
the cooking time, which may allow reduction in capital expenses. The maximum values
obtained for tensile, stretch, burst, and tear indexes and ISO brightness, under different
operational conditions, were 75.7 Nm/g, 2.46%, 4.05 kN/g, 2.72 mNm?/g, and 37.2%,
respectively. These are considered very good mechanical properties in handsheets.

In order to adjust the experimental data shown in Table 3, a multiple regression
analysis was carried out by considering the independent variables to be temperature,
cooking time, and soda concentration.

The selection of the statistically significant terms of the polynomial model was
determined according to the F-Snedecor and had to be higher than 3, and a Student t-test
that had to be higher than 1.75. Additionally, confidence intervals at 95% for the
coefficients of each variable or parameter constant of models, did not include the zero.

The equations for the different dependent variables, in relation to pulp
characteristics and the obtained paper sheets, are shown in Egs. 3 through 10:

Yield= 44.78+1.35 Xt X+2.45 Xs2-3.07 Xs-4.83 X (3)
Viscosity= 655.13-37.45 Xs2+25.29 X¢+66.94 Xs+75.22 Xr (4)
Kappa Number= 39.56+3.69 X1 X-6.04 X1+11.20 X72 -10.56 Xs X-21.51 Xs (5)
Tensile Index= 72.02+1.16 Xs X7-1.88 Xi-6.76 X12-7.72 Xs?+4.49 Xs-9.15 Xt (6)
Stretch Index= 2.15+0.17 X+0.11 X7-0.39 Xr2+0.23 Xs ©)
Burst Index= 3.79-0.34 X1%-0.36 Xs?+0.41 Xs-0.42 X7 (8)
Tear Index= 2.46+0.04 X1 X¢+0.06 X1%+0.06 Xr+0.06 Xs (9)
Brightness= 28.28-2.03 X1+3.78 Xs X1+6.43 Xs (10)

where X1, Xt, and Xs represent normalized values for temperature, time, and soda
concentration, respectively.

From Egs. 3 to 10, it can be observed that time (X:), temperature (Xr1), and soda
concentration (Xs) have influence on all the dependent variables except for burst index and
ISO brightness, where cooking time does not have an important effect.

The values for multiple-R, R?, and adjusted-R? of the corresponding Egs. 3 through
10, as well as the highest values for p, and the lowest for Student t-test (for a 95% of
confidence interval), are shown in Table 4.
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Table 4. Values of Statistical Parameters for the Equations that Relate the
Considered Dependent Variables of the Paper Sheet Properties to the Operation
Variables during the Pulping of Hordeum vulgare Straw with Soda-AQ

Equation Multiple R R? Adjusted R? p< t>
Yield 0.9577 0.9172 0.8840 0.0690 211
Viscosity 0.9609 0.9233 0.8927 0.0492 2.24
Kappa Number 0.9898 0.9797 0.9684 0.0238 2.72
Tensile Index 0.9937 0.9875 0.9782 0.0713 2.08
Stretch Index 0.8955 0.8019 0.7227 0.1116 1.75
Burst Index 0.9513 0.9051 0.8671 0.0263 2.60
Tear Index 0.9137 0.8348 0.7687 0.0341 2.45
Brightness 0.9581 0.9180 0.8956 0.0124 2.99
p = p-value
t = Student t-test value

A good fitting of the experimental data was obtained for the calculation of all the
response variables, as multiple R, R?, adjusted R?, p, and Student t-test (Table 4). The data
achieved multiple-R and R? values superior to 0.90 for all the dependent variables, except
for stretch index and tear index (R?), with a Kappa number and tensile index superior to
0.96. The estimated values through the previous equations reproduced the experimental
results of the considered dependent variables for the paper sheets with errors lower than
3.3% for yield and 8.56% for stretch index in 87% of the experiments; 6.1% for viscosity,
6.71% for burst index, and 9.9% for brightness in 93% of the experiments; and, finally,
2.8% for tensile index and 2.53% for tear index in all the experiments.

Equations 3 through 10 make it possible to predict results of any of the dependent
values, as long as they are in the range of the normalized values. To determine the values
of the independent variables that result in the optimal values for each one of the dependent
variables of the pulp and paper sheets (yield, viscosity, Kappa number, tensile, stretch,
burst and tear index, and brightness), a non-lineal programming, following More and
Toraldo’s method (1983), was applied.

In Table 5, optimal values of dependent variables, and the corresponding required
values for operation variables are shown. From results shown in the table it can be noted
that by working with the minimum cooking time (90 min), the optimal values for dependent
variables are reached, except for viscosity, and tear index which need 150 min to get the
best results. Working at reduced times involves power efficiency as well as a higher
production rate and a reduction of the costs. Soda concentration has an important effect
over all the dependent variables with values of Xs close to 1, except for the tensile index
of 0.24 and the burst index of 0.57, which present values closer to Xs=0 and -1, to get the
optimal yield. Finally, temperature (Xr) has an essential influence over viscosity, Kappa
number, tear index, and brightness.

The optimal values obtained for barley straw through soda-AQ pulping process in
the present work are compared in Table 6 to those obtained in previous works for wood
species also used in the paper industry, such as Eucalyptus camaldulensis (Khristova et al.
2006; Dharm and Tyagi 2011) and Pinus sylvestris (Sable et al. 2012), that have been
pulped through the kraft process.
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Table 5. Values of Operations Variables for Barley Straw Soda-AQ Pulping
Process to Get the Optimal Values for the Dependent Variables Related to Paper
Sheets

Dependent Optimal value for dependent Values of independent variables to achieve
vaF;iabIes variable (maximum or optimal values for dependent variables
minimum*) X1 Xt Xs
Total Yield (%) 56.5 -1 -1 -1
Viscosity
(mL/g) 785.6 1 1 0.89
Kappa " )
Number 8.9 0.91 1 1
Tensile Index
(Nm/g) 77.4 -0.66 -1 0.24
Stretch Index
(%) 2.56 0.14 -1 1
Burst Index
(kN/g) 4.03 -0.62 -0.6 0.57
Tear Index
(mNm?/g) 2.72 1 1 1
Brightness (%) 36.4 1 -0.6 1

Table 6. Experimental Values Obtained for Eucalyptus and Pine versus Barley
Straw Optimal Values

Total Viscosity | Kappa Tensile | Stretch | Burst Tear Brightness
Yield (mL/g) Number Index Index Index Index (%)
(%) (Nm/qg) (%) | (kN/g) | (MNm?/g)
E.
camadulensis | - 44 908 244 | 794 | nla | 47 8.7 25.9
(Khristova et
al. 2006)
E.
ffa’g‘;‘]'gr”rfgf]g 5244 | nla | 2218 | 539 | nia | 349 | 549 n/a
Tyagi 2011)
P. sylvestris
(Sable etal. | 45.9 n/a 27.5%* 335 1.1 1.57 n/a n/a
2012)
Hordeum | oo | 756 | 89 | 774 | 256 | 403 | 272 36.4
vulgare
*Screened yield
**Estimated data from Klason lignin value
n/a: not available

From Table 6 it can be seen that total yield is found to be similar or even higher for
barley straw than for eucalyptus. The screened yield of barley straw, 47.4%, is very close
to the screened yield for P. sylvestris, 45.9%. It can be seen that if Hordeum vulgare
viscosity is compared to the one for E. camaldulensis |, the value is lower, 785.6 mL/g, but
still high and considered a good value. Furthermore, as an unusual behavior and due to the
nature and composition of the raw material, the highest viscosity coincides with the most
severe operational conditions, the maximum quantity of cellulose at 67.5%, a high quantity
of holocellulose at 91.9% and low lignin content of 2.9%, would lead to better mechanical
properties in the formation of paper sheets. For the Kappa number, it can be seen that a low
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value of 8.9 can be obtained through the soda-AQ pulping process versus the kraft process.
It is worthy to mention that from a non-wood raw material like barley straw, a very good
tensile index in paper sheets of 77.4 Nm/g has been attained, compared to E. camaldulensis
I tensile index of 79.4 Nm/g, and higher than 53.9 and 33.5 Nm/g for E. camaldulensis |1
and P. sylvestris, respectively. The optimal value of burst index accomplished for barley
straw of 4.03 kN/g is also comparable to that obtained for E. camaldulensis I at 4.70 kN/g,
slightly superior to E. camaldulensis Il , and much higher than for P. sylvestris at 1.57
kN/g. The best value of tear index of barley straw was the worst among the studied species.
However, ISO brightness was higher at 36.4%, compared to E. camaldulensis I at 25.9%.

Taking into consideration that the harvested area of barley over the world was about
50 Mha in 2013, the production yield was 2.908 tons of cereal per hectare in that year. The
ratio of harvested barley straw/produced cereals is 0.53 (MAGRAMA 2014), and the
amount of residue per hectare was 1.541 tons. If an average yield of pulping of 50% is
considered, more than 38 Mtons of pulp could be produced from this residue, thereby
avoiding pollution of the atmosphere and soils and reducing the cutting of trees (up to 20%
of the total produced wood pulp).

As mentioned in the previous paragraph, if an average yield of pulping of 50% is
taken into account, and considering the average values of holocellulose that pulps present,
around 43 g of holocellulose can be obtained from 100 g of barley straw. From this quantity
of holocellulose, around 60% is alpha cellulose, which implies about 26 g of pure cellulose,
with diverse applications, being hemicelluloses of commercial interest. Hemicelluloses are
applicable as gels, films, coatings, adhesives, and stabilizing and viscosity-enhancing
additives in food and pharmaceuticals, as well as in other industrial branches. Some of
them serve as biodegradable components in composites with synthetics or pre-polymers
for production of new functionalized polymeric materials (Ebringerova 2006).

CONCLUSIONS

1. Barley straw has a lower content of cellulose compared to Pinus sylvestris and
Eucalyptus camaldulensis, but a lower quantity of lignin.

2. High contents of cellulose and holocellulose were attained through the soda-AQ
pulping process of barley straw.

3. In order to get optimal results for paper sheets, it is necessary to apply the highest
concentration of soda, except for tensile and burst index.

4. Temperature has a low influence on total yield, tensile, and burst index, while having
a relevant impact on the rest of the dependent variables.

5. Paper sheet properties can equalize, and even improve upon, those for Pinus, and
Eucalyptus pulped with kraft.
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In the present work, the hydrothermal valorization of an abundant agricultural residue has been studied
in order to look for high added value applications by means of hydrothermal pretreatment followed by
fed-batch simultaneous saccharification and fermentation, to obtain oligomers and sugars from autohy-
drolysis liquors and bioethanol from the solid phase. Non-isothermal autohydrolysis was applied to bar-
ley straw, leading to a solid phase with about a 90% of glucan and lignin and a liquid phase with up to
168 g kg~! raw material valuable hemicellulose-derived compounds. The solid phase showed a high
enzymatic susceptibility (up to 95%). It was employed in the optimization study of the fed-batch simul-
taneous saccharification and fermentation, carried out at high solids loading, led up to 52 g ethanol/L

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

During this century, due to depletion of traditional energy
sources, and the need of an environmentally sustainable economy,
structural changes in the global economy will be mandatory.
According to the analysis of the Energy Watch Group (Zittel
et al., 2013) it is quite likely that, in 2030, world oil production will
have declined by 40% compared to 2012. This situation will be a
problem for the supply of energy and materials, and requires a
transition to an economy based on renewable sources. By 2030,
the European Union expects an increase up to the 30% of heat
and power generated from biomass (Star-COLIBRI, 2011). One of
the most promising options is the second generation bioethanol.
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The bioethanol production from biomass is an important alterna-
tive to fossil fuels that will ensure the supply, reduce the green-
house emissions and dependence on imports and can be easily
implemented in current vehicles with few modifications (Cook
and Devoto, 2011).

Biomass can be obtained from several sectors, but agricultural
residues are expected to play a major role in the future biorefiner-
ies (Star-COLIBRI, 2011). There is a considerable interest in using
straw, a byproduct, for industrial fiber or biofuel (ethanol) produc-
tion (Soon and Lupwayi, 2012). Cereal straw is a residue of harvest-
ing obtained in important amounts that constitutes a considerable
biomass resource which could be used as an important byproduct
for bioethanol production. A part of these residues is burnt in situ,
producing non-desirable emissions, or used as animal feed, but it
presents a low nutritional value and digestibility (Lopez et al.,
2005). Barley is an abundant cereal with a yearly world production
of 142 + 2 million tons (average value of the last 20 years, accord-
ing to FAO). Spain is the fifth largest world producer, with an
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ABSTRACT: Straw is one of the main lignocellulosic wastes produced during cereal crop cultivation. The abundance of barley
straw makes it a good candidate for bioethanol production. This work deals with barley straw pretreatment by means of
autohydrolysis in order to get xylooligosaccharides in the liquid phase, followed by an organosolv treatment using ethanol to
increase the solid phase enzymatic susceptibility. Up to 17.4 g oligomers/L were obtained in the hydrothermal stage, in which
practically all the cellulose and lignin remained in the solid phase. The solid phase from the hydrothermal-delignification was
subjected to an experimental design in order to study the effect of pretreatment conditions on the bioethanol production, with
values of solids concentrations in the range 7.7—20 wt % and values of enzyme loading in the range 14 FPU/g to 6 FPU/g. In the
experiments carried out at a liquid to solid ratio =4 g/g, it is possible to obtain 31.6 g ethanol/L in just 9 h (corresponding to
100% ethanol conversion), with optimum results of 44.5 g ethanol/L in 46 h (90—93% glucose to ethanol conversion) and with a
maximum concentration of 48.7 g ethanol/L in 89 h (79% conversion). The combination of a hydrothermal pretreatment (under
conditions that lead to the recovery of high amounts of hemicellulosic byproducts), followed by an organosolv treatment under
mild conditions, turns out to be suitable for second generation bioethanol production, applying a high solids loading, by means of

fed-batch simultaneous saccharification and fermentation.

Bl INTRODUCTION

Ethanol is nowadays the most widely used liquid biofuel
alternative to fossil fuels." Biomass resources such as
lignocellulosic materials could be used to provide large-scale
biomass to the energy industry.” Ethanol from lignocellulosic
materials (LCM) is called second generation bioethanol.’
Second generation bioethanol would mean a net reduction of
up to 85% of emissions of greenhouse gases.”

Straw is one of the main lignocellulosic wastes produced
during cereal crop cultivation. The principal constituents of
LCM are cellulose, hemicelluloses, and lignin. Barley straw is an
abundant byproduct from barley production. The abundance of
barley straw and its high carbohydrates content make it a good
candidate for the production of bioethanol.* Barley straw is the
second most abundant agricultural residue in Europe, after
wheat straw.” 144 million metric tons of barley were produced
in the world in 2013. Europe (59.7%), Asia (15.2%), and
America (14.7%) are the main producing regions.6 The main
byproduct of barley is straw, with a ratio of up to 530 kg straw/
metric ton grain.

During the conversion of the LCM to bioethanol, the main
task is the pretreatment step, which is necessary to break the
tight lignocellulosic structure cellulose, hemicelluloses, and
lignin, allowing, among many other things, the easier
conversion into fermentable sugars.8 An ideal pretreatment
should comply with the following conditions: (1) simple and
inexpensive operation, (2) reduction of particle size easily, (3)
low consumption of energy, water, and chemicals, (4) little

4 ACS Publications  © 2016 American Chemical Society
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corrosion, (S) capability to alter the LCM structure, (6)
minimal polysaccharides losses, (7) possibility to produce large
quantities of hemicelluloses that result in high added value
compounds, (8) generation of low quantities of furans and
phenolic acids. (9) obtaining a solid fraction with high cellulose
content and high enzyme susceptibility, (10) production of
lignin and/or derivatives of high quality, and (11) low waste.
Taking this into account, autohydrolysis seems to be an ideal
pretreatment.

In the autohydrolysis or hydrothermal process (compressed
hot water treatment), an aqueous suspension of LCM, without
the addition of foreign chemicals, is heated, causing hydrolytic
degradation of hemicelluloses (through reactions catalyzed by
hydronium ions, first generated from water autoionization and
in subsequent reaction steps coming from organic acids
generated in situ, as acetic acid). When autohydrolysis is
conducted under suitable conditions, the obtained liquid phase
is rich in hemicelluloses as xylooligomers, useful in several
industries (food, pharmaceutical, etc.), while the solid phase
(composed mainly of cellulose and lignin) is suitable for
conversion to ethanol and can be previously subjected to an
organosolv delignification stage in order to increase its
enzymatic susceptibility and removal of lignin.”
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Conclusiones objetivo 1

I. 1) La caracterizacién quimica de las diferentes materias primas empleadas (cebada,
avena, maiz, trigo y colza) reveld una composicién quimica muy similar de todas ellas,
presentando valores en el rango de: 5,2% (trigo) y 8,1% (cebada), para extractos en etanol;
34% (cebada) y 44% (maiz) para oa-celulosa; 27,7% (cebada) y 37,7% (avena) para la
hemicelulosas; 16,3% (cebada) y 18,2% (maiz) para lignina; y, 5,95 (maiz) y 9,49% (cebada)
para cenizas. Considerando la paja de trigo como material de referencia en el proceso Specel®,
cuyos valores obtenidos para extractos en etanol, a-celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas
fueron 5,2%, 39,7%, 30,6%, 17,7%, 7,72%, respectivamente, se puede concluir que todas las
materias primas mencionadas, desde el punto de vista de su composicidon quimica pueden ser

empleadas a nivel industrial en el proceso Specel®.

Conclusiones objetivos 2y 3

1.2) La pasta celuldsica obtenida a nivel industrial a partir de la paja de trigo mediante
el proceso Specel® presenté los valores mds altos para los datos de extractos en etanol
(3,37%), cenizas (10,90%) y a-celulosa (73%), siendo su contenido en lignina el valor mas bajo
(2,8%) de entre todas las pastas celuldsicas estudiadas, con un valor de hemicelulosa
intermedio (16,3%). De las pastas celulésicas obtenidas en el laboratorio (avena, maiz, colza 'y
cebada), las obtenidas a partir de paja de colza presentaron los peores resultados (alto
contenido en lignina, 21,6% y bajo en hemicelulosa, 10,5%), siendo muy parecidas

guimicamente entre si el resto de pastas obtenidas.

1.3) El rendimiento del proceso de pasteado fue muy similar tanto para la pasta de
trigo (70%) como para la cebada, avena y maiz, presentando la colza el menor de los valores
(63,1%). De nuevo este material presenté los peores resultados en cuanto a grado de refino,
numero Kappa y viscosidad, siendo los mejores para las pastas obtenidas a partir de paja de

cebada.

Conclusiones objetivo 4

1.4) Las hojas obtenidas a partir de los materiales estudiados, excepto las hechas a
partir de fibras celulésicas procedentes de paja de colza, presentaron valores muy similares a
los de las hojas hechas de celulosa de paja de trigo en cuanto a indice de traccion,
alargamiento, estallido, desgarro y blancura, incluso mejorando los indices de traccion y

estallido.



Conclusiones

I.5) Se puede afirmar que la paja de avena, maiz y cebada son susceptibles de ser
empleadas como materia prima para el proceso Specel®, obteniendo pastas celuldsicas
destinadas a la produccidn de envases ecoldgicos de celulosa moldeada, siendo la paja de colza

la menos recomendada.

ARTIiCULO Il

Conclusiones objetivo 5

11.1) La materia prima empleada, paja de cebada, presentd un contenido menor de a-
celulosa (36,4%) vy lignina (15,9%) que las especies madereras Pinus sylvestris y Eucalyptus

camaldulensis.

11.2) Se obtuvieron elevados contenidos de celulosa (56,5%-67,5%) y holocelulosa
(>80%) mediante el pasteado a la sosa-AQ en las pastas celuldsicas producidas a partir de paja
de cebada, consiguiendo un buen grado de deslignificacion para todos los experimentos,

excepto para aquellos en los que la concentracién de sosa aplicada fue la minima (8%).

11.3) Para obtener unos resultados éptimos en las hojas de papel hechas a partir de
fibras celuldsicas de paja de cebada, es necesario trabajar con la mdxima concentracién de
sosa, excepto cuando se desean obtener valores dptimos para los indices de traccién vy

estallido.

11.4) La temperatura tiene una baja influencia en el rendimiento total del proceso, los
indices de traccion y de estallido, influyendo mas notablemente en el resto de las variables

dependientes.

11.5) Las pastas celuldsicas obtenidas del pasteado a la sosa-AQ de la paja de cebada
tienen una adecuada composicién quimica para la manufactura de papel y envases. Las
propiedades de las hojas de papel hechas a partir de fibras celulésicas de paja de cebada
obtenidas mediante un pasteado sosa-AQ pueden igualar o incluso mejorar las propiedades de
aquellas obtenidas a partir del pasteado Kraft de especies madereras como son pino y

eucalipto.



Conclusiones

ARTICULO 11l

Conclusiones objetivo 6

111.1) El rendimiento del sélido disminuyé a medida que aumenté la severidad del
pretratamiento de autohidrdlisis. El contenido en compuestos no volatiles aumenté desde 226
g'kg? a la severidad mas baja (So=3,15) hasta 329 gkg' a S,=3,91. El contenido en
hemicelulosas (xilano, arabinano y grupos acetilo) disminuyd con la severidad, solubilizandose
aproximadamente el 80-90% de hemicelulosas, sin disolver de manera significativa el glucano
o la lignina, que mantuvieron sus valores en un 90% en la fase sdlida resultante del

tratamiento hidrotérmico.

111.2) Respecto a la fase liquida, los azicares monoméricos se encontraron en bajas
concentraciones. Como tendencia general, la concentracion de glucosa y xilosa aumenté con la
severidad, especialmente la xilosa, debido a la descomposicion de los oligdmeros
hemiceluldsicos. Por otro lado, la concentracion de arabinosa mostré un valor maximo a una
severidad intermedia para luego disminuir a severidades mayores. La concentracién de acido
acético aumentd con la severidad. Los compuestos furanicos (HMF y F) se encontraron en
bajas concentraciones, aumentando también con la severidad. Se concluye que los
xilooligdmeros son la principal fracciéon de oligdmeros, mostrando una proporciéon molar de

xilosa: arabinosa: grupos acetilo 10:1,5:1,3.

Conclusiones objetivo 7

111.3) El sélido autohidrolizado incrementd su susceptibilidad a la hidrdlisis enzimatica
con la severidad, aumentando desde CGyax=50,7£0,3% bajo las condiciones mas suaves hasta
practicamente una conversion cuantitativa del 94-95% bajo las condiciones mds severas. De
igual modo, la conversién maxima a xilosa, CXyax, aumenté desde 42,1+0,3% hasta el
88,0+0,2%. El valor de t;;; aumentd hasta So= 3,45, donde se mantuvo estable en valores de

tl/ZG de 18,5 h Yy tl/zxde 10,4 h.

Conclusiones objetivo 8

I1l. 4) El sélido autohidrolizado sometido a Sy= 4,21 fue elegido para llevar a cabo las
SSF en modo fed-batch. La estrategia de fed-batch en 3 cargas fue mas favorable que en 4.
También se puede afirmar que resultd mas apropiado anadir la totalidad de enzimas al inicio

del proceso que en diferentes batches.



Conclusiones

111.5) La maxima concentracion de etanol (51,7 g etanol/L a las 96 h, 6,5 % v/v) se
obtuvo en el ensayo 3-2, en el que se realizaron 3 cargas de sélidos y nutrientes, afiadiendo la
total cantidad de enzimas al inicio de la sacarificacidon y fermentacién simultanea en modo fed-

batch (FBSSF), consiguiendo una conversién de glucano a etanol del 77%.

ARTICULO IV

Conclusiones objetivo 9

IV.1) Los resultados de la composicion quimica del sdlido autohidrolizado-
deslignificado mostraron que casi toda la celulosa quedd retenida en la fase sélida (mas del
98%), disminuyendo el contenido en hemicelulosas y lignina respecto al sélido autohidrolizado

en las 3 severidades.

Conclusiones objetivo 10

IV.2) Las condiciones dptimas para la FBSSF se encontraron al emplear el sélido
autohidrolizado a S4=3,94 y deslignificado a las condiciones fijadas (concentracién de etanol=
40%; T= 170°C y t= 1 h); con una alta carga en sdlidos, siendo la RLS= 4 g/g, y 10 FPU/g. Bajo
estas condiciones se obtuvo una concentracion de etanol de 48,7 g/L (con una conversion de
etanol del 78,8%) tras 90 h de fermentacion. Bajo las mismas condiciones, se obtuvieron 44,5 g

etanol/L (con una conversion de etanol del 93,3%) tras 46 h de fermentacion.

ARTICULO V

Conclusiones no disponibles para publicacién



Conclusions
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Conclusions from objective 1

I.1) The chemical characterization of the different studied raw materials (barley, oat,
maize, wheat and rapeseed) revealed a very similar chemical composition. The obtained values
ranged between: 5.2% (wheat)- 8.1% (barley) for ethanol extractives; 34% (barley)- 44%
(maize) for a-cellulose; 27.7% (barley) and 37.7% (oat) for hemicelluloses; 16.3% (barley) and
18.2% (maize) for lignin; and 5.95 (maize) and 9.49% (barley) for ash content. Wheat straw was
considered as the reference raw material in the Specel® process, for which values of 5.2%,
39.7%, 30.6%, 17.7%, 7.72% were obtained for ethanol extractives, a-cellulose, hemicellulose,
lignin and ashes, respectively. Then, it can be concluded that all the studied raw materials,
from the point of view of its chemical composition, are suitable to be used with the Specel®

process.

Conclusions from objectives 2 and 3

1.2) The obtained cellulosic pulps from wheat straw at industrial scale by the Specel®
process showed the highest values for ethanol extractives (3.37%), ash (10.90%) and a-
cellulose (73%) contents, showing the lowest lignin content (2.8%) among the studied
cellulosic pulps, with an intermediate hemicellulose value (16.3%). From all the cellulosic
pulps obtained at the laboratory (oat, maize, rapeseed and barley), the worst results were got
for the ones produced from rapeseed straw (with a high lignin content, 21.6% and a low
content in hemicellulose, 10.5%). The chemical composition of the other pulps was very similar

among them.

1.3) The yield of wheat pulping process (70%) was very similar to the one obtained for
barley, oat and maize, showing the rapeseed the lowest yield (63.1%). Again, this latter
material had the worst results in terms of beating degree, Kappa number and viscosity. By

contrast, the best results were found to be ones obtained for barley straw.

Conclusions from objective 4

1.4) The paper sheets made from the studied raw materials, except for rapeseed,
showed very close results to the ones produced from wheat straw in terms of tensile, stretch,
burst and tear indexes as well as brightness, even improving wheat straw achieved values of

tensile and burst indexes.



Conclusions

I.5) In general, it can be affirmed that oat, maize and barley straws are suitable raw
materials to be used in the Specel® process in order to produce cellulosic pulps for the
manufacture of ecological packaging of molded cellulose. In contrast, rapeseed straw does not

seem to be so appropriated.

RESEARCH ARTICLE Il

Conclusions from objective 5

1.L1) The studied raw material, barley straw, had lower cellulose content (36.4%)
compared to wood species of Pinus sylvestris and Eucalyptus camaldulensis, but also it showed

a lower quantity of lignin (15.9%) what means an advantange.

11.2) High contents of cellulose (56.5%- 67.5%) and holocellulose (>80%) of the pulps
were obtained by soda-AQ pulping process from barley straw. A substantial delignification was
achieved in all experiments, except for those ones which were carried out under the mildest

conditions of soda concentration (8%).

11.3) In order to get optimal results for paper sheets, it is necessary to apply the highest

concentration of soda, except for tensile and burst indexes.

11.4) Temperature has a low influence on total yield, tensile and burst indexes, while

having a relevant impact on the rest of the dependent variables.

11.5) As a general conclusion, soda-AQ barley straw cellulosic pulps have a proper
chemical composition for the manufacture of paper and ecological packaging. Paper sheets
made from these pulps can equalize, and even improve upon, those for pine and eucalyptus

pulped with Kraft.



Conclusions
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Conclusions from objective 6

111.1) Solid yield decreased with autohydrolysis severity. Non-volatile content increased
from 226 kg-g* at the lowest severity (So=3.15) up to a maximum value of 329 g-kg” at So=
3.91. Content in hemicelluloses compounds (xylan, arabinan and acetyl groups) decreased with
severity, solubilising the 80-90% of the hemicelluloses without dissolving significantly the
glucan or the lignin, which kept their values in a 90% in the resulting solid phase of the

hydrothermal pretreatment.

111.2) Regarding the liquid phase composition, monomeric sugars were found in low
amounts. As general trend, glucose and xylose concentration increased with severity,
especially xylose due to hemicelluloses oligomers decomposition. On the other hand,
arabinose concentration showed a maximum value at an intermediate severity and then
decreased at higher severities. It can be concluded that xylooligomers are the main fraction of

oligomers, showing a xylose: arabinose: acetyl groups molar ratio of 10: 1.5: 1.3.

Conclusions from objective 7

111.3) The autohydrolyzed solid (barley straw) increased its susceptibility to enzymatic
hydrolysis with severity, rising from CGyax=50.7£0.3% under the lowest conditions to almost
guantitative conversion of 94-95% under the harshest conditions. Likewise, CXyax increased
from 42.1+0.3% to 88.0+0.2%. The value of t;;; increased up to S,=3.45, where it became

stable at t;/; g values of about 18.5 h and t;/,xof about 10.4 h.

Conclusions from objective 8

111.4) The autohydrolyzed solid at Sy,=4.21 showed the best characteristics to be
fermented by the simultaneous saccharification and fermentation in feb-batch mode (FBSSF)
technique. The 3 loads strategy was more favorable that the one in 4 loads, while adding the

entire enzyme at the beginning of the process also resulted more appropriated.

111.5) The maximum ethanol concentration (51.7 g ethanol/L at 96 h; 6.5% v/v) was
obtained in assay 3-2, in which 3 batches of solid and nutrients were carried out and where the
entire enzyme was added at the beginning of the simultaneous saccharification and

fermentation in fed-batch mode (FBSSF). A glucan to ethanol conversion of 77% was achieved.



Conclusions
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Conclusions from objective 9

IV.1) The results of the chemical composition of the autohydrolyzed-delignified solid
(barley straw) showed that almost all cellulose remained in the solid phase (more than 98%)
and that the content in hemicelluloses and lignin decreased in the 3 studied severities in

comparison with the autohydrolyzed solid.

Conclusions from objective 10

IV.2) Optimal conditions for carrying out FBSSF were found to be Sy,=3.94 for the
autohydrolysis and delignification under the prefixed conditions (ethanol concentration= 40%;
T= 170°C; t= 1 h), high solids loading with a liquid-to-solid ratio= 4 g/g and 10 FPU/g. Under
these conditions, 48.7 g ethanol/L (with an ethanol conversion of 78.8%) was obtained after 90
h of fermentation. Under the same optimal conditions, 44.5 g ethanol/L (with an ethanol

conversion of 93.3%) was attained after 46 h of fermentation.
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Not available for publication yet.



ANEXO .

Breve memoria de los resultados obtenidos
en la estancia realizada en el Laboratorio
Nacional de Ciencia y Tecnologia del Bioetanol
(CTBE) en Brasil.
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ESTUDIO DE LA CINETICA DE LA HIDROLISIS DE XILOOLIGOSACARIDOS
OBTENIDOS A PARTIR DEL PRETRATAMIENTO HIDROTERMICO DEL
BAGAZO DE LA CANA DE AZUCAR
1. RESUMEN

Actualmente, para la produccion de bioetanol de segunda generacion es necesario
llevar a cabo un pretratamiento de autohidrélisis del bagazo de la cafa de azucar para,
mediante su fraccionamiento, obtener una fraccion sélida, rica en celulosa (fraccidon C6) y una
fraccion liquida, llamada licor de autohidrdlisis, con gran contenido en hemicelulosas
(xilooligosacdridos) susceptibles de ser hidrolizados para su transformacion en xilosa. Ambas
fracciones son susceptibles de transformarse en etanol mediante el empleo de levaduras
Durante la estancia se trabajoé con los licores generados en el pretratamiento del bagazo de la
cafia de azucar. Sobre estos licores se realizaron experimentos preliminares de detoxificacion
y se estudid la cinética de la hidrdlisis dcida de los mismos con el fin de hallar las condiciones

6ptimas de conversion de xilooligosacaridos a xilosa.

Se concluyd que el acido fosfdrico, a pesar de ser un acido débil, es un buen
catalizador para la reaccion de hidrdlisis de los xilooligosacaridos pudiéndose alcanzar
conversiones practicamente cuantitativas a temperaturas y concentraciones de 4cido

moderadas.

RESULTADOS NO DISPONIBLES PARA PUBLICACION.






