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Introduccién

1.1. Situacion energética mundial

La utilizacién de los combustibles fésiles ha sido un gran motor para el
desarrollo de la sociedad, a medida que este recurso se agota, se hace mas
evidente la importancia de hacer una transicién hacia un esquema energético
mas sostenible. Este esquema sustentable estaria basado en el
aprovechamiento de distintas fuentes de energia y entre ellas destacan, las
energias renovables [1]. En este contexto la Unién Europea (UE) ha propuesto
un camino hacia una economia baja en carbono en Europa para el 2050 [2].
En este camino, se propone una combinacion de propuestas basadas en el
ahorro energético y la busqueda de fuentes alternativas y renovables a las
fuentes fésiles. En 2020, la UE pretende reducir sus emisiones de gases de
efecto invernadero en un 20%, aumentar la cuota de energias renovables
hasta al menos el 20% del consumo, y alcanzar un ahorro energético del 20%
0 mas, ademas todos los paises de la UE también deben alcanzar una cuota
del 10% de energias renovables en su sector del transporte. EI Consejo
Europeo también ha dado un compromiso a largo plazo para el camino de la
descarbonizacién con un objetivo para la UE y otros paises industrializados de
80 a 95% de reduccion de las emisiones para el afio 2050. A través de la
consecucion de estos objetivos, la UE pretende ayudar a combatir el cambio
climatico y la contaminacion del aire, disminuir su dependencia de los
combustibles fésiles extranjeros, y mantener la energia asequible para los
consumidores y las empresas. Para cumplir estos objetivos, la Estrategia

Energética 2020 establece cinco prioridades:

1.- Hacer Europa mas eficiente de la energia mediante la aceleracion

de las inversiones en eficiencia edificios, productos y transporte.
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2.- Realizar un plan de mercado energético europeo mediante la
construccion de las lineas de transmisién necesarias, oleoductos, terminales

de GNL, y otras obras de infraestructura.

3.- Proteger los derechos del consumidor y el logro de altos niveles de

seguridad en el sector energético.

4.- Aplicaciobn del Plan Estratégico de Tecnologia Energética.
Acelerando el desarrollo y despliegue de tecnhologias bajas en carbono, como

la energia solar, redes inteligentes, y la captura y almacenamiento de carbono

5.- Mantener las buenas relaciones con los proveedores exteriores de

energia de la UE y de los paises en transito energético.

Sin embargo, en la actualidad existen pocas probabilidades de
alcanzar todos los objetivos marcados para el 2020. La estrategia existente es

totalmente inadecuada para los desafios a largo plazo.

La sociedad ha alcanzado uno niveles muy altos de desarrollo durante
el dltimo siglo. Sin embargo, este progreso se ha logrado gracias a un
consumo muy grande de los recursos naturales de la tierra tales como el
petréleo, gas natural y carbén. Los combustibles fésiles han tardado millones
de afios en formarse y en la actualidad se estan consumiendo a una velocidad
de varios 6rdenes de magnitud superior que su ciclo de regeneracion natural,
por lo que no se consideran fuentes renovables de energia. Hoy en dia, el
consumo energético mundial sigue siendo muy dependiente de los

combustibles fdsiles [3].

En 2011, el 81 % de la demanda total de energia mundial fue de
combustibles fésiles [4]. Aun asi, el consumo mundial de energia primaria
aument6 en 2013 a pesar del crecimiento econémico mundial estancado. El
consumo Y la produccién aumentaron en todos los combustibles, alcanzando

niveles récord para cada tipo de combustible, excepto la energia nuclear
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(Figura 1.1). Para cada uno de los combustibles fésiles, el consumo mundial
aumenté mas rapidamente que la produccién pero el aumento quedd por
debajo de la media de los ultimos 10 afios. De todos los combustibles fésiles,
el petroleo sigue siendo el combustible més importante del mundo, con 32,9%
del consumo mundial de energia pero ha perdido participacién en el mercado
durante 14 afios consecutivos. [5]. Sin embargo, en el afio 2013 las energias
renovables hidroeléctricas y de otro tipo también crecieron representando el
6,7 % y 2,2%, respectivamente de la produccién de energia mundial y cerca
del 3% del consumo de energia primaria [5].

Consumo Mundial

B Carbon 13000
m Renovables
| Hidroeléctrica
¥ Nuclear

W Gas Natural

W Petroleo

88 8 90 9 9 83 94 95 96 97 9 8 00 0 02 03 04 05 06 07 o8 09 10 n 12 13 o

Figura 1.1: Consumo mundial de las diferentes energias primarias en Mteq (millones

de toneladas equivalestes de petroleo) desde el afio 1988 al 2013. Adaptada [5]

La region del Asia-Pacifico, en 2013 representd una vez mas el mayor
incremento del consumo mundial de energia primaria y sigue representando el
mayor porcentaje del total mundial (40,5%) [5]. La region del Asia-Pacifico

representaron mas del 70 % del maximo del consumo mundial de carbén por
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primera vez en 2013, y el carb6n sigue siendo el combustible dominante de la
region [5]. Si analizamos el consumo mundial por regiones en el afio 2013 que
se muestra en Figura 1.2, vemos que el petroleo es el combustible dominante
en todas las demas regiones, excepto en Europa y Eurasia y el Oriente Medio,
donde el gas natural es el dominante. En el Medio Oriente, el gas natural
superé el petréleo como el combustible dominante (2013). En patrticular, los
paises fuera de la OCDE (Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo
Econdmico) de Asia y el Oriente Medio representan el 85% del aumento total

del consumo mundial de combustibles liquidos [6].

Consumo por Regiones en 2013
m Carbén
m Renovables
m Hidroeléctrica
¥ Nuclear

W Gas Natural
| Petréleo

América Centro y sur Europa y Oriente

Asia y el
del Norte de América Eurasia Medio y Norte Pacifico

Africa

Figura 1.2: Consumo mundial por regiones en el afio 2013. Adaptada de [5]

Con respecto a las fuentes de energias renovables en 2013, se ha
registrado el mayor crecimiento gradual en China, seguido de los EE.UU.,
mientras que el crecimiento en los principales jugadores de Europa -
Alemania, Espafa e Italia — se mantuvo por debajo de la media. A nivel
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mundial, la energia edlica (+ 20,7%), una vez méas ha representado mas de la
mitad del crecimiento de la generacion de energia renovable siendo la
generacion de energia solar la que ha mostrado un crecimiento aun rapido (+
33%), pero a partir de una base mas pequefia. La produccion de
biocombustibles globales crecié por debajo de la media, impulsados por el
aumento en los dos mayores productores: Brasil (+ 16,8%) y los EE.UU. (+
4,6%). En 2013 en Brasil se produjo el 24% de biocombustibles del mundo en

2013, convirtiéndose en el segundo mayor productor.

Los recursos de combustibles fésiles se utilizan para proporcionar
energia para diversos sectores de la sociedad como son: residencial,
comercial, industrial, transporte y energia eléctrica. Y es el sector del
transporte, uno de los mas grandes y de mayor crecimiento en los ultimos

afios, responsable de casi un tercio de la energia total consumida en el mundo
3.

En las proyecciones de futuro hasta el afio 2040, ser prevé que los
sectores de transporte e industriales representaran el 92% de la demanda

mundial de combustibles liquidos, mientras que en todos los demas sectores

el consumo de combustibles liquidos se vera disminuido en todo el mundo [6].

El crecimiento econémico es uno de los factores mas importantes a
tener en cuenta en la proyeccién de los cambios en el consumo mundial de
energia. Las proyecciones para el futuro indican que el consumo mundial de
energia se incrementard en casi un 40% en los préximos 20 % afios y la gran
mayoria del crecimiento provendra de las economias en desarrollo de rapido
crecimiento como India y China (Figura 1.3). Las regiones fuera de la OCDE
representan practicamente la totalidad del aumento de la demanda de petréleo

y otros combustibles liquidos.
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Figura 1.3: Proyeccion de futuro hasta el afio 2040 del consumo de petroleo y otros
combustibles liquidos para los paises pertenecientes a la OECD y los no

pertenecientes [6].

Los combustibles fésiles seguirdn suministrando la mayor parte de esa
demanda, en particular se espera que el gas natural sea el combustible fosil
gue crezca mas fuerte. También, se espera que las energias renovables
crezcan en promedio, alrededor de un 6,5% cada afio, durante los proximos
20 afios. Como resultado de ello, aumentaran su participacion en la energia
primaria alrededor del 8 % en 2035 [5].

Existen tres cuestiones importantes a gran escala que estan asociados
a la utilizacion de los combustibles fésiles: la disponibilidad, el calentamiento

global y la distribucién geogréfica de las reservas.
- El calentamiento global

El calentamiento global es posiblemente el efecto colateral mas
dramatico conocido por la utilizacion de combustibles fésiles. Los combustibles
fésiles se transforman en energia por medio de reacciones de combustion, lo

gue lleva a emisiones de gases de efecto invernadero (CO, CH, y NO,). Las
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concentraciones de CO; en la atmésfera han aumentado considerablemente
durante el siglo pasado, en comparacién con el nivel mas bien constante de la
era pre-industrial (alrededor de 280 partes por millén en volumen, o ppmv). En
2013 la concentracion de CO; (396 ppmv) fue de un 40% mas que a mediados
de la década de 1800, con un crecimiento promedio de 2 ppmv/afio en los
ultimos diez afios [7]. También se han producido aumentos significativos en
los niveles de metano (CH,) y 6xido nitroso (N,O) [7, 8]. En el Quinto Informe
de Evaluacion del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio
Climético (IPCC) se afirma que la influencia humana en el sistema climéatico es

clara.

Las emisiones de CO, acumuladas determinaran en gran medida el
calentamiento medio global en superficie a finales del siglo XXI vy
posteriormente (Figura 1.4). La mayoria de los aspectos del cambio climatico
perduraran durante muchos siglos, incluso aunque pararan las emisiones de
CO,, lo que supone una notable inexorabilidad del cambio climatico durante
varios siglos, debido a las emisiones de CO, pasadas, presentes y futuras [8].
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Total de emisiones de CO, antropogenas acumuladas desde 1870 (GtCO,)
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

5 T T T T T T T T T

2100

Anomalia de temperaturas en relacién con el periodo 1861-1880 (°C)

—— RCP2§ = hislbrica
—— RCP45 rango RCP |
—— RCP&0 —— 1% afio” CO,
— RCP8,5 rango 1% afie” GO,
L 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Total de emisiones de CO, antropogenas acumuladas desde 1870 (GtC)

Figura 1.4: Aumento de la temperatura media global en superficie, como funcion del
total de las emisiones globales acumuladas de CO, a partir de diversas lineas de
evidencia [8].

Existen dos sectores en conjunto donde se producen las mayores
emisiones de CO,, el sector de la generacion de electricidad y calor y el sector
del transporte, solamente ellos representan casi dos tercios de las emisiones
globales en el afio 2012 (la Figura 1.5)
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EMISIONES DE CO, MUNDIALES POR SECTORES EN
2012
*Qtras
9%

Electricidad y
Calor
42%

Industria
20%

Transporte
23%

Figura 1.5: Emisiones de CO, mundiales por sectores en 2012. *Otras: incluye
servicios comerciales y publicos; la agricultura y silvicultura; pesca; industrias de
energia diferentes a la electricidad y la generacién de calor y otras emisiones no

especificadas Adaptado [7].

La mayoria de estas emisiones son debidas a la utilizacién de carbon y
en menor medida a la del petréleo. Australia, China, India, Polonia y Sudafrica
producen mas de dos tercios de su electricidad y calor a través de la
combustién de carbén [7].

- Ladistribucion geogréfica de las reservas

Otra cuestion importante a tratar es que las reservas de combustibles
fésiles no estan igualmente distribuidos alrededor del mundo. Los paises de
Oriente Medio controlan el 60% de las reservas de petroleo y el 41 % del
suministro del gas natural. Y entre 3 paises (Estados Unidos, China y Rusia)
se encuentra el 60 % de las reservas de carbon [6]. Esta situacion puede
conducir a inestabilidades econdémicas y ademas requiere el transporte de los
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recursos de combustibles fosiles a través de largas distancias, y puede causar
problemas politicos y de seguridad en todo el mundo.

Para solucionar todos estos problemas, se requieren de nuevas
fuentes de energia para asegurar el progreso y proteger el medio ambiente
para las futuras generaciones. Estas nuevas fuentes de energia tienen cumplir
con los requisitos: (i) Tener el potencial para sustituir efectivamente los
combustibles fosiles en la producciéon actual de energia sistema y (i) ser
renovable, encontrandose distribuidos por todo el mundo, y no contribuyendo

a la acumulacion de gases de efecto invernadero en la atmésfera [3].

Las energias solar, edlica, hidroeléctrica y geotérmica se han
propuesto como una excelente alternativa al carbén y el gas natural para la
producciéon de calor y electricidad y la biomasa que es la Unica fuente
sostenible de carbono organico disponible en la tierra, se considera el sustituto
ideal de petréleo en la produccion de combustibles, productos quimicos y
materiales a base de carbono [3, 9, 10].

Sin embargo, cuando se habla del disefio de estrategias para potenciar
la sustitucion de petréleo crudo por biomasa, es importante sefialar como
funciona la industria petroquimica. Actualmente se consumen tres cuartas
partes del petr6leo crudo para cubrir la demanda de combustibles de
hidrocarburos liquidos en el sector del transporte y solamente se utiliza una
pequefia fraccion de petroleo en la sintesis de productos quimicos industriales

y otros derivados [11].

En la actualidad, solamente se han aplicado con éxito dos
combustibles derivados de la biomasa (primera generacibn de

biocombustibles) en el sector del transporte: el biodiesel y el etanol [3]
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1.2. Biorrefinerias

Hoy en dia los recursos fasiles suministran el 86% de nuestra energia 'y
el 96% de los productos quimicos organicos. Es poco probable que con la
produccion de petrdleo en un futuro se puedan seguir satisfaciendo estas
necesidades que ademas van creciendo. Debido a esto, se estan abriendo
nuevos campos de interés para la obtencion de energia. La quimica verde
esta atrayendo cada vez mas interés ya que ofrece nuevas oportunidades
para la innovaciébn a través del uso de tecnologias limpias y verdes,

sustituyendo productos y el uso de materias primas renovables [12].

Entre las fuentes alternativas, la biomasa es una opcion muy
interesante, porque es una fuente renovable y con un balance neto de
emisiones de CO, casi neutras (Figura 1.6). El término biomasa se refiere a
toda la materia organica que, proveniente de arboles, plantas y desechos de

animales, pueda ser transformada en productos y energia.

El carbono utilizado para construir la biomasa se absorbe de la
atmasfera en forma de didxido de carbono (CO,) por la vida vegetal, utilizando
la energia del sol. Las plantas pueden posteriormente ser comidos por los
animales y por tanto convierten en biomasa animal. Sin embargo la absorcion
primaria se lleva a cabo por las plantas. Cuando esta biomasa se
descompone, dependiendo del proceso involucrado, el carbono se libera a la
atmasfera basicamente en forma de diéxido de carbono (CO,) o metano (CH,).
Estos procesos son lo que se conoce como el ciclo del carbono (Figura 1.6)
[13].

Como ya se ha dicho anteriormente, la biomasa podria proporcionar
una alternativa renovable a los recursos fosiles a través de la combinacién de

su bajo impacto ambiental y las nuevas tecnologias. Pudiendo establecer una
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nueva cadena de suministro sostenible para la produccion de productos
quimicos de alto valor, combustibles, energia y materiales [11, 12].

Atmoésfera Vulcanismo

Emisiones de
combustibles fosiles

Mar profundo

0 a 2 000 anos

Figura 1.6: Esquema simplificado del ciclo del carbono global que muestra las escalas
temporales tipicas de renovacion para las trasferencias de carbono a través de los

reservorios principales [8].

La conversion de biomasa se realiza actualmente en instalaciones
separadas, con capacidad de obtencién de escasos productos, en las que no
se explota todo el potencial econdmico que ofrece la biomasa. Sin embargo,

Cap.1-12



Introduccién

las aplicaciones futuras de la biomasa estardn basadas en una Unica
instalacion, denominada biorrefineria integrada, donde se aprovecharan todas
las fracciones y los subproductos de la biomasa para producir una gran
variedad de productos que incluyen energia (electricidad, calor),
biocombustibles, sustancias quimicas y biomateriales [10, 14]. De este modo,
aumentard la rentabilidad de la utilizacién de la biomasa y se logrard una
mayor flexibilidad frente a posibles fluctuaciones de mercado y a los cambios
en las necesidades de los consumidores. Ademas, el concepto de biorrefineria
integrada lleva asociado métodos complejos de conversion, tanto bioquimicos
como termoquimicos, para la obtencion de un amplio rango de productos.
Estos procesos de conversion tendran una mayor eficiencia energética,

aumentando la sostenibilidad del proceso global [15].

Las biorrefinerias reciben este nhombre por analogia con las refinerias
convencionales que también procesan una materia prima compleja, y en
ambos casos dan lugar a una gran variedad de productos quimicos y
combustibles con el méximo aprovechamiento de las materias primas [16].
Existe una gran variedad de definiciones de biorrefineria, una de las
definiciones més aceptadas la ha realizado el Laboratorio Nacional de Energia
Renovable (NREL) de USA: Una biorefineria es una instalacion que facilita los
procesos de conversion integral de la biomasa y equipos para producir
combustibles, energia y productos quimicos de valor afadido desde la
biomasa. Otra definicion la ha propuesto el Departamento de Energia (US-
DOE) de USA: Una biorefineria es un concepto general de una planta de
procesamiento en donde la biomasa es convertida en un espectro de
productos de valor afadido. La Agencia Internacional de la Energia
(Internacional Energy Agency, IEA) define la biorrefineria como la instalacion
donde se generan, de forma sostenible, un amplio espectro de productos de

interés comercial a partir de la biomasa.

Cap.1-13



Silvia Morales de la Rosa

La eleccion de una biomasa determinada como materia prima para la
obtencion de energia y otros productos (biocombustibles, biopolimeros, y
moléculas quimicas base) va a estar determinada por las caracteristicas y
actividades de la regién en la que se produzca: disponibilidad y caracteristicas
edafoclimaticas del territorio, actividades predominantes de los sectores
agricola e industrial, tamafio de la poblacién, etc. La composicién de la
biomasa seleccionada determinara los procesos de transformacion aplicables

en una biorrefineria.

Por las razones expuestas, una biorrefineria no es una instalacion tipo
sino que dependiendo del tipo de biomasa que tiene que procesar se compone
de una serie de unidades béasicas. Gran parte de los estudios de biorrefinerias
se han centrado en la obtencién de combustible y energia a partir de la
biomasa [17-19]. En la Figura 1.7 se muestra un esquema de las operaciones
gue se puede someter a la biomasa para la obtencion de biocombustibles y
energia.

[ Aceites vegetales |—>{ Transesterificacion H Biodiesel

Bio-combustibles
para el transporte

l Az Almid! Hidrolisi Bio-productos
ucar y Almidén l—} idrélisis- O
Fermentacion- Etanol-ETBE quimicos

Destilacion
>
Bio-electricidad

Pirdlisis- .
— Hidrogenacién Hidrocarburos
Produccion

‘ Fischer-Tropsh '7 descentralizada o
/[\ centralizada
9{ Gasificacion II \II Gas sintético '—

Lignocelulésicos '%

COMBUSTION

Bio-calefaccion.

—9{ Pelletizacién H Pellets }— Calefaccion

particular,
vecinal
O procesos

Figura 1.7: Esquema de obtencién de biocombustibles y energia a partir de biomasa.
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Estas definiciones son muy amplias y se pueden aplicar a una gran
variedad de instalaciones, aunque se pueden distinguir tres grandes bloques
de la cadena de produccion:

° Etapas iniciales (“‘upstream processing”), como son los procesos de
fraccionamiento y extraccion.

. Tecnologias de conversion (termoquimica y/o bioquimica).

. Etapas finales de la cadena de produccién (“downstream processing”),

como son los procesos de separacion y purificacion de productos.

Etapas iniciales

La biomasa presenta una gran complejidad, ademas de presentar una
tipologia y morfologia muy dispar, por ello son necesarias una serie de
operaciones de homogeneizacién y uniformizacion a la entrada de las plantas
de tratamiento para facilitar las transformaciones posteriores. Entre las
operaciones de tratamiento inicial se pueden citar: secado, prensado, triturado,
astillado, picado, molienda, etc.

Tecnologias de Conversién

Las diferentes tecnologias de transformacion de la biomasa se integran
plataformas que varian dependiendo de cdmo se modifica la biomasa para

obtener los productos finales [20-22], estas plataformas son:

. Plataforma de azlcares y lignocelulosa
. Plataforma de Termoquimica

. Plataforma de lipidos (aceites y grasas)
. Otras Plataformas (proteinas, biogas...)
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Existe una interaccion entre las plataformas que dan lugar tanto a rutas
alternativas como a la sinergia entre ellas, y en general varias plataformas

pueden convivir en una misma biorrefineria (Figura 1.8).

| MATERIALES LIGNOCELULOSICOS |

CELULOSA | HEMICELULOSA | LIGNINA

Derivados Glucosa Xilosa Resina de Adhesivos Carbon B'OCEIEI?;:t'bIe
de celulosa Plantas Naturales Graso :
(libre de azufre)

Biocombustibles
Etanol, Butanol

Xilitol \

| Cogeneracion

A 4

| | Acidos
Orgénicos —| Furfural
— Disolventes
Resinas Productos Nylon 6
Fumaricas Quimicos Nylon 6,6

Figura 1.8: Esquema de productos que se pueden obtener a partir de las diferentes

fracciones de la biomasa lignocelulésica [23].

Plataforma de azlcares y lignocelulosa

Esta plataforma es una extension de las plantas de bioetanol hacia las
de bioetanol de segunda generacion, pero no se queda ahi sino que se amplia
hacia un sistema de produccibn mas avanzado con una mayor variedad de

productos[17, 24-29]. En esta plataforma se distinguen varias etapas:

. Hidrolisis de los polisacaridos (la celulosa y la hemicelulosa) a

monosacaridos de cinco y seis atomos, como la xilosa o la glucosa.
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. Conversién de la glucosa a compuestos quimicos intermedios como el
etanol, butanol, acidos organicos,... empleando la fermentacién y otras
transformaciones quimicas convencionales.

. Conversién de xilosa a productos como el etanol, xilitol, furfural,
usando la fermentacion y otras transformaciones.

. Valorizacion de la lignina y otros residuos.

Estas etapas puede estar combinadas entre ellas, asi en un Gnico paso
se puede producir la hidrélisis de los polisacaridos y la transformacién de los
sacéaridos formados. Existe mucho interés en la produccion de compuestos
como el etanol, 1-butanol, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) y &cido levulinico,
debido a que se pueden emplear directamente como combustibles o mediante
pequefias transformaciones, se obtienen combustibles o productos quimicos
de interés. Estas trasformaciones pueden ser fermentaciones, reacciones

enzimaticas o reacciones quimicas.

Plataforma de Termoquimica

Las biorrefinerias termoquimicas son instalaciones basadas en la
descomposicion por procesos termoquimicos de la biomasa para su
transformacion en productos quimicos de interés o combustibles [19]. Esta
descomposicién se puede dividir en tres grandes bloques: Licuefaccion,

Pirdlisis y Gasificacion.

Plataforma de lipidos (aceites y grasas)

Esta plataforma se basa en el uso y transformacion de los aceites y
grasas de la biomasa (plantas y animales) [30]. Los primeros productos y
posiblemente el ejemplo més conocido es la produccion de biodiesel de 12

generacion por transesterificacion de aceites vegetales con metanol [31]. Sin
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embargo, existe polémicas por el uso de este tipo de combustible, porque
dependiendo del tipo de aceite utilizado y el origen de las tierras de cultivo
donde se produce, puede llegar a dar unas emisiones de gases de efecto
invernadero mayores que el uso de un combustible de origen fosil, ademas las
materias primas utilizadas en muchos casos compiten con su posible uso

alimentario.

Otras Plataformas (biogas, proteinas...)

La plataforma del biogas se basa en la obtencion y uso del llamado
biogas, que es una mezcla de gases que contiene como componentes
principales metano y diéxido de carbono. La biomasa se somete a la accion de
microorganismos anaerobios para la obtencion de biogas[32, 33]. El biogas
puede ser empleado para la obtencién de energia y otros productos. También
durante este proceso se originan sustancias que pueden utilizarse como

fertilizantes.

La plataforma de las proteinas se basa en el aprovechamiento y uso de
las proteinas presentes en la biomasa. Las fuentes vegetales de proteinas
mas habituales son la soja, el maiz, la colza y el gluten de trigo. Practicamente
la totalidad de la produccién de proteina se destina a la industria alimentaria,
pero se estan investigando nuevas aplicaciones, como la sintesis de fibras y
polimeros a partir de proteinas vegetales o poliaminoacidos [34]. También es
posible modificar genéticamente las propiedades de estas proteinas para
adaptarlas a aplicaciones posteriores. Ciertas proteinas se emplean para el
recubrimiento de materiales por sus propiedades adhesivas (proteina de soja),
cohesivas, de viscoelasticidad (proteinas de colza), insolubilidad al agua
(proteina zein) y biodegradabilidad. Igualmente presentan interés en los

campos de la farmacia, cosmética y agroquimica.
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1.3. Composicion quimica de la biomasa

lignocelulosica

La biomasa es todo material biol6gico derivado de los organismos
vivos. En el contexto de la biomasa para la energia se utiliza a menudo en el
sentido de material a base de plantas, pero el significado de biomasa se
puede igualmente aplicar tanto a los materiales de origen animal como de
origen vegetal [35]. La biomasa de origen vegetal puede provenir de la
biomasa natural, producida por ecosistemas haturales, de la biomasa residual,
generada como residuo en los procesos productivos de los sectores agricola,
forestal e industrial y de la biomasa producida a partir de cultivos energéticos
gue son aquellos dedicados a la produccion de biomasa para su utilizacion
energética con fines no alimentarios. Estos ultimos son de los que provienen

los biocombustibles de primera generacion [21].

La biomasa lignocelulésica de origen vegetal, est4 constituida por
tejidos de los vegetales cuyas células presenta una pared celular constituida a
su vez por un entramado de microfibrillas de celulosa formando capas
recubiertas de hemicelulosa y sobre las que se deposita la lignina (Figura 1.9)
[13]. Esta pared celular permite crear y sostener la estructura de las plantas
para captar la radiacion solar, confiriéndoles una mayor resistencia mecanica y
a posibles patdgenos. Es por esto por lo que es tan dificil su aprovechamiento
para la obtencién de compuestos derivados de la biomasa. Se requieren de
métodos de tratamiento o fraccionamiento para poder acceder a ellos pero
ninguno de ellos es capaz de aislar completamente cada componente sin

modificarlo o degradarlo en al menos una parte.

Para un mejor entendimiento de lo que es la biomasa lignoceluldsica y
poder aprovecharla, se deben conocer cuales son los componentes

principales de las paredes celulares y estos a su vez, se pueden dividir en tres
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fracciones organicas con las siguientes composiciones representativas en
peso seco: 20% -50% de celulosa, 15% -35% de hemicelulosa y 10% -30% de
lignina [36-38]. Ademas, también contiene cantidades mas pequefias de otros
componentes minoritarios; proteinas (3-10%), lipidos (1.5%), azlcares
solubles, denominados extractivos y minerales (10.5%), que en los analisis

guimicos se estiman como cenizas [37, 39].

OH OH OH
Z Z /r
P 89
OH OH OH
Alcohol p-Cumarilico Alcohol Coniferilico Alcohol Sinapilico
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Hemicelulosa 10-20 nm
Pentosa
Hexosa
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ellodextrr

Figura 1.9: Estructura de biomasa lignoceluldsica (imagen traducida de [13])
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1.3.1. Celulosa

La celulosa fue identificada por primera vez por el quimico francés
Anselme Payen en 1838 que aisl6 la celulosa de varias plantas y determiné su
férmula molecular (C¢H100s5), mediante andlisis elemental [40]. En 1922,
Staudinger, introducido la representacion de la estructura de la celulosa, que
actualmente se acepta [41]. Por sus contribuciones sobresalientes en la
guimica de la celulosa y macromoléculas, Staudinger fue galardonado con el
premio Nobel en 1953 [38].

Desde el punto de vista actual, la celulosa es el polimero organico mas
abundante en el mundo. Se estima que representa alrededor del 1,5*10"
toneladas de la produccién total anual de biomasa y se considera una fuente
casi inagotable de materia prima para la demanda creciente de productos
sostenibles con el medio ambiente [40].

La celulosa es un polisacéarido lineal de elevado peso molecular y un
grado alto de polimerizacién (GP), ademas de ser el componente principal en
las paredes celulares de los vegetales. El grado de polimerizacion de la
celulosa se define como el nimero a repetir de unidades de anhidro glucosa
(B-D-glucopiranosa) unidas entre si mediante un enlace glicosidico entre el
carbono 1y 4 en la cadena polimérica [38]. El promedio del GP depende del
origen y el tratamiento de la celulosa. Por ejemplo, el algoddn crudo tiene un
GP de 7.000 unidades, mientras que el GP del algodén purificado oscila entre
300 y 1.500 unidades. La celulosa microcristalina es una celulosa purificada
obtenida por una hidrélisis parcial y este material muestra un GP entre 150 y
300 unidades. A mayor GP, mas dificil de hidrolizar la celulosas y es por esta
razon, muchos autores decidieron centrarse en disolventes con la capacidad
de disolver la celulosa, independientemente de su cristalinidad o GP, sin

tratamiento, y sin degradar o derivatizar el biopolimero [42].
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El enlace glicosidico (Figura 1.10) se forma por la reaccién del grupo —
OH hemiacetalico del carbono anomérico (carbono 1) de la B-D-glucopiranosa
con el grupo —OH del carbono 4 de otra B-D-glucopiranosa. Por esta razon, las
unidades de glucosa en los extremos de la cadena celulésica no son
guimicamente iguales. Uno de los extremos de la cadena de celulosa presenta
un carbono anomérico que no esta implicado en el enlace glicosidico, en este
carbono 1 un grupo aldehido de caracter reductor y en el otro lado al final de la
cadena el carbono anomérico esta protegido por el enlace glicosidico, no
mostrando propiedades reductoras [43]. La conformacion piranosa, donde los
carbonos y oxigenos son tetraédricos y la forma mas estable es la de silla,
presentan a los grupos —CH,OH, -OH y los enlaces glicosidicos en posiciéon
ecuatorial y los hidrégenos en posicién axial. El que los grupos —OH se
encuentren en posicion ecuatorial, permite a la celulosa formar uniones por
puentes de hidrogeno inter e intramoleculares dando lugar a la fibrillas

elementales.

Enlace B-(1-4)-D-glicosidico

« —
Final de grupo Final de grupo
no reductor reductor

Figura 1.10: Estructura primaria de la celulosa.
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Las fibras elementales o micelas, estdn formadas entre 40 y 100
cadenas de celulosa donde se presentan zonas con una estructura cristalina
gue le confiere a la celulosa una gran resistencia y otras regiones amorfas que
le otorgan elasticidad. La presencia de regiones amorfas en las fibras
elementales permiten mejor penetracibn de reactivos quimicos, por tanto
mayor reactividad. A esta pérdida de zonas cristalinas aumentando las

regiones amorfas se la suele designar como pérdida de cristalinidad.

Las microfibras que a su vez estan formadas de las fibras elementales
con los grupos —OH formando puentes de hidrégeno y los hidrégenos en su
superficie, tiene como resultado no solo una estructura empaquetada
altamente resistente sino que la hace que sea hidrofébica (Figura 1.11). Se
conocen siete polimorfos de celulosa (I, Ig, II, 111, 1y, 1V, 1V}) [44, 45], pero en
la naturaleza solamente se encuentran las formas de celulosas I, y I [38]. La
forma |y, se encuentra predominantemente en las paredes celulares de las
algas y bacterias, mientras que la forma lg, es predominante en el algodén y
madera [46]. Ambas celulosas I, y lg, se pueden encontrar a la vez en la

misma microfibra [38].

Matriz cristalina de las Microfibra
moléculas en una de Celulosa
micela.

Moléculas individuales de
celulosa.

<< = o ' Moléculas de  Ppolisacaridos.
Yo @@ _Z'(,-. Celulosa :

S-@@

Figura 1.11: Estructura de las fibras de celulosa en la pared celular de las plantas
[471.
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1.3.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa esta compuesta por polimeros de diferentes azucares
con cadenas mas cortas y ramificadas, lo que la hace mas amorfa y mas facil
de hidrolizar en sus azUcares constituyentes que la celulosa. En estado natural
consigue tener un grado de polimerizacion que no excede a los 200
monomeros [48]. Su papel es suministrar la union entre la lignina y la celulosa

para proporcionar rigidez a la pared celular y son insolubles en agua.

Los monosacaridos principales que encontramos en las hemicelulosas
son cinco, glucosa, manosa y galactosa que son hexosas y xilosa y arabinosa
que son pentosas. Ademas de algunos acidos urénicos. (Figura 1.12)

Las hemicelulosas son mas dificiles de clasificar y los autores no
siempre las clasifican de la misma forma. Una forma en la que se pueden
clasificar es segun la cadena principal, en xilanos, xiloglucanos, mananos y
glucomananos [49]. Otros autores lo clasifican en xilanos, glucuronoxilanos,
arabinoxilanos, mananos, glucomananos Yy galactoglucomananos. Los
azucares estdn unidos por enlaces B-(1— 4) entre si, todos en posicion

ecuatorial en el C1y C4. y ocasionalmente por enlaces -(1— 3).[50]

Ademas nos encontramos con lo que se denomina, las sustancias
pécticas (pectinas) que son polisacaridos heterogéneos y contienen un alto
porcentaje de acidos galacturénicos (Figura 1.4). Son polisacaridos con
estructuras y propiedades fisico-quimicos altamente variados que se
encuentran en la pared celular [6] y que al igual que la celulosa, hemicelulosa

confieren resistencia a la estructura vegetal.
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PENTOSAS HEXOSAS ACIDOS HEXURONICOS
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Figura 1.12: Diferentes posibles ménomeros presentes en cadena principal y cadena

lateral de hemicelulosas (adaptado de Fengel y Wegener [51]).

1.3.3. Lignina

La lignina se encuentra en la biomasa entre un 10 y 30 % dependiendo
de la especie vegetal. Detrds de celulosa y hemicelulosa, es el tercer

biopolimero mas abundante en la Tierra. Se encuentra principalmente en la

Cap.1-25



Silvia Morales de la Rosa

lamina media de la pared celular y en las capas de la pared celular formando
junto con la hemicelulosa una matriz alrededor de las microfibras de la

celulosa [48].

La lignina tiene una composicién quimica muy compleja pero de forma
muy béasica se pueden diferenciar tres tipos de unidades que se encuentran
repetidas a lo largo de su estructura ramificada y amorfa. Estas unidades son:
Unidad H (cumaril) que deriva del alcohol p-cumarico, la unidad G (guaiacil)
gue deriva del alcohol coniferilico y la unidad S (siringil) que deriva del alcohol
sinapilico. Se diferencian en la sustitucion con un grupo metoxilo (-OMe) en

las posiciones 3 y 5 de la unidad aromatica (Figura 1.9) [13, 48, 52].

1.3.4. Compuestos minoritarios

Los compuestos minoritarios representan la menor cantidad en peso
total del material lignocelulésico. Estos compuestos cubren una amplia
variedad de compuestos de bajo peso molecular y se pueden clasificar en
extraibles hidrofilicos que se pueden extraer con agua, los extraibles
hidrofilicos que se pueden extraer con disolventes organicos (compuestos no
volatiles como grasas, fitoesteroides, etc.) y por otro lado estan las proteinas y

cenizas (carbonatos, oxalatos, silice y metales) [51].
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1.4. Tratamientos de celulosay biomasa

lignocelulosica

En la conversibn de materias lignoceluldsicas se requieren 4 etapas
principales para que este proceso sea efectivo: reduccién de tamafio de la
biomasa, tratamiento, hidrélisis y conversidon a productos finales como
biocombustibles [53].

Los factores clave para que un tratamiento de biomasa lignocelulésica
sea eficaz y de bajo costo y no influyan negativamente en las etapas
posteriores especialmente en la hidrélisis y fermentacién para la obtencion de

biocombustibles son [54]:

- El tratamiento debe de ser el mas adecuado dependiendo de la materia
prima escogida y asi obtener rendimientos altos. Tipo de cultivo, sitio,

edad, tiempos de cosecha,...

- El tratamiento de los sélidos deben de mejorar los procesos posteriores
en las fases de hidrdlisis y fermentacion con respecto a los no tratados.

- La degradacion de los azdcares no debe ser significativa.

- Obtencion de una cantidad minima de compuestos téxicos que pueden

inhibir los procesos posteriores.

- Reduccion del tamafio de la biomas. Hay que tener en cuentas que la
molienda o trituracion de la materia prima a tamafos pequefios de
particulas antes tratamiento son tecnologias costosas y de alto

consumo energético,

- Procesos de operacion de tamafio razonable y reactores de costes
moderados. Minimizando el volumen y utilizando materiales adecuados

para ambientes quimicos corrosivos.
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- No se deben producir residuos de los sélidos tratados.
- Bajo contenido de humedad.

- Obtencion de un alto contenido en azlcares.

- Compatibilidad con procesos posteriores.

- Recuperacion de la lignina.

- Procesos con gastos minimos de energia.

En el siguiente apartado se procederd a dar un breve repaso de las
ventajas y desventajas de los diferentes tratamientos que existen hoy en dia

para facilitar la hidrélisis de la biomasa lignoceluldsica.

1.4.1. Objetivos principales del tratamiento de Ila biomasa

lignoceluldsica

Una de las etapas mas importantes para la conversién de biomasa
lignocelulésica en productos para los biocombustibles es el tratamiento de la
biomasa. Aunque existen numerosos estudios de procesos en los que se
realizan hidrélisis y conversién a productos sin pasar por una etapa previa de
tratamiento [55, 56], es bien sabido que el efecto del tratamiento de estos

materiales es mas beneficioso en la obtencién de mejores resultados.

Los obijetivos del proceso de tratamiento son principalmente reducir la
cristalinidad de la celulosa y aumentar la porosidad de los materiales
lignocelulésicos, ademas de intentar eliminar la lignina y la hemicelulosa. Todo
tratamiento debe cumplir con una serie de requisitos: (1) mejorar la formacion
de azucares o la capacidad de formarlos posteriormente en la hidrdlisis, (2)
evitar la degradacion o pérdida de los hidratos de carbono, (3) evitar la
formacion de subproductos que puedan inhibir etapas posteriores como en los
procesos de hidrdlisis y fermentacion y finalmente (4) deben de ser rentables
[57, 58].
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Tabla 1.1: Tecnologias de tratamientos mas prometedoras. Adaptado de, (Menon y

Rao, 2012)[22].

Procesos de

Tratamiento

Fragmentacion
Mecéanicay

Pirolisis

Explosién de

Vapor

Explosién de Fibra

de Amoniaco

Explosion con
CO;

Pirolisis por
Impulsos de

Campo Eléctrico

Ventajas

Tratamientos Fisicos

- Reduce la cristalinidad de la

celulosa.

- Degradacion de la
hemicelulosa y transformacion

de la lignina.

- Coste efectivo

- Aumenta la superficie de
acceso. Coste efectivo.

- No forma compuestos
inhibidores para las etapas
siguientes.

- Reduce el contenido de lignina.
- No produce residuos téxicos

- Obtencion de productos

gaseosos Y liquidos en

condiciones ambientales.
- Altera las células vegetales.

- Requiere un equipamiento

simple.

Limitaciones y desventajas

- Mayor consumo de energia de
la que se puede obtener de la

biomasa.

- Destruccidn de una porcién de

la fraccion xilano.

- Ruptura incompleta de la
lignina.

- Generacion de compuestos
inhibidores de microorganismos.

- No es eficiente para biomasa

con alto contenido en lignina.

- No es eficiente para biomasa

con alto contenido en lignina.

- Temperatura elevada
- Produccién de ceniza

- El proceso esta todavia en

desarrollo.
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Procesos de

Tratamiento

Ozonolisis

Hidrélisis Acida

Hidrélisis Alcalina

Organosolventes

Biol6gica
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Ventajas

Tratamientos Quimicos

- Reduce el contenido de lignina.

- No produce residuos toxicos.

- Hidroliza la hemicelulosa a

xilosa y otros azUlcares.

- Altera la estructura de la
lignina.

- Elimina la hemicelulosa y la
lignina; Aumenta la superficie de

acceso.

- Hidrdlisis de la lignina y la

hemicelulosa.

Limitaciones y desventajas

- Requiere grandes cantidades

de ozono.

- Alto coste.

- Corrosién del equipo.

- Formacién de sustancias

téxicas.

- Alto coste.

- Requiere largos tiempos de

residencia.

- Formacion de sales
irrecuperables y que se
incorporan a la biomasa.

- Los disolventes necesitan ser
drenados del reactor,
evaporados, condensados y

reciclados.

- Alto coste.

Tratamientos Bioldgicos

- Degrada la lignina y la

hemicelulosa.

- Requiere poca energia.

- Hidrdlisis lenta.
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Los métodos de tratamiento se pueden dividir en 3 diferentes
categorias: fisicos, quimicos y biolégicos [57-59]. Aunque a veces estos
tratamientos requieren de una combinacion entre ellos. Las siguientes
tecnologias de tratamiento que se pasaran a explicar son bastante
prometedoras para la obtencion de procesos rentables en la conversion de

biomasa a combustibles y productos quimicos (Tabla 1.1).

1.4.2. Tratamientos fisicos

Dentro de esta categoria de tratamientos se pueden citar:
fragmentacibn mecéanica y pirolisis; explosion de vapor; explosion con

amoniaco y explosion con CO, (Tabla 1.1).

Fragmentacién mecanica

La mayor parte de la biomasa lignocelulésica requiere de un
tratamiento mecanico previo para reducir el tamafio. Existen varios métodos
con los que se puede fragmentar la biomasa como; la molienda, resultando el
molino de bolas el mas eficaz [57, 59]; la irradiacién (se pueden utilizar rayos
gamma, haz de electrones, radiaciones de microondas, etc) y la extrusion.
Todos ellos mejoran los resultados obtenidos en la hidrélisis no solo por la
reduccion del tamafio de particula sino porque se mejoran las caracteristicas
de transferencia de masa. En estos procesos, la energia requerida es mayor
gue el contenido energético tedrico disponible en la biomasa. Estos métodos

son caros y es probable que no se utilicen a gran escala [22].
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Pirdlisis

La pirdlisis se lleva a cabo en ausencia de aire y temperaturas
superiores a los 300 °C [57]. Durante el calentamiento de la biomasa se
forman gases, liquido y residuos calcinados en diferentes proporciones
dependiendo del sistema de pirdlisis que se utilice. La hemicelulosa se
descompone entre 250 y 400 °C, la celulosa requiere temperaturas un poco
mas altas entre 310-430 °C y la lignina se descompone entre 300-530 °C. A
temperaturas alin mas altas, se produce una ruptura de los enlaces C-C y C-
H, dando lugar a C,_4 oxigenados y productos de gasificacion como: CO, CO,,
H, y CH,4 [60].

Explosion de Vapor

La explosién de vapor es el método mas utilizado para el tratamiento
de materiales lignoceluldsicos y estd reconocido como uno de los métodos
mas rentables [57]. En este método la biomasa se trata con vapor de agua
saturada a presion alta (a unas temperaturas entre 160-260 °C con unas
presiones correspondientes entre 0,69 a 4,83 MPa), a continuacion la presion
se reduce subitamente, lo que provoca una descompresion explosiva en los
materiales. Finalmente el material se enfria rapidamente. El proceso causa la

degradacion de la hemicelulosa y la transformacion de la lignina [59, 61, 62].

Explosion de Fibra de Amoniaco

Este método es un tratamiento fisico-quimico de la biomasa
lignocelulésica que se expone con amoniaco anhidrido liquido a altas
temperaturas (60-100 °C) y presion alta (1,7 - 2 MPa) [63] durante un periodo

de tiempo corto y a continuacion se reduce rapidamente la presion. Es un
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proceso similar al de explosion de vapor [59]. Casi todo el amoniaco se puede
recuperar y reutilizar [63].

Explosién con CO,

Es un tratamiento similar al de explosion por vapor y explosién de fibra
de amoniaco. Se utiliza esta metodologia con CO, supercritico porque
requiera de menor temperatura y un gasto menor que con la explosién de
amoniaco. Esta temperatura mas baja impide que se produzca la

descomposicién de monosacaridos [57].

Pirolisis por Impulsos de Campo Eléctrico

En este tratamiento se aplica una rafaga corta de alta tensién a una
muestra que se coloca entre dos electrodos. Se genera un campo eléctrico

entre dos placas de electrodos paralelos, la intensidad de campo (1),

Este tratamiento tiene grandes efectos en la estructura de los tejidos de
la planta. Con una intensidad alta, se aplica un campo eléctrico externo y se
induce un potencial eléctrico critico a través de la membrana celular, lo que
conduce a una ruptura eléctrica rapida y de esta manera se producen cambios
estructurales en la membrana celular, la pared celular y por tanto en el tejido

de la planta [57]. Este método esta en proceso de desarrollo.
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1.4.3. Tratamientos quimicos

Los tratamientos quimicos que se describen en bibliografia son; la
ozonolisis; hidrélisis acida; hidrélisis alcalina; deslignificacion oxidativa y

procesos con disolventes organicos.

Ozonolisis

Es un tratamiento quimico con ozono que reduce el contenido de
lignina en los materiales lignocelulésicos. La degradacion se limita
principalmente a la lignina. La hemicelulosa queda afectada ligeramente pero
la celulosa no le afecta. Estos procesos se llevan a cabo a temperatura y
presion ambiente [59]. El inconveniente principal de la ozondlisis es que se
requiere una gran cantidad de ozono y hace que el proceso sea caro [57].

Hidrolisis Acida

Es bien sabido que la hidrdlisis &cida de biomasa lignoceluldsica puede
resultar una mejora en la obtencion de azlcares fermentables. Acidos tales
como H3;PO,, H,SO, y HCI se han utilizado para el tratamiento de materiales
lignoceluldsicos. Las condiciones de concentracion y temperatura son
variables [56, 64]. De este proceso, se obtiene una fraccion liquida, rica en
azucares fermentables y una fraccion sélida compuesta principalmente de
celulosa vy lignina. El tratamiento &cido, es eficiente en la disolucion de la
hemicelulosa, en especial el xilano. Sin embargo, este método, no resulta
efectivo para la eliminacién de la lignina. Aunque son poderosos agentes para
hidrdlisis de la celulosa, estos acidos concentrados son tGxicos, cOrrosivos y
peligrosos, y por lo tanto requieren de procesos resistentes a la corrosion, lo

gue provoca un encarecimiento de costes [57].
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Hidrdlisis Alcalina

El tratamiento alcalino es capaz de separar tanto la hemicelulosa como
la lignina, sin tener grandes efectos sobre los demés componentes [65]. Los
reactivos mas utilizados son NaOH, NH3, CaO y Ca(OH),, y a diferencia de los
tratamientos acidos, no necesitan temperaturas tan altas, aunque si por lo
general, necesitan tiempos mas prolongados de reaccién, ademas no
degradan tanto los azUcares [54, 57]. El uso de un A&lcali provoca la
degradacién del éster y cadenas laterales alterando la estructura de la lignina.
De esta manera se provoca una pérdida de la cristalinidad de la celulosa y
solvataciéon parcial de la hemicelulosa [66]. Sin embargo, este tratamiento
tiene como desventaja, que algunas bases se convierten a sus sales no
pudiendo recuperarlas y algunas de estas sales pueden quedar incorporadas

en la biomasa en el proceso del tratamiento [65].

7

‘Organosolv”

Los métodos de tratamiento “organosolv’ estan disefiados para
fraccionar la madera en sus principales componentes. La lignina y
hemicelulosa se despolimerizan y se recuperan como sélidos secos, mientras
gue la fraccion fibrosa de la celulosa se convierte en una disolucién acuosa
concentrada de glucosa que se obtiene por medio de la hidrélisis enzimatica
[67].

En el proceso “organosolv”’, se utiliza una mezcla de disolvente
organico acuoso u organico con catalizadores acidos (HCI o H,SO,), de esta
manera se rompe la lignina interna y los enlaces de la hemicelulosa. Los
disolventes usados comunmente en este proceso son metanol, etanol,
acetona, etilenglicol, trietilenglicol y alcohol tetrahidrofurfurilo. Otros acidos
organicos tales como el 4cido oxalico, acido acetilsalicilico, también pueden

ser utilizados como catalizadores en este proceso [57].
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Dentro de los tratamientos quimicos se incluyen ademas la disolucion
de biomasa lignocelulésica con liquidos ionicos. Este tipo de tratamiento es el
gue se ha utilizado a lo largo de esta tesis y se desarrollard mas ampliamente

en un apartado posterior.

1.4.4. Tratamientos bioldgicos

En este tipo de tratamientos se utilizan diferentes tipos de hongos y
bacterias para reducir la cristalinidad de la biomasa lignoceluldsica y facilitar
los procesos de conversion a productos finales para los biocombustibles.

El tratamiento de la biomasa con microorganismos se muestra como
una técnica prometedora, ya que cuenta con varias ventajas: no necesita de
reactivos quimicos que comprometan el medio ambiente, bajo costo
energeético, y en general sus mecanismos asi como sus condiciones de trabajo
son amigables al medio ambiente. Los microorganismos mas utilizados son los
hongos, que segun su mecanismo de degradacién de la biomasa lefiosa se
pueden identificar como, hongos de pudricién blanca, parda o blanda. Los dos
Gltimos tienen comprobada accién en la celulosa; sin embargo, solo los
hongos de pudricion blanca tienen capacidad de degradar la lignina [54].
Varios hongos de la pudricién blanca como Phanerochaete chrysosporium,
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora,
Pycnoporus cinnarbarinus y Pleurotus ostreaus se han examinado en
diferentes biomasa lignocelulésica mostrando una alta eficiencia de

deslignificacion [57].

El tratamiento biol6gico también se extiende al reino procariota, pero la
degradacién bacteriana de la lignocelulosa es un proceso lento, ya que
carecen de enzimas potentes en la degradacion de la lignocelulosa. Los

tratamientos bioldgicos son lentos, y requieren de un riguroso control del
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crecimiento microbiano, ademas, muchos de los microorganismos ligninoliticos

consumen parte de la celulosa y hemicelulosa [59].
1.5. Los Liquido l6nicos
1.5.1. Caracteristicas y propiedades de los liquidos idénicos (LIs)

En los ultimos afios, los liquidos i6nicos han sido utilizados en varios
campos de la investigacion como disolventes en catélisis, en electroquimica,
sintesis organica entre otros [68-72]. Los liquidos i6nicos o sales fundidas, se
definen como sales con un punto de fusién por debajo de 100 °C y que estan
formadas generalmente por un catibn organico y un aniéon organico o

inorganico [70].

Los liquidos i6nicos exhiben propiedades Unicas tales como; presion de
vapor despreciable, extraordinarias propiedades de disolucién, muchos de
ellos son liquidos a temperatura ambiente, conductividad eléctrica alta,
volatilidad baja e inflamabilidad baja. Ademas tienen gran estabilidad térmica y
guimica y pueden presentar interacciones idnicas y no ionicas. Otra
propiedades son: viscosidad elevada a temperaturas bajas aunque varia de
forma compleja, densidad entre 1-6 g/cm®, aumentando con la longitud de la
cadena, capacidad calorifica mayor a la del agua y una conductividad térmica

entre el tolueno y el agua [70, 73-75].

En la Figura 1.13, se representan algunos de los iones tipicos de los
liquidos i6nicos. Normalmente, los liquidos i6nicos comprenden de cationes
grandes tales como el amonio organico, fosfénio, imidazolio o piridinio. Los
aniones tipicos son haluros, acetatos, boratos o fosfatos. Y como alquilos méas
comunes nos encontramos con el etilo, butilo, hexilo, octilo y decilo [73, 76].
En esta tesis, se presta especial atencion a los liquidos i6nicos basados en los

cationes de imidazolio porque la combinacion de estos cationes con aniones
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con enlaces fuertes de H-aceptor, tales como acetato, cloruro y bromuro,
hacen que los liquidos i6nicos presenten unas excelentes propiedades de
solvatacion para la disolucion de la celulosa [77, 78]. Los Lls son también
llaman disolventes de disefio, debido a que sus propiedades fisicoquimicas se
pueden cambiar segun las elecciones que se hagan de sus iones, pudiendo
modificar su polaridad, hidrofobicidad y su actuacién como disolventes [69, 74,
76]. Se preveé que se pueden hacer aproximadamente 1.018 combinaciones de

iones para obtener ILs utiles [69].

R
®
R-NZR o
!’Q Cl
H =]
Amonio RSO.,
" :
l\‘.!’ R r:: SCN~
R R .
Pirazolio Imidazolio CH3C‘02
Cationes mas comunes Aniones mas comunes

Figura 1.13: Algunos cationes y aniones mas communes de los liquidos iones.

1.5.2. Punto de fusion de los liquidos iénicos (LIs)

El punto de fusién tan bajo es la principal caracteristica que distingue a
los Lls del resto de las sales. Mientras que el punto de fusion del cloruro de
sodio es 801 °C (Tabla 1.2), el cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([BMIM]CI)
funde a 65 °C [76]. La razdn por la ILs tienen puntos de ebullicién tan bajos es
porque tienen pardmetros de red grande. Los iones se mantienen unidos por

fuerzas electrostaticas y como se describe por la ley de Coulomb (ver

Cap.1-38



Introduccién

ecuacion), la presencia de iones grandes y asimétricos en un compuesto
ibnico hace que la interaccion entre estos iones sea débil, haciendo que su
punto de fusion sea bajo.

_ 1 9192
4me, 12

Donde F es la fuerza de Coulomb, €= 8,854*10**CV'm™, q es la carga

de cadaion y r es la distancia entre los centros de los iones.

Por otra parte, se deslocalizar la carga positiva de los cationes 1-alquil-
3-imidazolio a lo largo del anillo de imidazolio. Como resultado, hay una
reduccion de la densidad de la carga global, también debilita las fuerzas
electrostaticas entre el par i6nico. Otro factor que hace que los puntos de
fusibn sean menores es debido al polimorfismo cristalino que impide la
cristalizacion de los liquidos i6nicos. Este es el caso de varios cationes 1-
alquil-3-metilimidazolio con cadenas alquilo largas. La cristalizacion se inhibe
debido a la coexistencia de varias estructuras posibles que también pueden

causar la disminucion de la temperatura de fusion en los Lls [79].

En la Tabla 1.2, podemos ver el punto de ebullicion de diferentes 1-
alquil-3-metilimidazolio, en donde se puede comprobar que este disminuye
cuando aumenta la longitud de la cadena alquilica (entradas 1-3). El aumento
de la longitud de los alquilo, debilita las fuerzas de Coulomb, se reduce la
simetria porque se produce un desorden local y contribuye a una disminucion
del punto de fusion [80]. Sin embargo cuando se tiene el anion
triflurometilsulfonato (CF;SOyg) (entradas 4 y 5), un aumento de la longitud de
la cadena alquilo, mejora las interacciones de Van der Waals, lo que provoca
una ordenacion de la estructura més eficiente, mostrando un aumento en el
punto de fusion [80]. Asi mismo, los LIs que contienen aniones mas grandes,
comunmente muestran puntos de fusibn mas bajos, como pasa con el caso de
CF3SO0s5.
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Tabla 1.2: Puntos de fusién de algunas sales de dialquilimidazolio [76].

Entrada Me/N\/N\R

R X pf/eC
1 Metil Cl 125
2 Etil Cl 87
3 n-Butil Cl 65
4 Etil CF3S0; -9
5 n-Butil CF3S0; 16
6 NaCl 801

1.5.3. Los liquidos i6nicos como disolventes parala celulosa

En 2002, Rogers y col. [81] encontraron que los cloruros de 1-alquil-3-
metilimidazolio disolvian la celulosa y madera. En el proceso de la disolucion
de la celulosa, lo que ocurre es que la estructura cristalina de la celulosa se
desmonta, dejando accesibles los enlaces B-(1-4)-D-glicosidicos para los
catalizadores. Este avance hizo que se abrieran nuevos horizontes en el
estudio de la disolucion de celulosa y biomasa en Lls y durante los siguientes
afios la importancia de este proceso se ha visto reflejada en un gran aumento

del nimero de patentes [82] y publicaciones [64, 83, 84]

Un hecho que hay que tener en cuenta con los Lls es que las
propiedades de estos varian enormemente de unos a otros dependiendo de

los aniones, cationes y alquilos que tengan, como ya se ha explicado en el
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apartado anterior y es por esto por lo que no todos los Lls son capaces de
disolver la celulosa. Seran buenos disolventes de celulosa aquellos que
posean aniones con una gran capacidad de aceptar H en sus bandas de
valencia, ademés el anion no debe ser hidréfobo o contener sustituyentes
alquilicos muy voluminosos. Los aniones como acetatos [64], fosfatos [85],
sulfatos [86] y haluros como cloruros [64, 83, 87, 88] 0 bromuros y sus sales
de 1,3-dialquilimidazolio [89] son buenos disolventes de celulosa. Por ejemplo,
el cloruro de 1-etil-3-metil imidazolio ([EMIM]CI) y el cloruro de 1-butil-3-metil
imidazolio ([BMIM]CI), son buenos disolventes para la celulosa [64, 83], el
anién cloruro esta fuertemente implicado en la interrupcién de los puentes de
hidrégeno que se encuentran uniendo entre si las microfibras de la celulosa
(Figura 1.14).

mew' L e

LM ." o’
%:\m"\é &
<l b P <O, \?ﬁ\y

CELULOSA FIBRAS DE CELULOSA

Figura 1.14: Disolucién de celulosa en el liquido i6nico [BMIM]CI.

El catién también afecta a las propiedades de disolucion de la celulosa.
En general, los cationes formados por heterociclos aromaticos planos
muestran buenas capacidades de disolucién de la celulosa. Por el contrario,
los liquidos i6nicos que tienen cationes piperidinio y pirrolidinio tetraédricos no
pueden disolver celulosa (Figura 1.15). Esto es porque en el catién imidazolio

y piridinio, existe debido a la deslocalizacion de la carga hay de cierta manera
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una participacion de todos los &tomos de hidrégeno en el anillo en la ruptura
de los puentes de hidrégeno que hay entre las fibras de celulosa [42].

R1 = Bu
Rz = Me
@ @
N N
R / \R2 / \
Pirrolidinio Piperidinio

Figura 1.15: Cationes de Lis que no tienen buenas habilidades de disolucion de
celulosa.

En la practica, la disolucion de la celulosa no so6lo depende de la
temperatura y tiempo de disolucion, sino que también depende del tamafio de
las particulas de celulosa, cristalinidad y grado de polimerizacién [42, 90],
ademas de una buena agitaciébn dentro del reactor [64, 83]. Ademas es
importante afadir la muestra con cuidado para que no se formen

aglomeraciones de celulosa que necesitarian mas tiempo para disolverse.
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1.6. Hidrolisis acida de biomasa lignoceluldsica

La biomasa lignocelulésica, que viene de la parte estructural de las
plantas, pueden ser hidrolizada para producir componentes quimicos que a su
vez pueden ser utilizados como fuentes renovables de carbono para producir
biocombustibles y compuestos quimicos. En apartados anteriores, se ha
estudiado que la biomasa lignocelulésica estd compuesta principalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina. La ruptura de estos da lugar a la formacion de
compuestos quimicos que pueden ser utilizados para la produccion de
biocombustibles y compuestos quimicos. La celulosa es un polimero de
glucosa que puede ser despolimerizado a través de hidrolisis en monémeros,
estos se pueden utilizar en una biorrefineria de azlcares para producir

combustibles con alta densidad de energia y productos quimicos [52, 91-93].

El enfoque conceptual para despolimerizar celulosa en monémeros de
azucar es similar a la seguida durante décadas en las refinerias de petréleo
convencionales para producir combustibles y productos quimicos. Por lo tanto,
se cree que, en el futuro, diferentes plataformas de biorrefineria
(termogquimica, lipidos y/o bioquimica) puede suministrar biocombustibles
renovables y productos bioquimicos para sustituir, al menos en parte, a los
obtenidos a partir de recursos fésiles. El desarrollo de los biocombustibles de
segunda y tercera generacion solo sera posible mediante el uso eficiente de la
biomasa lignocelulésica y las microalgas para la produccion de
biocombustibles a gran escala, estas fuentes de biomasa no compiten de
forma directa con la produccion de alimentos como es el caso de algunos
biocombustibles de primera generaciéon hecho de maiz, cafia de azlcar y soja
[21].

Uno de los cuellos de botella mas importantes en el aprovechamiento
de la biomasa lignocelulosica es la dificultad de realizar de una manera

efectiva y econdmica en la hidrélisis de la celulosa [94, 95]. Los enlaces B-
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glicosidicos de las moléculas de azlcar contenidas en la celulosa o
lignocelulosa son muy fuertes, ademas, la celulosa en las materias primas, se
encuentra formando una estructura de cadenas de celulosa en microfibras,
gue a su vez estan unidas por numerosos puentes de hidrégeno entre ellas, lo

gue hace que sea muy dificil su hidrdlisis.

La manera mas simple para hidrolizar quimicamente la celulosa en
glucosa es mediante la utilizacion de un catalizador acido. El polimero de
celulosa estd compuesto por mondémeros glucopiranosilo unidos por enlaces
B-(1,4) glicosidicos, y estos enlaces se pueden romper en presencia de un
catalizador 4cido [96, 97]. La hidrdlisis de la celulosa catalizada quimicamente
ha visto varios periodos de renacimiento y de vez en cuando se ha combinado
con etapas de fermentacién biocataliticas para convertir azlcares en
compuestos quimicos secundarios [98]. Industrialmente hablando, el proceso
mas importante es la hidrélisis con acidos minerales concentrados o diluidos,
predominantemente acido sulftrico [45]. Una ventaja de este proceso sobre la
hidrélisis enzimatica es su alto velocidad de hidrélisis. Sin embargo,
dependiendo de las condiciones de reaccion, la glucosa se pueden
transformar en otras moléculas mas pequefias, disminuyendo asi el
rendimiento [92]. Ademas, algunos productos de degradacion de la glucosa,
actian como los inhibidores frente a transformaciones bioldgicas delos
azucares obtenidos, como puede ser una etapa de fermentacion para obtener

etanol.

1.6.1. Lahidrdlisis acida de la biomasa en liquidos i6nicos

La disolucién de la celulosa o la biomasa lignocelulésica en liquidos
i6nicos facilita de una forma extraordinaria la hidrolisis de los biopolimeros

(celulosa y hemicelulosa) debido a la eliminacion de las barreras de proteccién
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estructurales, enlaces de Van der Wals y por puentes de hidrégeno, de los
centros de hidrolisis. Asi, una vez que se disuelve en liquido ibnico, la
hidrélisis &cida se produce incluso a temperaturas por debajo de 100 °C [64,
99, 100]. En la Figura 1.16 se muestra la cadena de reacciones de la celulosa
catalizada por 4&cidos En la primera etapa, la celulosa se hidroliza hacia
oligbmeros (1,4-B-glucanos) y glucosa. La glucosa no es suficiente estable en
condiciones acidas y es propensa a sufrir deshidratacion hacia 5-hidroximetil
furfural (5-HMF) y otros productos diferentes. ElI 5-HMF a su vez, se puede
descomponer en dos moléculas: en acido levulinico y en acido férmico en
medios acuosos [52, 101]. Estos compuestos y los azUcares pueden

reaccionar formando polimeros indefinidos, llamados hamicos [102].

o) H H
HHO H/ oH%, Cat. acido Cat. acido
oH N\, H Hidrélisis  Oligémeros  Hidrélisis
H HO — > Solubles ——» HO
HO H
%7" H H o H OH
Celulosa Glucosa
H Cat. 4cido Cat. acido o
H . .
HO —C Deshidratacion o Rehidratacion oM
Ho oo —— (JW\OH +3H,0 = o o7 Xy, +H0
H H o
Glucosa 5- Hidroximetil Furfural Acido Levulinico Acido Férmico
+
Otros productos diferentes
l Cat. acido
H,0 ‘/i
Humicos

Figura 1.16: Despolimerizacién de la celulosa.
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Sin embargo, cuando se trabaja con biomasa lignocelulésica, uno de
los obstaculos mas importantes es la necesidad de separar la lignina, que esta
presente como una cubierta protectora en las células de las plantas y hace
gue la celulosa y la hemicelulosa sean resistentes a la hidrolisis enzimatica.
Esta es una de las razones por las que se suelen llevar a cabo procedimientos
de tratamiento previos a la hidrélisis acida, como la disolucion en liquidos
iGnicos, para romper el marco estructural de las plantas y despolimerizar la

biomasa lignocelulésica.

En un trabajo pionero, Fort y cols. descubrieron que los sistemas de
disolventes basados en cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio/dimetil sulféxido
[BMIM]CI/DMSO mezclado en una proporcion de 84/16 % en peso eran
capaces de disolver parcialmente las astillas de madera [103]. Se observo
gue, en base en la intensidad del color y la viscosidad de la mezcla de la
disolucion, las particulas de madera se hinchaban y se reducian en tamafio
durante la disolucién. Del mismo modo, Kilpeldinen y cols. publicaron la
disolucién completa de un 8% en peso de muestras de serrin de madera seca
(pino) en los liquidos idnicos (LIs), [BMIM]CI y en 1-alil-3-metilimidazolio
cloruro de ([AMIM]CI), en el rango de temperatura entre 80 a 130 °C después
de las 8h [104]. ILs han sido reconocidos como disolventes prometedores para
la hidrélisis suave y rapida de materias primas de biomasa [38, 64, 105-107].
Sin embargo, el alto coste de los liquidos i6nicos puede ser un potencial
inconveniente. Por lo tanto, los ILs deben ser recuperados a partir del
hidrolizado de manera eficiente mediante el uso de una tecnologia de
separacion rentable. Los calculos preliminares indican que al menos el 98%
del LI utilizado en estos procesos debe ser recuperado para que el proceso
econdémicamente viable [107]. La extraccion es dificil porque los azucares
fermentables y los liquidos idnicos usados para disolver la biomasa, como el
cloruro de 1-etil-3-metilimidazolio ([JEMIM]CI) presentan solubilidades similares

en diversos disolventes [108]. Es por esto, por lo que se ha propuesto una
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estrategia diferente: el tratamiento previo de la biomasa lignoceluldsica
mediante el uso de liquidos i6nicos y posterior precipitacion de la biomasa con
un antidisolvente [82]. Mediante esta metodologia se puede eliminar
eficazmente la lignina y reducir la cristalinidad de la celulosa para permitir la
hidrélisis enzimatica con altas cargas de solidos y bajas concentraciones de
enzima; por lo tanto, se acelera sustancialmente la velocidad de hidrolisis
enzimatica y aumenta el rendimiento de azucares fermentables [109, 110]. Del
mismo modo, el tratamiento de biomasa lignocelulésica mediante el uso de
liquidos i6nicos puede reducir la cristalinidad de la celulosa presente en la
biomasa, y eliminar o al menos reducir el sistema de proteccidon de la lignina, y
de esta forma favorecer la hidrélisis quimica a concentraciones muy bajas de

acido, y por lo tanto, aumentar el rendimiento de los azlcares fermentables.
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Objetivos

El objetivo principal del trabajo descrito en esta memoria es
maximizar la produccion de azucares fermentables en el proceso de hidrélisis
acida de celulosa asistida por liquidos i6nicos y posteriormente aplicar estos

procesos a muestras de biomasa lignocelulédsica real. Para ello:

- Se estudiaran las condiciones de operacién de la reaccién de hidrélisis
guimica de celulosa, y basado en este estudio se definiran las
condiciones que maximicen la produccion de glucosa para los
diferentes aproximaciones a que se realicen para abordar la hidrélisis

de celulosa.

- Se comprobaran que los resultados obtenidos con celulosa es
aplicable a la biomasa lignocelul6sica completa, y el efecto de la
presencia de otros componentes de la biomasa, principalmente lignina

y hemicelulosa, en rendimiento a azucares.

- Se correlacionara la fuerza é&cida de diferentes Catalizadores
Homogéneos con la eficiencia en la hidrdlisis de celulosa a azucares

solubles y fermentables.

- Se estudiara el uso de liquidos iénicos basados en sales de imidazolio
en diferentes procedimientos de hidrélisis asistida, y de esta forma
seleccionar los mas adecuados en la disolucién de celulosa y biomasa

lignoceluldsica e hidrdlisis acida.

- Se analizard la interaccién de los liquidos iénicos con la celulosa y la
biomasa lignocelulésica mediante la caracterizacion fisicoquimica de
las muestras antes y después de estar en contacto con el liquido
ionico.

- Se exploraré la utilizacion Catalizadores Heterogéneos en la hidrélisis

acida asistida con liquidos ionicos.
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Métodos Experimentales

3.1. Reactivos y Compuestos

En el desarrollo de las actividades descritas en esta memoria se
utilizaron dos muestras de celulosa comercial en las diferentes reacciones de
hidrolisis 4cida: celulosa fibrosa (C6288) y celulosa microgranular (C6413),

ambas provienen de fibra de algodoén y fueron adquiridas en Sigma-Aldrich.

Los liquidos iénicos (LIs) utilizados en la disolucion de celulosa y
biomasa lignocelulésica, fueron fabricados por BASF (Basionic) y se
adquirieron en Sigma—Aldrich. Los Lls que utilizamos fueron: el cloruro de 1-
etil-3-metilimidazolio [EMIM]CI, el cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio [BMIM]CI
y el 1-etil-3-acetato metilimidazolio [EMIM]JAc Todos ellos se utilizaron sin

purificar y no se realizé ningun tratamiento previo con ellos.

Los catalizadores acidos homogéneos probados en la hidrdlisis fueron:
acido sulfarico (H,SO,), é&cido para-toluensulfénico (p-TSA), acido
fosfotlingstico (HsPW1,0,0), acido clorhidrico (HCI), acido fosférico (HzPO,),
acido acético (AA), acido oxalico (AO), acido trifluorometanosulfénico (TFMS)
y acido trifluoroacético (TFAA) Todos ellos fueron adquiridos en Sigma—
Aldrich.

Los catalizadores acidos heterogéneos probados en la hidrdlisis
fueron: Amberlyst 70 proporcionada por la empresa Dow Chemical, Si-
PropilSulfonic (40-63 um), Si-Tosic Acid (40-63 um) y Si-Tosic Acid (500-1000

pm) catalizadores comprados a Silicycle.

Los patrones de analisis para la cromatografia de alta resolucion
HPLC fueron: glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, acido

levulinico, 5-HMF y furfural. Todos ellos se adquirieron en Sigma-Aldrich.

Las muestras de biomasa lignoceluldsica que se utilizaron fueron: paja
de cebada, paja de trigo y ramé6n de olivo. Todas las muestras fueron

amablemente cedidas y caracterizadas por la Unidad de Biocarburantes del
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Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnologicas
(CIEMAT).

Los métodos de caracterizacion de biomasa son procedimientos
adaptados de los métodos estandares de analisis de biomasa del National
Renewable Energy Laboratory (NREL; Colorado, EE UU) [1] y los andlisis se

realizaron en los laboratorios de la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT.

Después de preparar la muestra (molienda y cribado), las muestras se
sometieron a una extraccion en dos etapas con agua y etanol, con el fin de
determinar el contenido en extractivos y proceder al analisis de carbohidratos
y lignina en la biomasa libre de extractivos. Posteriormente, los resultados se
corrigieron para expresar los datos en la biomasa completa. Las
determinaciones de extractivos se hicieron por cuadruplicado y el analisis de
componentes se realizé por triplicado sobre las muestras extraidas. En la

Tabla 3.1 se recogen los valores medios para las muestras analizadas.

Como se puede comprobar en la Tabla 3.1, las muestras de paja de
cebada y de trigo tienen un mayor contenido de celulosa en torno al 40 % en
peso y de hemicelulosa aproximadamente del 28 % con respecto al ramoén de
olivo que tiene un 24 % de celulosa y 19 % de hemicelulosa. Sin embargo, la
concentracion de extractivos acuosos en el ramoén de olivo es mayor que en
las otras muestras, en torno al 22 %, frente a un 10 % en las muestras de

paja de cebada y trigo.
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Tabla 3.1: Andlisis de composicion de muestras de ramon olivo, paja de trigo y paja

de cebada. Datos de composicién en % sobre peso seco a 105 °C.

Ramon olivo Paja cebada Paja trigo
Extractivos 25,3+ 0,85 13,4+0,6 12,2+ 0,7
Acuosos 22,0+0,9 10,8+0,5 9,9+0,4
Orgénicos 3,3+0,07 2,6+0,07 1,7+£1,22
Celulosa 24,4+ 0,2 39,7+0,5 40,1+0,2
Hemicelulosa 18,940,1 27,3+0,1 28,6+0,3
Xilano 11,9+0,1 23,3+0,1 24,2+0,2
Galactano 2,7+0,03 0,9+0,02 1,6+0,01
Arabinano + 4,3+0,02 3,1+0,05 2,8+0,14
manano
Lignina acido 16,4+0,05 13,7+0,5 15,4+0,3
insoluble
Cenizas 4,3+0,09 6,6+0,2 3,6+0,1
Grupos acetilo 2,4+0,06 1,5+0,05 1,6+0,02

En la fraccién de extractivos acuosos determinamos azUcares y en la
Tabla 3.2 se muestran los datos en relacion a glucosa, que es el azucar
mayoritario. El ramoén de olivo contiene una cantidad considerable en glucosa
gue es extraida mediante extraccibn acuosa, se cree que podrian ser

derivados de almidén soluble.
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Tabla 3.2: Andlisis de composicién en glucosa determinada en los extractos acuosos.

Datos de composicién en % sobre peso seco a 105 °C

Glucosa®™ en forma

Glucosa monomérica . o o
oligoméricay monomérica

Ramoén olivo 0,94+0.05 6,20+0,29
Paja de cebada 0,49+0,07 1,39+0,17
Paja de trigo 0,23+0,08 1,04+0,13

(1) Glucosa medida en el extracto acuoso después de una hidrdlisis (Acido sulfarico 4%, 120°C, 30

min)

3.2. Técnicas de Caracterizacion

3.2.1. Difraccion de Rayos X

La técnica de difraccion de rayos X, se basa en el hecho de que una
gran parte de los sélidos estan compuestos por sustancias cristalinas, al
formar sus atomos redes tridimensionales, que pueden actuar como rejillas de
difraccién para rayos incidentes monocromaticos, siempre que la longitud de
onda incidente sea del orden de la distancia entre atomos. Por tanto, para
gue ocurra el fendmeno de difraccion, la longitud de onda del haz incidente
debe ser del orden de la distancia entre atomos y por este motivo se emplean
rayos X. En las mismas condiciones, cada sustancia cristalina produce un
difractograma uUnico que puede ser empleado para su identificacién. Esta
técnica se puede emplear como una técnica analitica para identificar no solo
cualitativamente sino también cuantitativamente los compuestos cristalinos

constituyentes de una sustancia.
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La difraccion de rayos X se basa en la reflexion de las ondas
electromagnéticas incidentes por planos sucesivos de &tomos en un cristal. Al
incidir un haz de rayos X segun un angulo 0 parte de la radiacion se refleja y
parte sigue su camino en una estructura ordenada. La ley Bragg establece
que para que las ondas “reflejadas” estén en concordancia de fase, y por
tanto originen una interferencia constructiva (difraccién), es necesario que la
diferencia de camino recorrido de la dos reflexiones sea multiplo entero de la
longitud de onda del haz incidente [2]. Esta observacion se traduce

matematicamente en la siguiente expresion:

neA(n=0,1,2...)= 2L+senB

donde n es un numero entero, A es la longitud de onda incidente, L es
la distancia interplanar y 8 es el angulo formado entre el rayo incidente y la

muestra.

Las distancias entre los diferentes planos que definen la red cristalina
determinan el valor del angulo de Bragg, cuya posicién se considera como
una “huella de identidad” del solido ordenado (Figura 3.1). De este modo, los
patrones de difracciébn suministran informacion inequivoca de la estructura
cristalina. La posicion angular de los maximos de difraccién se relaciona con
los parametros de la celda unidad, mientras que la intensidades reflejan la

simetria de la red y la densidad electrénica dentro de la celda unidad [3].

Cap.3-5



Silvia Morales de la Rosa

Haz de rayos X . Haz de rayos X
Incidente Refractado

Planos
Atémicos

Figura 3.1: Difraccion de rayos X producidos por los diferentes planos de un cristal.

El tamafio promedio de particula de las fases cristalinas presentes en
los catalizadores se puede calcular mediante la ecuacién de Scherrer [4].
Esta ecuacion muestra que la anchura a mitad de altura de una linea de
difraccion, se relaciona con el tamafio efectivo del cristal por la relacién:
K- 2

T=—-

B-cos@
donde K es una constante que depende de la forma de la particula; 2,
es la longitud de onda de la radiacion empleada; B, es la anchura de pico a la
mitad de la altura; 8, es la posicién angula r del maximos de la linea de

difraccion y 7, es el tamafio promedio del cristal.

La interpretacién de la ecuacién de Scherrer establece que los picos
de difraccibn muy estrechos se corresponden a particulas grandes y
cristalinas, mientras que los picos ensanchados se corresponden a particulas
pequefios 0 poco cristalinas. La informacién obtenida a partir de la difraccion

de rayos X se refiere a un tamafio promedio de los cristales en el sélido.

Existen unos limites experimentales a partir de los cuales la medida
del tamafio de la particula ya no es precisa. El limite superior es de

aproximadamente 500 nm. En particulas de muy pequefio tamafo, los picos
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se deforman sustancialmente, por lo que la relacion sefial-ruido es la que

determina el limite de deteccion inferior (normalmente en torno a 7 nm).

El difractbmetro consiste en un tubo de rayos X, un portamuestras
plano con la muestra en polvo centrada en el centro éptico de un goniémetro
y un detector ubicado sobre el borde del sistema angular. EI niumero de
cuentas obtenidas por unidad de tiempo es proporcional a la intensidad de
radiacion (1) incidente sobre el detector. La intensidad | en funcién del angulo
20, se representa graficamente, lo que se denomina difractograma de rayos
X.

Para la obtencion de los difractogramas de rayos X recogidos en el
presente trabajo tanto para las muestras de celulosa y como de biomasa
lignoceluldsica, es un difractometro PANalytical X'Pert Pro equipado con una
fuente de radiacion de CuKa (A = 0,15418 nm) y Detector X'Celerator basado
en Real Time Multiple Strip (RTMS). Las muestras se colocaron en una placa
de acero inoxidable para su andlisis. El registro de difraccion de las nuestros
se obtuvo en el rango del angulo de Bragg (208) entre 4° y 90° a una velocidad
de barrido de 0,02° por paso y un tiempo de acumulacion de 50s. Los
difractogramas fueron analizados con el software X'Pert HighScore Plus.

3.2.2. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, Scanning Electron

Microscope)

Las técnicas de microscopia electronica se basan en la informacion
contenida en los electrones que atraviesan, microscopia electronica de
transmision, (TEM, transmission electron microscope) o rebotan, microscopia
electronica de barrido, SEM sobre la superficie de un material al hacer incidir

un haz electrénico coherente y a gran velocidad.

En lo referente a la microscopia electronica de barrido (SEM), es

importante destacar que su gran profundidad de campo la convierte en una

Cap.3-7


https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CEIQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FScanning_electron_microscope&ei=OkCYU9z7CceZ0AWVioHQBw&usg=AFQjCNFY2595-cVDO83dYumd4cyRxipOSQ&bvm=bv.68693194,d.ZGU
https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CEIQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FScanning_electron_microscope&ei=OkCYU9z7CceZ0AWVioHQBw&usg=AFQjCNFY2595-cVDO83dYumd4cyRxipOSQ&bvm=bv.68693194,d.ZGU

Silvia Morales de la Rosa

técnica especialmente adecuada para la observacion de muestras con una
topografia de superficie bastante variada. Es una de las técnicas mas
versatiles para la visualizacion y el andlisis de las caracteristicas
microestructurales de muestras solidas, debido principalmente, a su elevado
poder de resolucién (alrededor de 3 nm) y a su gran profundidad de campo, lo
gue permite una visualizacién tridimensional. Las caracteristicas mas
importantes de SEM son: poder de resolucién (entre 5 y 2 nm), profundidad

del campo y contraste.

El sistema de formaciéon de una imagen en SEM, esta basado en el
sistema optico de reflexiéon (Figura 3.2). El objeto se ilumina frontalmente,

siendo los haces reflejados los responsables de la informacién final.

Fuente de luz

Apertura y lente
de condensadora

B} ‘
e ] ‘
N o

"o S
Sy o

Objeto ™3,

Apertura y lente \‘~U

de objeto
Lente proyectora

Figura 3.2: Componentes de un sistema optico de reflexion [4].
En un microscopio electrénico de barrido, el haz pasa a través de la
lentes condensadores y de objetivo, y es barrido a lo largo de la muestra por

la bobinas de energia emitidos por cado punto de la superficie. En la Figura

3.3, se muestran los principales componentes de un microscopio electronico
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de barrido, que béasicamente consiste en un haz fino de electrones con
energia de hasta 40 kV que es enfocado y barrido sobre la superficie de una
muestra. Las lentes en SEM no son parte del sistema de la imagen, sino que
se usan para ampliar y enfocar el haz de electrones sobre la superficie de la

muestra.

Cafién de
electrones

Monitor

Lentes
condensadoras

XX
(&ﬁ

Generador
de barrido

Bobinas \
de barrido | A/I/
\
\
Lente |
objeto | Amplificador
‘ BSE
‘ E D

Figura 3.3: Representacion esquemdtica de un microscopio electrénico de barrido
[4].

De cualquier forma, debido a los procesos asociados a la preparacion
de la muestra, esta técnica presenta limitaciones en cuanto a andlisis
cuantitativo pero desde el punto de vista cualitativo se puede extraer mucha

informacion que debe ser contrastada con otras técnicas.

Las muestras analizadas en SEM deben de estar completamente
secas, por lo que existen diferentes equipos en el mercado que permiten el
secado de las muestras. Ademas, en el caso de andlisis de muestras de

celulosa y biomasa, como son las de la presente tesis, no tienen capacidad
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de reflejar electrones, por lo que tienen que ser recubiertas por un metal (oro

o0 plata) antes de ser analizadas.

Las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM)
de las muestras de celulosa y biomasa tanto tratadas como sin tratar con

liquidos ibnicos se tomaron con un equipo Hitachi S-3000 N.

Anteriormente al andlisis se realizé una preparacién de las muestras,
de tal manera que, inicialmente las muestras fueron tratadas con
concentraciones crecientes de etanollagua (50%, 70%, 80%, 90% vy
finalmente 100% en etanol) para fijar su estructura y deshidratar las muestras.
Seguidamente, las muestras se secaron mediante un secador de punto critico
Polaron CPD7501. Finalmente, las muestras se metalizaron en un Balzers
SCD 004, utilizando una pulverizacion catddica de una capa de oro delgada

para que tuvieran capacidad de reflejar los electrones.

3.2.3. Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-VIS)

La espectroscopia UV-Vis se basa en la absorcion de fotones con una
longitud de onda entre 100 y 1100 nm. La energia de estos fotones es capaz
de producir transiciones entre niveles electrénicos de los orbitales
moleculares o atémicos. El espectro de absorcion UV-VIS de un compuesto
se debe por lo general a tres tipos de transiciones: Transiciones producidas
por electrones 11, 0 y n; transiciones producidas por electrones d y f y las
producidas por transferencia de carga. Y se puede decir que el espectro UV-
VIS de las moléculas estd asociado a transiciones electrénicas entre los
diferentes niveles energéticos en ciertos grupos o atomos de la molécula y no

caracterizan a la molécula como entidad.

La zona del espectro electromagnético UV-VIS, se divide a su vez en:

La region del VIS que comprende un rango de longitudes de onda de 400 a
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900 nm, la regién del UV cercano que comprende el rango de 190 a 400 nmy
finalmente la region del UV de vacio, que comprende de 100 a 190 nm.
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Figura 3.4: Regiones del espectro electromagnético y tipos de transiciones asociadas

(adaptacién del esquema en [4]).

Las medidas cuantitativas de la espectroscopia UV-VIS consiste en
medir la radiacion absorbida a una longitud de onda especifica dentro del
rango del espectro UV-VIS (Figura 3.4) y compararla con otras disoluciones
de concentracion conocida (disoluciones estandar) que contengan la misma
especie absorbente. Para tener esta relacion se emplea la Ley de Lambert-
Beer, que establece que para una misma especie absorbente en una celda
de espesor constante, la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion. La relacion que existe entre la concentracion y la absorbancia

se describe;

A=cl€
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La absorcion de la radiacion por parte de la muestra es proporcional a
la longitud del camino 6ptico (I), a la concentracion de la disolucién (c) y a una
constante (€), denominada absortividad molar. Esta ley lineal se cumple
Unicamente para disoluciones diluidas (¢ < 0,1 M), pudiéndose producir
desviaciones de la linealidad a concentraciones mas elevadas al variar €
como consecuencia de cambios en el indice de refraccion de la disolucion.
Otras desviaciones de la linealidad tienen su origen en la propia

instrumentacion.

En este trabajo, se ha utilizado un espectrémetro UV-VIS, modelo
Cary 60 de Agilent (Figura 3.5), para la medicion de los azucares reductores
totales [5] de nuestras muestras a una longitud de onda de 550 nm. Para ello,

inicialmente se prepararon patrones de concentracion conocida.

Figura 3.5: Equipo de espectroscopia UV-VIS utilizado para las medidas de azucares

reductores totales (Cary 60 de Agilent).
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3.3. Medidas de Actividad

3.3.1. Hidrdlisis acida de celulosa y biomasa lignoceluldsica en

liguidos i6nicos “in situ”

La hidrélisis acida “in situ” con liquidos iénicos se llevd a cabo
disolviendo la muestra (celulosa o biomasa) (0,5 g) en 9,50 g de liquido i6nico
caliente, en un rango de temperatura entre 100 y 140°C, en el reactor Mettler-
Toledo Easy Max® del tipo tanque agitado discontinuo (ver Figura 3.6),
equipado con agitacion mecanica mediante una hélice. Después de la
disolucion completa del sélido, la temperatura se llevé a la seleccionada para
la hidrdlisis, y se adicioné el catalizador &cido a la mezcla usando una
disolucion acuosa de acido (1,66 M). Esta mezcla se mantuvo en agitacion
durante 180 min. Se adicionaron alicuotas de agua desionizada durante la
hidrdlisis en los siguientes tiempos de reaccion: 10 min, 2000 uL; 20 min,
1000 pL; 30 min, 1500 pL; y 60 min, 2500 pL. Finalmente, la reaccién se
detuvo por adicion de 17,52 ml de agua.

La adicion de agua al final de la reaccién provoca la precipitacion de
celulosa o la biomasa lignocelulésica sin reaccionar. El sélido obtenido se
lavé con agua y luego se recuper6 por filtracion con filtros de Nylon (0,1 pum).
Las muestras soélidas recuperadas se secaron a 90 °C durante 12 h en una
estufa a vacio. La cantidad de muestra recuperada sirvio para determinar la

cantidad de muestra hidrolizada.
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Figura 3.6: Reactor Mettler-Toledo Easy Max® discontinuo a presion atmosférica.

En este mismo reactor (Figura 3.6), se realizaron también todos los
tratamientos de la celulosa y biomasa con los diferentes liquidos iGnicos
utilizados y posterior precipitacion para llevar seguidamente las muestras a
hidrélisis en el reactor a presion que se explican seguidamente en los

siguientes apartados.
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3.3.2. Procesos de hidrolisis acida homogénea de la celulosa y

biomasa lignocelul6sica sin tratar y tratada con Lls

Las reacciones de hidrolisis acida se llevaron a cabo en un reactor
agitado de acero, revestido de teflon de la marca Berghof y equipado con un
embudo de adicion de presion de 100 mL (Figura 3.7). En este reactor se
adicionaron 0,5 g de muestra de celulosa o biomasa y 40 mL de agua y se
mezclaron por agitacibon magnética. La suspension se calentd utilizando
diferentes temperaturas, en un rango desde 120 °C hasta los 160 °C (140 °C
en el caso de muestras de biomasa), una vez alcanzada la temperatura de
reaccion se afiadieron 10 mL de una disoluciéon que contiene el catalizador
acido. El tiempo de reaccion se mide desde el momento en el que se adiciona
el catalizador acido a la reaccion. El volumen total del liquido en el reactor fue
de 50 mL. La concentracion del catalizador acido se varié en un rango de 0,2
a 2,5 mol/L. Se tomaron alicuotas de forma periddica para determinar el
grado de avance de la reaccion. El tiempo de reaccion oscil6 entre 2 y 5
horas. Tras finalizar la reaccion, el reactor se enfri6 rapidamente

sumergiéndolo en una mezcla de agua y hielo para detener la reaccion.
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Figura 3.7 Reactor Berghof discontinuo a presion.

Al final de la reaccion, el solido sin reaccionar se recuperd por
centrifugacion y se lavé con agua destilada. Las muestras recuperadas se
secaron a 90 °C durante la noche en una estufa a vacio. La cantidad de

muestra recuperada sirvié para determinar la cantidad de muestra hidrolizada.

El tratamiento de la celulosa y biomasa antes de llevar a reaccion
consistié en la disolucion completa de la celulosa (0,5 g) en un liquido iénico
(9,5 g) a 135 °C, usando un reactor de tanque agitado (Mettler Toledo Easy
Max®, Figura 3.6). El tiempo y temperatura de disolucién depende del tipo de
muestra, porque cada tipo de muestra se disolvi6 a diferentes tiempos. Una
vez disuelta la muestra se produjo la precipitacion por la adicion de 50 ml de

agua. El sélido obtenido se lavé varias veces con agua (cuatro veces con 25
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mL) para eliminar todo resto de la IL y se pes6. Se tomaron alicuotas de esta
muestra soélida y se secaron en la estufa a 90 °C durante toda la noche,
determinando asi por diferencia de pesada, la cantidad de agua en las
muestras tratadas. Se tomaron muestras liquidas procedentes del IL/agua del

primer filtrado y de los sucesivos lavados para su posterior analisis.

3.3.3. Procesos de hidrélisis acida heterogénea de la celulosa sin

tratar y tratada con Lls

En este caso el procedimiento llevado a cabo fue el mismo que en el
anterior apartado (3.3.2) ya que se utilizaron los mismos reactores (Figura 3.6
y 3.7) para los diferentes pasos. Para llevar a cabo la reacciéon se afiadié
conjuntamente la muestra, el agua y el catalizador y se calienta la muestra sin
agitacién para minimizar la reaccion, una vez llegada a la temperatura de
reaccion, se comenzo la agitacion de la reaccion a 1000 rpm. En ese preciso

instante, se comenzd a contabilizar el tiempo de reaccion.

Al final de la reaccién, la celulosa sin reaccionar se lavé con agua y se
filtr6 con filtros de Nylon (0,1 pum). Finalmente la conversion se determiné por

diferencia de pesada.

3.3.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, high

performance liquid chromatography)

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica de
separacion y cuantificacion muy utilizada hoy en dia, debido principalmente a
su versatilidad, alta sensibilidad, facil adaptabilidad, precision, por la
posibilidad de utilizar especies no volatiles o inestables térmicamente y su
gran aplicabilidad a sustancias de interés tanto para la industria como para la

investigacion.
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Esta técnica analitica es primordial a la hora de analizar los hidratos
de carbono y sus productos derivados de las reacciones de hidrdlisis en los
materiales lignocelulésicos que se han estudiado en este trabajo.

Basicamente un equipo de HPLC dispone de los componentes que se
muestran en la Figura 3.8. Existen otros modulos complementarios que a
veces son necesarios para las diferentes aplicaciones. Como puede ser en

nuestro estudio, del acople en serie de diferentes detectores y precolumnas.

Bomba

Inyector
.I_ Columna
i 1}
n

Horno

Desgasificadol
(L]
l' t A
Tratamiento de
| ——— - - a Resultados
. \ Sefial
Fase Movil Electrénica Detector
Residuos

Figura 3.8: Componentes principales de un equipo HPLC.

Es una técnica rapida, se basa en las diferencias de absorcion de los
analitos que estan disueltos en la fase moévil con la fase estacionaria presente
en la columna. Estas diferencias producen una migracién diferencial de los
compuestos en la columna, por lo que unos compuestos eluyen antes que
otros de la columna dando lugar a la separacién cromatografica. Si se instala
un detector al final de la columna se puede detectar y cuantificar cuando

eluyen los componentes de la mezcla a analizar.
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Existen multiples tipos de detectores que se pueden acoplar a esta
técnica dependiendo de la aplicacion de andlisis cromatografico. Los
detectores utilizados en este trabajo fueron, un detector de absorbancia o
fotométricos (UV-Vis) y un detector de indice de refraccion (RID) acoplados

en serie [4, 6].

Detector de indice de refraccion (RID, refractive index detector)

Los detectores de indice de refraccidn son detectores universales, es

decir, responden a la presencia de practicamente cualquier tipo de soluto.

En la celda de deteccion se mide la variacion de la refraccion de un
haz de luz cuando la fase mavil lleva un compuesto disueltos respecto a la
fase movil pura (celda de referencia). Su sensibilidad es limitada con respecto

a otros detectores.

En este trabajo se ha utilizado este detector para la medicién de los
hidratos de carbono obtenidos a partir de las hidrdlisis acidas. Se han
analizado, la glucosa, xilosa, celobiosa, manosa, galactosa,... ademas del

acido levulinico, 5-HMF y furfural (productos secundarios de la hidrélisis).

Detector de absorbancia o fotométrico (UV-Vis)

Los detectores de absorbancia, estan basados en la absorcion de la
luz UV-Vis definida por la ley de Lambert-Beer. La linealidad de esta ley es la
propiedad mas importante. Son detectores muy versatiles, ya que la mayoria
de los compuestos organicos absorben en alguna zona del espectro. En
general, estos detectores se suelen utilizar para analizar compuestos que
posean uno o varios dobles enlaces. Son detectores que presentan una alta
sensibilidad y son compatibles con el empleo de gradientes de elucion,
siempre y cuando los disolventes empleados no absorban radiacion en dicha

longitud de onda.
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Existen dos grandes grupos de detectores UV-Vis: los que utilizan una
o varias longitudes de onda discretas, y los que emplean un rango espectral
continuo (photodiode-array). En este trabajo se ha utilizado el primer tipo de
detector, en el cual se han medido los productos de degradacion de los
hidratos de carbono: 5-HMF y furfural, ambos con dobles enlaces en su
estructura molecular. La longitud de onda a la cual se midieron fue de 285
nm. Ademas también se midieron con este detector los diferentes Lls
recuperados de las disoluciones de biomasa a 240 nm ya que también

presentan dobles enlaces en su estructura.

Las muestras liquidas se analizaron por HPLC usando un equipo
Agilent Technologies HPLC de la serie 1200 y otro de la serie 1260 (Figura
3.9). Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo usando dos tipos
de columnas para analizar los diferentes compuestos: Una columna HPX-87H
Aminex de Biorad a 65 °C, utilizando 0,6 ml-min™ de solucién acuosa de acido
sulfarico (0,01 mmol-L™) como la fase mévil para el andlisis de glucosa,
celobiosa, acido levulinico, 5-HMF y furfural y otra columna Coregel 87P de
Transgenomics a 80 °C, utilizando 0,6 ml-min™ de agua calidad HPLC como
fase movil para el andlisis del resto de los compuestos. Los azlcares
(glucosa, celobiosa, xilosa,...) y la deshidratacion de los productos (5-
hidroximetilfurfural y furfural) se identificaron por comparacion de los tiempos

de retencién con patrones comerciales.

En el analisis de los Lls la columna utilizada fue una Zorbax Eclipse
XDB-C18 a 20°C, con una fase movil de acetato aménico 20 mM y un 1% de

acido acético a 1 mL-min™.
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Figura 3.9: Equipos HPLC utilizados para las medidas de los diferentes azucares,

acidos y productos secundarios de reaccion (Agilent Technologies).

Las cantidades de los productos se cuantificaron utilizando el método
del patron externo. Las curvas de calibracion sefial/concentracion se
obtuvieron a partir de disoluciones de los compuestos con concentracion

conocida obtenida a partir de los compuestos puros.

En este trabajo, no se muestran los resultados obtenidos para el
rendimiento de 5-HMF (salvo en algunos casos significativos), en la hidrolisis
de la celulosa y biomasa ya que se trabajé en la fase acuosa, donde este
compuesto se descompone facilmente a acido levulinico y &cido foérmico,
dando como resultado cantidades insignificantes de 5-HMF. Por esta razon,

sblo se analizaron los resultados relacionados con la glucosa y el &cido
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levulinico en estos casos. La glucosa y los rendimientos de &cido levulinico se

calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

Los rendimientos a glucosa y &cido levulinico se calcularon a partir de

las siguientes ecuaciones:
% Rendimiento a Glucosa = G¢oy * 100 / Gy
% Rendimiento a Acido Levulinico = Lcoy * 100 / Lyx
Gux = Masa Celulosa * factor *1000 / Volumen disolucién
Lux = Masa Celulosa * factor *1000 / Volumen disolucion

donde, Gcon, €S la concentracion de glucosa medida por
cromatografia (g/L), Guy, €s la concentracion maxima de glucosa (g/L) que se
puede obtener en base a la cantidad de celulosa que se afiade al reactor,
Lcon, €S la concentracion de acido levulinico medida por cromatrografia (g/L)
y Lux, €S la concentracion maxima de acido levulinico (g/L) que se puede
formar a partir de la celulosa afiadida al reactor. En el caso de andlisis de
muestras de biomasa lignocelulésica, se tendra en cuenta en el valor de la
Lux €l % de hexosas que hay en la hemicelulosa de la muestra. El valor del
factor en el caso del calculo de rendimientos a glucosa y todos los azucares
monoméricos que sean hexosas es; 1,1 y para el célculo del rendimiento a

acido levulinico es; 0,709. En el caso del 5-HMF su valor es; 0,77.

De igual manera, se obtuvieron los resultados de los rendimientos de

xilosa y furfural para la hidrélisis de biomasa lignoceluldsica:
% Rendimiento a Xilosa = Xcon ® 100 / Xy
% Rendimiento a Furfural = Fcon ¢ 100 / Fyx
Xwux = Masa Biomasa * factor * %Xilano (biomasa) * 10 / Vol. Disol.

Fux = Masa Biomasa * factor * %(Xilano + Arabano) * 10 / Vol. Disol.
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donde, Xcon, €S la concentracion de xilosa medida por cromatografia
(g/L), Xux, €s la concentracion méaxima de xilosa (g/L) que se puede obtener
en base a la cantidad de biomasa que se afiade al reactor, Fcon, €S la
concentracion de furfural medida por cromatografia (g/L) y Fux, €s la
concentracion maxima de furfural (g/L) que se puede formar a partir de la
biomasa afiadida al reactor. El valor del factor en el caso del céalculo de
rendimientos a xilosa y todas las pentosas es; 1,13 y para el célculo del

rendimiento a furfural es; 0,723.

Ejemplos para el célculo de factores en los rendimientos a los
diferentes compuestos que podemos obtener en reaccién. En las Figura 3.10

y 3.11 se muestran los valores de los factores para la glucosa y &cido

levulinico:
0 H H
HHo H/ OH%
oH H o
d HO + H,0 Hidrélisis HO
% Ho /H oH
H H (6]
CELULOSA HGLUCOSAOH
Reactivos Productos
Datos
Celulosa Agua Glucosa
Peso molecular (g/mol) | - 18,02 180,16
Masa (g) 1 1,1
mmoles 6,16 6,16

Figura 3.10: Célculo del factor para obtener la concentracion maxima de glucosa
(9/L)(Gm)-
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De igual manera, podemos obtener el valor del factor para el acido
levulinico (Figura 3.11).

OH OH o]
0
= OH
—_— =
Ho/\_/‘\H\/ . HO/,A\\O + HO
H OH o]

Qllin

Glucosa Acido Levulinico  Acido Férmico
Reactivos Productos
Datos Acido Acido
Glucosa L C L Agua
evulinico Férmico
Peso molecular (g/mol) 180,16 116,12 46,03 18,02
Masa (g) 1,1 0.709 0,281 0,11
mmoles 6,11 6,11 6,11 6,11

Figura 3.11: Célculo del factor para obtener la concentracion maxima de &cido

levulinico (g/L)(Lwy)-

3.3.56. Determinacion de los Azucares Reductores Totales (TRS).

El método méas conocido y que hoy en dia es el mas utilizado para la
cuantificacién de los azucares reductores totales (TRS, acrénimo en inglés de
“total reducing sugar”), es el método de Miller [5] que es un método en el que
los azucares reductores, pueden reducir al cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
bajo determinadas condiciones. La reduccion del &cido 3,5-dinitrosalicilico por
azucares reductores que se encuentran en la muestra a analizar asistida por
calor, da lugar a un cambio de color de la disoluciébn de un amarillo
anaranjado a un color marrén oscuro. Este cambio de coloraciéon puede
usarse para determinar la cantidad de azucares reductores mediante la

medida de la adsorbancia a 550 nm con un espectrofotbmetro UV-VIS. La
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concentracion de los azlcares reductores totales presentes en la muestra se
determinan empleando la Ley de Lambert-Beer. Para relacionar adsorbancia
y concentracion de azucares se ha empleado una curva de calibrado
realizada con disoluciones patron de azlcar (en este caso el estandar

utilizado es la glucosa).

Figura 3.12: Preparacion de las muestras para el andlisis de los TRS por el método
de Miller [5].

Para llevar a cabo este procedimiento de analisis de los TRS,
inicialmente se prepara el reactivo DNS segun bibliografia [5]. Una vez
mezclada la muestra con el reactivo DNS, se colocaron durante 5 min en un
bafio maria a ebullicibn. Seguidamente se enfrian las muestras y se dejan
reposar durante 15 min (Figura 3.12). Junto con las muestras se realiza un
blanco con agua destilada. Finalmente, se mide la absorbancia con el
espectrometro UV-VIS a 550 nm. Para cada muestra se realizan cinco
réplicas de absorbancia y se promedia para obtener el valor final. Las

desviaciones estandar fueron menores del 0,04%.
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Hidrolisis Acida de Celulosa y Biomasa Lignoceluldsica en Liquidos I6nicos

4.1. Introduccidn

A lo largo de este capitulo se desarrollara el estudio de la hidrolisis
acida de la celulosa y biomasa lignoceluldsica “in situ” disuelta en diferentes
liquidos i6nicos. Se ha optado por una aproximacion alternativa mediante el
uso de diferentes liquidos iénicos (LIs) ya que como se ha explicado en el
capitulo 1 de esta memoria, son capaces de disolver la celulosa y la biomasa
lignoceluldsica mejorando la produccidon de azucares fermentables aptos para

la utilizacién en posteriores etapas de fermentacion.

Los liquidos i6nicos razén aumentan la accesibilidad de los protones a
los enlaces B-(1-4) D-glicosidicos que catalizan la hidrélisis [1-4]. Esta
eliminacion de la “barrera fisica” permite realizar la reaccion de hidrélisis
catalizada por acido en unas condiciones suaves de reaccién y una carga de

catalizador inferior.

Existen diferentes estudios que utilizan la hidrélisis quimica de la
celulosa en liquidos i6nicos para producir glucosa, obteniendo rendimientos a
glucosa moderados [5-7], y que se contrastan con los rendimientos mas altos
obtenidos a partir de celulosa utilizando &acidos concentrados y otros
disolventes de celulosa [8]. El que se obtenga un rendimiento bajo o mas alto
a glucosa depende del agua presente o afiadida en reaccién en presencia de
un LI, de tal manera que una gran cantidad de agua conduce a la
precipitacién de la celulosa sin reaccionar. Sin embargo, es esencial un
exceso de agua en estos procesos si se quiere llegar a obtener rendimientos
mas altos de azUcares disueltos en liquidos idnicos, ya que favorece la
hidrdlisis de celulosa y retarda la deshidratacion de la glucosa. Este efecto, es
descrito por el "Principio de Le Chatelier" (ver Figura 4.1) Mediante la adicion
sucesiva de agua durante la reaccién, se puede aumentar el rendimiento a

azucares [9].
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Figura 4.1: Principio de Le Chatelier, aplicado a la hidrdlisis de celulosa disuelta en

liquidos ionicos.

En este capitulo 4 de la tesis, se presenta un método simple para
hidrolizar selectivamente la celulosa a glucosa y celobiosa, en el cual se
llegan a obtener los rendimientos mas altos de glucosa y celobiosa que se
han descrito en bibliografia, cuando se seleccionan unas condiciones Gptimas

de disolucion y de hidrélisis de la celulosa en liquidos i6nicos.
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4.2. Hidrdlisis acida homogénea de celulosa en

liguidos idnicos (LIs)
4.2.1. Estudios previos

Inicialmente, se hizo un estudio previo de hidrélisis de celulosa. Para
ello se utilizé un reactor discontinuo de tanque agitado Mettler-Toledo Easy
Max. En el cual se disolvié 1,0 g de celulosa en 20,0 g de LI ([BMIM]CI), en un
rango de temperaturas de disolucién y reaccion de 100 °C a 140 °C, a
diferentes tiempos (méaximo 24 horas). La hidrolisis se llevd a cabo en
presencia de catalizadores acidos homogéneos (0,46 mmoles). Los acidos se
adicionaron empleando disoluciones al 20 % en peso, y 450 uL de agua. El
tiempo de la reaccion fue de 5 horas [6].

También se realizaron reacciones blanco sin adicionar ningun
catalizador acido, simplemente se disolvié la celulosa en el liquido i6nico,
cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([BMIM]CI), se afiadié 450 pL de agua y se
tomaron las muestras después de 60 min de reaccién. El objetivo de realizar
estas reacciones era comprobar si el [BMIM]CI, era capaz de hidrolizar la

celulosa en azucares por si solo en presencia solamente de agua.

En la Tabla 4.1, se muestran los resultados obtenidos de la reaccion
de hidrdlisis. Se puede comprobar que el [BMIM]CI por si solo es
suficientemente acido como para hidrolizar la celulosa a tiempos largos de
reaccion (24 h), obteniendo conversiones a celulosa del 84%. En este caso,
la mayor parte de los azucares obtenidos nos hace pensar que son diferentes
oligébmeros solubles de glucosa (68%) que no habian acabado de hidrolizar a
mondémero de glucosa, ya que la selectividad a celobiosa+glucosa (C+G) es
algo mayor del 30%. Sin embargo, a tiempos de 6 h de reaccion, la

conversion a celulosa es solamente del 5%.
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Tabla 4.1: Hidrdlisis de la celulosa disuelta en [BMIM]CI y sin catalizador a 100 °C. El

tiempo de disolucién fue de 6 y 24 h. y el tiempo de reaccion fue de 60 min.

Catalizador % Conv. % Select. % Select. % Select. % Select. Tiempo TaDisol.y

Acido Celulosa Celobiosa Glucosa HMF Otros disolucion Reacc. (°C)

5,0 7,1 8,3 0,0 84,6 6 horas 100
H,O
84,0 11,1 20,7 0,1 68,1 24 horas 100

Estos datos, nos indican que es de gran importancia, el liquido iénico
gue se elija en la reaccion de hidrélisis de celulosa, ya que este puede
participar en la reaccion. Especialmente aquellos que tengan cierto caracter
acido, como es el caso de los Lls con iones cloruro, bromuro,
sulfénicos,...debido a la presencia de impurezas acidas procedentes de las
sintesis del LI.

Siguiendo esta misma pauta de trabajo, se realizaron hidrdlisis de
celulosa con diferentes catalizadores homogéneos &cidos como el &cido
sulfarico (H,SO,), acido fosférico (HsPO,), y el acido acético (AA) y se
compararon los resultados obtenidos después de 24 h de disolucién en el
liquido i6nico [BMIM]CI y 60 min de reaccién (Tabla 4.2). En todos los casos,
la conversion de la celulosa fue practicamente total, obteniendo
selectividades a azucares comparables en los casos del H,SO, y el H3PO,,
en torno al 42-46% (C+G), siendo el resto de compuestos obtenidos, los
diferentes oligdbmeros de glucosa solubles en el LI y productos secundarios
degradacién de la glucosa. Sin embargo, en el caso del AA, aunque su
conversion fue total, su selectividad a azUcares fue inferior a los anteriores
acidos (28% C+G). Esto es debido a que el AA es un &cido menos fuerte que
el H,SO, y H3PO,.
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Tabla 4.2: Hidrélisis de la celulosa disuelta en [BMIM]CI y catalizada por varios
acidos (20 % en peso) a 100 °C. El tiempo de disolucién fue de 24 h. y el tiempo de
reaccion fue de 60 min.

Catalizador % Conv. % Select. % Select. % Select. % Select. T2 Disol.y

o pKa .
Acido Celulosa Celobiosa Glucosa 5-HMF Otros Reacc. (°C)

H,SO, -6,6  100,0 11,4 35,7 0,5 52,4 100
HsPO, 2,1 97,0 10,4 32,5 0,2 56,9 100

AAW 4,75 100,0 2,9 25,7 0,2 71,2 100

@ Acido Acético (AA).

Una vez analizados estos datos de reaccion, se decidié seleccionar el
H,SO, como catalizador acido para continuar con el estudio de la hidrdlisis,
ya gque habia dado resultados ligeramente mejores que el H;PO,. Para ello,
se realizaron varias reacciones de hidrolisis de celulosa a diferentes
temperaturas de reacciéon 100 °C, 120 °C y 140 °C y se compararon los

diferentes resultados (Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Hidrélisis de la celulosa disuelta en [BMIM]CI y catalizada con acido
sulfarico (20 % en peso) a diferentes temperaturas. El tiempo de disolucién fue de 24

h. y el tiempo de reaccion fue de 60 min.

Catalizador % Conv. % Select. % Select. % Select. % Select. T2Disol.y

Acido Celulosa Celobiosa  Glucosa 5-HMF Otros Reacc. (°C)
100,0 11,4 35,7 0,5 52,4 100

H,SO, 100,0 0,0 6,0 11 92,9 120
100,0 0,0 3,4 0,7 95,9 140
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Las conversiones en todos los casos fueron totales pero
sorprendentemente y contrariamente a lo esperado, que el aumento de la
temperatura de hidrélisis aumentaria la selectividad a glucosa por la hidrolisis
de oligbmeros solubles de celulosa, esto no ocurrid. Se produjo un aumento
de la selectividad a otros compuestos, probablemente himicos, llegando a un
96 % de selectividad a productos no deseados trabajando a 140 °C. Este
hecho, indicdé que cuando se aumenta en estas condiciones de operacion la
temperatura de reaccién con un acido fuerte, no solo se aumenta la hidrolisis
de los oligbmeros de celulosa, sino que también se favorecen las reacciones
de formacién de productos de degradaciéon de la glucosa, lo que impide

obtener los azucares deseados en altas concentraciones.

Por tanto, este método de trabajo no es adecuado para la obtencion
de glucosa como producto de la hidrélisis de la celulosa y se tiene que aplicar
otro método para la obtencion de los azucares de interés en elevada
selectividad.

4.2.2. Hidrdlisis acida de celulosa en Lls

La baja selectividad a glucosa obtenida con el procedimiento descrito
en el apartado anterior (4.2.1) se puede deber a que el agua presente en el
medio de reaccién es bajo para favorecer la hidrélisis de los enlaces B-(1-4)
D-glicosidicos, y reducir las reacciones secundarias que consumen la glucosa
formada. Puesto que si hay poco agua en el medio de reaccion, la glucosa
obtenida, rapidamente sufrird un proceso de descomposicién a compuestos
humicos (Figura 4.1) [9]. Asi que se cambi6 la metodologia de trabajo, en la
cual ahora se afiadiria agua al medio de reaccién para que las reacciones se
desplacen hacia la formaciéon de la glucosa como producto de reaccién y

desfavorecer la formacion de sus productos de deshidratacion siguiendo el
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Principio de Le Chatelier [9, 10]. Para ello, es muy importante afiadir una
cantidad de agua adecuada para que se favorezca la produccion del producto
de interés, pero no suficientemente grande para que la celulosa no precipite
sin reaccionar puesto que el agua es un antidisolvente de la celulosa en el IL,

y si la celulosa precipita ho se obtendria tampoco la glucosa deseada.

Este método de reaccién se aplicé primeramente a las muestras de
celulosa para su optimizacién y finalmente se compararon los resultados con

muestras de biomasa lignoceluldsica reales con el método ya optimizado.

El nuevo procedimiento seguido de hidrélisis acida de celulosa en LI

“in situ” esta descrito en el capitulo 3 (apartado 3.3.1) de esta memoria.

42.21. Efecto de la fuerza acida del catalizador

En primer lugar, se hizo un estudio con diferentes é&cidos para
comprobar su comportamiento en este método de hidrdlisis y el efecto de la
fuerza del acido en la hidrdlisis de la celulosa a azucares. Para ello, se
disolvi6 la celulosa en el liquido i6nico 1-butil-3-metilimidazolio ([BMIM]CI). El
pKa de los &cidos ensayados vari6 desde -14,9 a 4,8 (desde el &cido

Trifluorometanosulfonico hasta el acido acético), ver Tabla 4.4.
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Tabla 4.4: Los catalizadores acidos empleados en la hidrélisis de la celulosa disuelta

en liquidos idnicos.

Formula pKa
g ”— TFMS -14.9
HCl HCl -8.0
H,SO, H,SO0, -6.6
‘Q%fm p-TSA -2.5
§_/< TEAA 03
F OH

HsPO, HsPO, 21

(o]
4{ AA 4.8

En el estudio de la hidrélisis de estos catalizadores acidos en
reaccion, se vio que la fuerza del acido tenia un marcado efecto en la
reactividad del proceso, observando que los &cidos con un pKa negativo
produjeron una conversion de la celulosas completa, mientras que los acidos
con que tienen un pKa positivo, tenian un nivel de conversion muy bajo
(Tabla 4.5).
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Tabla 4.5: Hidrélisis de la celulosa disuelta en [BMIM]CI y catalizada por varios

acidos a 105°C. El tiempo de disolucion fue 60 min. y el tiempo de reaccion fue de

180 min.
R BTN chemen S Yo
TFMS 100,0 9,4 84,6 0,5
HCI 100,0 9,6 89,0 0,6
H,SO, 100,0 11,2 81,5 0,5
p-TSA 100,0 11,1 82,3 0,5
TFAA 100,0 16,0 71,6 0,3
H3PO, 7,6 0,3 15,5 0,0
AA 7.9 0,3 6,0 0,0

@ Celulosa altamente deshidratada (htimicos) representan los porcentajes restantes de selectividad

para los valores de la tabla parcialmente despolimerizada.

El rendimiento a celobiosa y glucosa (C+G) aumenta cuando el pKa

disminuye, es decir cuando el acido es mas fuerte. Sin embargo, para valores

de pKa menores de

rendimiento se mantuvo constante,

aproximadamente al 95% (Figura 4.1). Este efecto fue similar al obtenido para

el 5-HMF, cuyo rendimiento se mantuvo alrededor del 0,5% en estos casos

(Tabla 4.5). EI maximo rendimiento a glucosa se obtuvo cuando se usoé el HCI

como catalizador acido.
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Figura 4.1: Perfil de los rendimientos de los diferentes catalizadores acidos

homogéneos sobre la hidrolisis de la celulosa disuelta en [BMIM]CI.

Este resultado obtenido fue muy similar a lo observado previamente
en la hidrélisis de celobiosa por K. R. Seddon y colaboradores [11] donde
demostraron que es necesario utilizar catalizadores con pKa negativo (pka<-
2) para aumentar la conversion de celobiosa a glucosa y que utilizando
catalizadores con pka negativos, la obtencién de glucosa era comparable
entre ellos. Sin embargo, cuando se utilizan catalizadores con un pKa > 1 el

rendimiento a glucosa es bajo.
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4.2.2.2. Efecto de la temperatura de disolucién de la celulosa

Siguiendo nuestro estudio en la obtencién de azucares a partir de la
celulosa y sabiendo que la disolucién de la celulosa es un factor clave en la
obtencion de rendimientos altos de glucosa durante la hidrdélisis [1, 12, 13]. Se
hizo un estudio realizando la disolucion de celulosa a diferentes temperaturas
mientras se mantiene constante el tiempo de disolucién en 60 min. Una vez
pasado el tiempo de disolucion se redujo la temperatura rapidamente hasta la

de reaccion (105°C), y se siguio el protocolo de reaccion.

En todos los casos, la conversion de celulosa fue practicamente
completa (Tabla 4.6). Sin embargo, se observaron algunas diferencias en la
selectividad a C+G. Cuando se aumentd la temperatura de disolucion, la
selectividad a C+G disminuy6 (Tabla 4.6). Estos datos indicaron que un
aumento en la temperatura de disolucibn de 105°C a 125°C aumento
significativamente la produccion de compuestos de deshidratacion no
deseados (humicos).

Tabla 4.6: Los rendimientos de azlcares y productos de deshidratacién de celulosa
catalizada por HCI (1,66 M; 20% en peso) en [BMIM]CI a diferentes temperaturas de
disolucién (105, 115 y 125 °C) durante el mismo tiempo de disoluciéon (1 h). La

reaccion de hidrolisis se llevé a cabo a 105 °C durante 3 h.

Temp. Disol. % Conv. % Select. % Select. % Select.
(°C) Celulosa Celobiosa®™ Glucosa®™ 5-HMF®
105 100,0 9,6 89,0 0,6
115 99,8 4,2 79,1 1,1
125 99,9 3,0 64,1 1,9

(1) Celulosa altamente deshidratada (humicos) representan los porcentajes restantes de selectividad
para los valores de la tabla parcialmente despolimerizada.
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Se observo que cuando se disuelve la celulosa en [BMIM]CI, el tiempo
durante el que se observa la presencia de soélidos no disueltos disminuye
rapidamente cuando la temperatura aumentaba. Por esta razén, se prosiguio
el estudio de la hidrdlisis de la celulosa disuelta en [BMIM]CI a diferentes
temperaturas optimizando el tiempo de disolucién a la desaparicion del sélido

no disuelto. Estos tiempos optimizados se recogen en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7: Los rendimientos de azUcares y productos de deshidratacion de la
celulosa catalizada por HCl (1,66 M; 20% en peso) en [BMIM]CI a diferentes
temperaturas de disolucion (desde 105 hasta 135°C) en un tiempo de disolucion
optimizado. Las reacciones se realizaron a 105°C durante 3 h. La conversién de

celulosa 100% se alcanzé en todos los casos.

Temp. Disol. Tiempo Disol. % Select. % Select. % Select.
(°C) (min.) Celobiosa® Glucosa® 5-HMF®
105 60 9,6 89,0 0,6
115 35 12,5 82,7 0,4
125 25 8,7 89,8 0,6
135 15 12,6 83,7 0,5

(1) Celulosa altamente deshidratada (humicos) representan los porcentajes restantes de selectividad
para los valores de la tabla parcialmente despolimerizada.

Los resultados de la reaccién con tiempos de disolucion optimizados
mostraron que la selectividad a (C+G) se mantuvo constante e independiente
de la temperatura utilizada en la disolucion de la celulosa si se optimizaban
los tiempos de disoluciéon. En todos los casos, la selectividad a azucares

(C+G) fue muy alta, por encima del 95%.
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4.2.2.3. Efecto del tipo de celulosa utilizado

Observando que existen muchos factores que pueden influir en el
rendimiento a azucares en la hidrdlisis de la celulosa, se pasé a estudiar el
efecto del empleo de diferentes tipos de celulosas. Para ello se emplearon
dos tipos de celulosa: la celulosa microgranular y la celulosa fibrosa que
comercializaban en Sigma-Aldrich (provenientes de fibra de algoddn). Se
pudo comprobar que la celulosa microgranular requeria de tiempos de
disolucion mas largos que la celulosa fibrosa con el liquido i6nico [BMIM]CI.
Aun asi, estos tiempos de disolucion eran muy cortos en comparacién con
otros trabajos anteriormente publicados [6, 9]. Las conversiones de celulosa
para ambos tipos de celulosa fueron completas y la selectividad a azucares

(C+G) fueron muy similares (Tabla 4.8).

Tabla 4.8: Rendimientos a azlcares y productos de deshidratacién de la celulosa
catalizada por HCI (1,66 M; 20% en peso) en [BMIM]CI usando dos diferentes
celulosas (microfibrosas y microgranulares) a un tiempo de disolucidon optimizado.
Las reacciones se realizaron a 105 °C durante 3 h. La conversién de celulosa fue del

100% para todos los casos.

Celulosa Tiempo Disol. % Select. % Select. % Select.
(min.) Celobiosa®™ Glucosa® 5-HMF®
Microfibrosa 15 12,6 83,7 0,5
Microgranular 26 12,5 88,1 0,3

(1) Celulosa altamente deshidratada (hamicos) representan los porcentajes restantes de selectividad
para los valores de la tabla parcialmente despolimerizada.
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En estos casos la concentracion de azucares obtenido en las hidrolisis
fue de 13-14 g/L, siendo concentraciones suficientemente esperanzadoras
como para poder pensar en llevar este método de andlisis a la produccion de

etanol por la via de la fermentacién (ver Figura 4.2).

12 - 0,20

== Celobiosa
-@- Glucosa
= 5-HMF

10 4

Concentracién 5-HMF / g/L

o
i
o

Concentracion Azucares / g/L

T T T T T 0,00
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo Reaccion / min

Figura 4.2: Perfil de los productos principales en la hidrélisis de celulosa disuelta en
[BMIM]CI a 135°C durante 15 min. Temperatura de hidrélisis de 105 °C y el
catalizador acido (HCI).

El perfil de concentracién de los productos primarios en la hidrélisis de
celulosa en liquido iénico [BMIM]CI (ver Figura 4.2), mostré la concentracion

de glucosa aumentd con el tiempo pero este aumento se redujo claramente
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después de los 120 min de reaccién. La concentracion de celobiosa se
incrementd durante la reaccion a tiempos cortos de reaccion, llegando a un
maximo en torno a los 60 min y disminuyendo en tiempos largos de reaccion.
Este comportamiento es tipico de los productos intermedios de reaccién. En
el caso del 5-HMF, practicamente no se formé a tiempos menores de 30 min
gue coincide con la baja concentracion de glucosa que tenemos. Después de
los 30 min. de reaccion, la concentracion del 5-HMF fue aumentando hasta

los 0.06 g/L al final de reaccién (180 min).

Estos resultados son de gran relevancia porque una optimizacién de
las variables de disolucién de la celulosa (temperatura/tiempo), permite
reducir el tiempo total de la operacion a unas 3 horas, lo que le hace este
método de hidrdlisis muy atractivo desde el punto de vista industrial por su

corta duracion.

4.2.2.4. Efecto del tipo de liquido iénico utilizado en disolucion

Finalmente, la reaccién de hidrdlisis acida de celulosa se prob6 con
diferentes liquidos iénicos que se han descrito en la literatura cientifica como
buenos disolventes de biomasa lignocelulésica [2, 13]. Los liquidos i6nicos
que se seleccionaron, ademas del anteriormente utilizado ([BMIM]CI), fueron:
el cloruro de 1-etil-3—-metilimidazolio ([EMIM]CI) y acetato 1-etil-3-
metilimidazolio ([EMIM]OAC). Los tres compuestos son capaces de disolver
celulosa a 135°C en 15 min. Los resultados de la hidrélisis muestran que la

naturaleza del liquido i6nico afecta a la reaccion (Tabla 4.9).
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Tabla 4.9: Los rendimientos de azUcares y productos de deshidratacién de la
celulosa catalizada por HCI (1,66 M; 20% en peso) usando diferentes disolventes, a
una temperatura de disolucién de 135°C durante 15 min. La reaccion se produjo a
105 °C durante 3 h.

Liquido I6nico % Conv. % Sglect.(l) % Selec%l.) % Sele((:lt).
Celulosa Celobiosa Glucosa 5-HMF
[BMIM]CI 99,8 12,6 83,7 0,5
[EMIM]CI 100,0 12,5 87,1 0,4
[EMIM]OACc 10,1 10,1 0,0 0,0

(1) Celulosa altamente deshidratada (humicos) representan los porcentajes restantes de selectividad

para los valores de la tabla parcialmente despolimerizada.

Cuando se utilizan los liquidos i6nicos que tiene como anion el cloruro
[BMIM]CI y [EMIM]CI se observa un elevado rendimiento a glucosa y una baja
formacion de subproductos no detectables (oligdmeros solubles no
completamente despolimerizados o compuestos humicos). Pero ademas se
apreciaron ligeras diferencias en los resultados de reaccion. Cuando se
emplean estos dos disolventes se aprecia un ligero aumento de la formacion
de glucosa cunado se empled el [EMIM]CI. Lo que nos indicé, que el cambio
del alquilo en el liquido i6nico afecta a los resultados de la hidrdlisis. Sin
embargo, se aprecia un cambio muy notable en los resultados de reaccion
cuando se utilizé un LI con un anion diferente ([EMIM]OAC), sustituyendo el
cloruro por acetato, se observé que la velocidad de hidrolisis se redujo
drasticamente, pasando a tener una conversién a celulosa de tan solo el
10%. Este resultado se atribuye al intercambio i6nico que se produce entre el
LI y el &cido clorhidrico (ver Figura 4.3). Por esta razén, en el medio de

reaccion no se tiene HCI sino acido acético, que es un &cido que no tiene
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suficiente acidez para hidrolizar la celulosa, como se describio en el apartado
4.2.2.1.

7

A I
v N
\ 4+ -o/K + H—Cl ———> @ cr + )\o
\ 0 \ L HO
AN
[EMIM]Ac Acido Clorhidrico [EMIMICI  Acido Acético

Figura 4.3: Posible reaccion de intercambio i6nico producida en la reaccién de

hidrélisis de celulosa con acido clorhidrico, disuelta en [EMIM]JOAC.

42.25. Estudio con diferentes cantidades de celulosa

Una vez que se optimizo el proceso de hidrdlisis de celulosa a glucosa
disuelta en liquidos ibnicos, reduciendo el tiempo de hidrélisis a 3 horas y
obteniendo selectividades muy altas a glucosa+celobiosa (99.6%). El
siguiente paso a realizar fue el estudio de la hidrélisis con cantidades
mayores de celulosa disueltas en liquido iénico, para ver si el proceso seguia
teniendo conversiones y selectividades tan altas. Para ello se aument6 hasta
tres veces la cantidad inicial de celulosa disuelta en la misma cantidad de LlI.
Se utilizaron 465, 930 y 1400 mg de celulosa para la misma cantidad de IL y
se compararon los resultados. En la Figura 4.4, se muestran las conversiones

de celulosa en reaccién para las diferentes cantidades tomadas.
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Figura 4.4: Conversion de celulosa y concentracion de azucares fermentables
obtenidos en la hidrélisis de diferentes cantidades de celulosa (465, 930 y 1400 mg)
disuelta en [BMIM]CI a 135°C durante 15 min. Temperatura de hidrélisis de 105 °C y

el catalizador acido HCI (1,66M), 3 h reaccion.

Las conversiones son muy altas en todos los casos pero se puede ver
un leve descenso al aumentar la cantidad de celulosa afiadida en la reaccion.
Para 465 mg de celulosa la conversién es total, para 930 mg es de 98% y
para 1400 mg es de 95%. Este hecho puede deberse a dos cosas; por un
lado, al aumentar la cantidad de celulosa en disolucién con el LI, aumenta la
viscosidad dificultando la transferencia de materia y reduciendo la velocidad
de reaccion y por otro lado al afiadir mas celulosa al medio de reaccion, se

requiere mas tiempo para realizar la hidrélisis.
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Las concentraciones de azucares fermentables en estas reacciones
aumentan al aumentar la cantidad de celulosa en el medio obteniendo el
mayor valor de 37,7 g/L a las 3 horas de hidrdlisis con la muestra a la que
hemos afiadido mayor cantidad de celulosa (13 % en peso de celulosa en
disolucion). Estas concentraciones son mayores a las publicadas por otros

autores en hidrdlisis enzimatica [14].

Con respecto a la selectividad a productos obtenida con estas mismas
cantidades de celulosa (Figura 4.5), vemos que sigue siendo muy alta en
todos los casos en torno al 87 y 91 % de glucosa, habiendo un pequefio

incremento de menor a mayor cantidad de celulosa en la reaccion.

Viendo estos resultados se puede decir que se puede llegar a disolver
en liquido iénico desde un 4,5% en peso (465 mg) hasta un 13,5% en peso
(1.400 mg) de celulosa, sin que los resultados de hidrolisis se vean
seriamente afectados. En todos los casos tanto la conversiéon como la

selectividad a azucares es muy alta.

Cap.4-19



Silvia Morales de la Rosa

Il Celobiosa I Glucosa
1009 Nl 5-HMF [l Otros

80

60

40

20

% Selectividad a los productos

465 930 1400
Cantidad de Celulosa (mg)

Figura 4.5: Selectividad a productos de hidrélisis de la celulosa en diferentes
cantidades disuelta en [BMIM]CI a 135°C durante 15 min. Temperatura de hidrélisis
de 105 °C y el catalizador &cido HCI (1,66 M), 3 h reaccién.

También, se estudi6 el efecto del aumento de la concentracion de HCI
(Tabla 4.10), se observa que la conversion de celulosa es muy alta para
todas las concentraciones de &cido empleada. Sin embargo, se observan
cambios importantes en la selectividad a azucares de interés al modificar la
concentracion de HCI. Cuando se trabaja con HCI mas concentrado, se
produce una disminuciébn en la selectividad a glucosa y celobiosa,
aumentando la selectividad a otros compuestos. Esto es debido a que al
aumentar la concentracion de &acido en la hidrélisis se favorece la
deshidratacion de la glucosa dando lugar a la formacion de productos

secundarios no deseados, principalmente compuestos humicos.
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Tabla 4.10: Los rendimientos de azlcares y productos de deshidratacion de las
diferentes cantidades de celulosa catalizada por HCI en distintas concentraciones
(1,66, 3,32 y 4,98 M), a una temperatura de disolucién de 135°C durante 15 min. La

reaccion se produjo a 105 °C durante 3 h.

Conc. % Conv. % Select. % Select. % Select. % Select. Téegoqo
HCI (M) Celulosa Celobiosa Glucosa 5-HMF Otros (nlwin.j
1.66 98 9 88 1 2 15
3.32 99 5 74 1 20 15
4.98 100 0 3 0 97 15

A lo largo de esta parte del capitulo de tesis en la se hidroliza celulosa
disuelta en [BMIM]CI “in situ”. Vemos que este liquido idnico es capaz de
disolver la celulosa y que esta disolucién es mas rapida cuando aumentamos
la temperatura (Tabla 4.1) hasta optimizar los tiempos para cada temperatura.
Una vez se disolvio la muestra, se redujo la temperatura a la de reaccién y se
comprobd que todas las selectividades a azucares eran mayores del 95%,
siendo este un valor muy superior a lo publicado hasta ese momento (Figura
4.6).
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Figura 4.6: Selectividad a azucares disuelta en [BMIM]CI a 135°C durante 15 min.

Temperatura de hidrélisis de 105 °C y el catalizador acido HCI (1,66 M), 3 h reaccion.

4.2.3. Hidrélisis acida de biomasa lignocelulésica en liquidos i6nicos

Los siguientes estudios de hidrélisis acida se llevaron a cabo con

biomasa lignocelulésica disueltos en Lls.

Las diferentes biomasas se disolvieron en [EMIM]CI durante 2:30 h a
135 °C (misma temperatura que se utilizé con la celulosa comercial en este
trabajo), para llegar a una disolucion completa de las muestras siguiendo
diversos estudios realizados [15, 16]. Para poder compararlas con las

muestras de celulosa anteriormente estudiadas, la reaccién de hidrélisis se

Cap.4-22



Hidrolisis Acida de Celulosa y Biomasa Lignoceluldsica en Liquidos I6nicos

llevd a cabo en HCI en las mismas condiciones de concentracion acida,

tiempo y temperatura.

En la Tabla 4.11, se muestran los resultados obtenidos después de
reaccion. Al igual que en las muestras de celulosa, las conversiones de la
biomasa fueron altas en todos los casos, entre el 91-95% en las muestras de
paja de trigo y cebada. Sin embargo, en la muestra de ramoén de olivo la
conversion disminuyé a 86%, lo que se puede deber a que su mayor
contenido en lignina podria estar influyendo en los resultados de hidrolisis
obtenidos. Aun asi, los resultados de conversion obtenidos, son mas altos
gue los obtenidos por hidrélisis enziméatica tratada con LIs por otros autores
[17, 18].

Las concentraciones de azlcares obtenidas por este método TRS de
las biomasas lignoceludsicas que fueron tratadas durante 2:30 h oscilan entre
los 8,6 y 4,7 g/L (Tabla 4.11), dependiendo de la muestra. Estas
concentraciones son mayores a las obtenidas por cromatografia (HPLC)
debido a que en el medio de reaccion hay una parte de la biomasa que se
encuentra en disolucién en forma de oligbmeros solubles, y otros compuestos
gque no se pudieron analizar HPLC en presencia de Lls como la xilosa,
manosa, galactosa, arabinosa y celobiosa ya que sus picos en los
cromatrogramas quedaban solapados por la presencia del LI y el &cido
clorhidrico. La mayor concentracion obtenida es para el caso de la paja de
cebada, seguida de la de la paja de trigo y finalmente el ramén de olivo. Estos
resultados concuerdan con los resultados de conversion obtenidos (Tabla
4.11) siendo la paja de cebada la que mayor conversién se obtenia (95 %),
seguida muy de cerca por la de la paja de trigo (91 %), y finalmente el ramén
de olivo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que hay diferencias en la
composicion de la biomasa de partida, asi si todos los polisacaridos se

hidrolizasen la concentracion maxima de azlcares que se pueden obtener en

Cap.4-23



Silvia Morales de la Rosa

la hidrélisis estan en torno a los 11,5 g/L para las dos pajas mientras que el
caso del ramén de olivo es mejor estando en torno al 7,4 g/L. Esto es debido
a que el ramon de olivo tiene una mayor contenido en lignina insoluble de
ramén (16,4 %), al igual que el contenido en otros componentes como los
extractivos acuosos, extractivos organicos y las cenizas que nos indican una
estructura del tejido vegetal diferente a las dos muestras de paja de cebada y
paja de trigo que tienen una composicién quimica mas parecida, pudiendo
influir no solo en la hidrdlisis sino en la etapa previa de disolucién en el liquido
iGnico. Pero el contenido de lignina no solo afecta a la cantidad de azucares
gue se puede tener al final de la reaccion, sino que parece afectar a la
conversion de los polisacéaridos, ya que la lignina tiene una funcién de
proteccion de los polisacaridos. Asi, las muestras que tienen un mayor
contenido lignina insoluble son los que tiene una menor conversion de
polisacéaridos el orden de contenido de lignina es paja de cebada < paja de
trigo < ramon de olivo, y el orden de conversion es paja de cebada > paja de

trigo > ramon de olivo.

Tabla 4.11: Medidas de TRS y concentraciones totales a azucares monoméricos
(HLPC) en las diferentes biomasas lignocelulésicas catalizadas por HCI (1,66 M; 20%
en peso) usando [EMIM]CI como disolvente, a una temperatura de disolucion de
135°C durante 2:30 h. La reaccién se produjo a 105 °C durante 3 h.

Conc. total de

Muestras % Conc. % Rend. % Select. azucares
Conv. (g/L) TRS azucares TRS monoméricos
(g/L) HPLC
Paja de 95 8,6 74 78 4.5
Cebada
Paja de Trigo 91 6,9 65 72 4,1
Ramon de 86 4,7 64 77 1,9
Olivo
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En todos los casos, el rendimiento y la selectividad a azucares son
muy altos (Tabla 4.11). Siendo la paja de cebada la que tiene mayores
valores (74 % y 78% respectivamente). Estos valores son mayores que los
publicados por otros autores en hidrélisis enzimatica cuando se trata la
biomasa en LIs, no superando el 70 % de rendimiento a azucares después de
3 horas de reaccion [17-19]. En la muestra de ramén de olivo se obtienen
menores concentraciones de azucar (por HPLC) debido al mayor contenido
en lignina y sus diferencias estructurales con las otras dos muestras pero el
rendimiento y la selectividad a azlcares son equivalentes a las otras dos
muestras, este hecho también se observa en la hidrolisis enzimatica de
muestras con gran contenido de lignina y tratados con Lls [20]. Se puede que
si bien el contenido de lignina afecta a la conversion de los polisacaridos, no
afecta a la selectividad a azucares reducibles puesto que es muy parecida
para las tres muestras estudiadas (Tabla 4.11).

El analisis de la selectividad a glucosa (ver Tabla 4.12), indica que los
valores obtenidos son comparables en todas las muestras, donde la paja de
cebada y de trigo se obtienen 39 y 38% de selectividad a glucosa
respectivamente, mientras que en la muestra de olivo la selectividad a
glucosa es un poco menor obteniendo un 27%. En el caso del analisis de los
productos de deshidratacion de la glucosa (5-HMF y acido levulinico), no se
detectaron cantidades significativas de estos productos en todas las
muestras. Sin embargo, la selectividad a furfural (producto principal de
deshidratacién de azucares de cinco atomos de carbono como la xilosa) es
bastante elevada, especialmente en la muestra de paja de cebada en la que
se obtiene una selectividad a furfural del 28%, 21% en la paja de trigo y 19%
en el ramon de olivo. Estos datos indican que se ha producido la hidrdlisis de
la hemicelulosa (fuente de azucares de cinco atomos de carbono)
deshidratando una parte de la xilosa (compuesto mayoritario en la

hemicelulosa) a furfural. Este hecho concuerda con lo obtenido en otros
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trabajos en los que se puede comprobar que la hemicelulosa es mas facil de
hidrolizar [21-24].

La presencia del IL interfiere el andlisis de por HPLC con la columna
gue nos permite analizar la concentracion de xilosa y otros azucares
minoritarios (CoregelP) y por lo tanto no se ha podido analizar la selectividad

a estos azucares pormenorizadamente.

Tabla 4.12: Los rendimientos de azlcares y productos de deshidratacion de las
diferentes biomasas lignocelulésicas catalizadas por HCI (1,66 M; 20% en peso)
usando [EMIM]CI como disolvente, a una temperatura de disolucién de 135°C durante
2:30 h. La reaccioén se produjo a 105 °C durante 3 h.

Muestra % select. % select. % select. % select. % select.
Celobiosa Glucosa 5-HMF  Ac. Levulinico  Furfural
Paja de
Cebada 3 39 4 0,5 28
Paja de
Trigo S 38 3 0,6 21
Ramoén
de 3 33 4 08 19
Olivo

Tras analizar los resultados obtenidos en las muestras de biomasa y
ver que no se obtenian selectividades a glucosa grandes y sabiendo que el
liquido i6nico, [EMIM]CI tiene cierto poder de hidrélisis debido a su acidez, el
proceso de hidrélisis de la biomasa podria comenzar en la fase de disolucion.
Si esto ocurre, es posible que con tiempos de disolucion largos, pueda existir
una formacién mayor de humicos en el proceso de hidrolisis, disminuyendo

por tanto la selectividad a azucares. Para ello se disminuy6 el tiempo de
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disolucién a 15 min, un tiempo parecido al utilizado en las muestras de
celulosa comerciales. Para intentar demostrar este hecho, se repitieron
solamente las muestras de paja de cebada y paja de trigo ya que tienen una

composicion quimica mas parecida entre ellas.

En la Tabla 4.13 se muestran los resultados obtenidos por el TRS de
las concentraciones de las muestras que solamente fueron disueltas en LI
durante 15 min. En ambas muestras las concentraciones obtenidas son muy
parecidas, incluidas si las comparamos con las muestras que fueron disueltas
durante 2:30 h (Tabla 4.11). Lo mismo ocurre con los valores de rendimiento
y selectividad a azucares, son comparables a las muestras disueltas durante
mas tiempo. Ademas, se vuelve a comprobar que con la paja de cebada se

obtienen valores mas altos de rendimiento.

Tabla 4.13: Medidas de TRS y concentraciones totales a azucares monoméricos
(HLPC) en las diferentes biomasas lignocelulésicas catalizadas por HCI (1,66 M;
20% en peso) usando [EMIM]CI como disolvente, a una temperatura de disolucion de

135°C durante 15 min. La reaccion se produjo a 105 °C durante 3 h.

Muestras % Conc. (g/L) % Rend. % Selec. diogfq(fg:g!s
Conv. TRS TRS TRS (g/L) HPLC
Paja de 93 8,5 73 78 4,5
Cebada
Pajade 91 7,0 67 73 4,2
Trigo

Todos estos resultados, muestran que independientemente del tiempo
de disolucion en el LI, para un mismo tipo de muestra de biomasa

lignocelulésica, se van a obtener valores de selectividad a azucares muy
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parecidos, cuando las condiciones de reaccion y el catalizador utilizado y su

concentracion son las mismas

Sin embargo, cuando se analiza la selectividad a glucosa (Tabla 4.14),
en ambos casos, ha aumentado en casi un 10% (obteniendo un 46% en
ambos casos) con respecto a las muestras disueltas durante 2:30h. La
selectividad a 5-HMF es practicamente igual a las disueltas durante 2:30h, sin
embargo, en este caso no se detectd la formacion de acido levulinico. La

selectividad a furfural indica es similar en ambos casos.

Tabla 4.14: Los rendimientos de azlcares y productos de deshidratacién de las
diferentes biomasas lignocelulésicas catalizadas por HCI (1,66 M; 20% en peso)
usando [EMIM]CI como disolvente, a una temperatura de disolucién de 135°C durante

15 min. La reaccién se produjo a 105 °C durante 3 h.

% select. % select. % select. % select. Ac. % select.

Muestra Celobiosa Glucosa 5-HMF Levulinico Furfural
Paja de
Cebada 4 46 4 0 27
Paja de

Trigo 5 46 5 0 29

En base a los datos que se han obtenido en las anteriores reacciones
(Tabla 4.12 y Tabla 4.14) se aprecia que la tendencia es que cuanto mayor
tiempo que se tenga en el proceso de disolucion a elevada temperatura
(2:30h), el rendimiento a glucosa disminuye. Este hecho corrobora lo que ya
se habia indicado durante este capitulo y es que el [EMIM]CI presenta cierta
acidez y en la disolucién de la biomasa lignocelulésica comienza la hidrolisis,

de tal manera que los procesos de deshidratacion se producen mas rapido
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obteniendo mayor cantidad de humicos y menor cantidad de azucares. Sin
embargo, el hecho de una selectividad similar pero ligeramente inferior de la
formacion de furfural en las reacciones que inicialmente se disolvieron
durante 2:30 (Tabla 4.12), no se puede explicar sin tener principalmente los
datos de selectividad a xilosa. Aun asi, se puede pensar que cuando se
disuelve durante 2:30h, la xilosa y el furfural, que se forma a partir de esta,
provienen de la hemicelulosa, y la hemicelulosa se hidroliza mas faciimente
rapido que que la celulosa, por lo tanto los componentes de la hemicelulosa
hidrolizados estan mas tiempo en contacto con el 4cido y se pueden degradar

en mayor medida que los provenientes de la celulosa.

Cap.4-29



Silvia Morales de la Rosa

4.3. Bibliografia

[1] A. Pinkert, K.N. Marsh, S. Pang, Reflections on the Solubility of Cellulose,
Ind. Eng. Chem. Res., 49 (2010) 11121-11130.

[2] S. Zhu, Y. Wu, Q. Chen, Z. Yu, C. Wang, S. Jin, Y. Ding, G. Wu,
Dissolution of cellulose with ionic liquids and its application: a mini-review,
Green Chem., 8 (2006) 325.

[3] N. Sun, H. Rodriguez, M. Rahman, R.D. Rogers, Where are ionic liquid
strategies most suited in the pursuit of chemicals and energy from
lignocellulosic biomass?, Chem Commun (Camb), 47 (2011) 1405-1421.

[4] H. Olivier-Bourbigou, L. Magna, D. Morvan, lonic liquids and catalysis:
Recent progress from knowledge to applications, Appl. Catal., A, 373 (2010)
1-56.

[5] R. Rinaldi, P. Engel, J. Buchs, A.C. Spiess, F. Schuth, An integrated
catalytic approach to fermentable sugars from cellulose, ChemSusChem, 3
(2010) 1151-1153.

[6] R. Rinaldi, R. Palkovits, F. Schiith, Depolymerization of Cellulose Using
Solid Catalysts in lonic Liquids, Angew. Chem. Int. Ed., 47 (2008) 8047-8050.

[7] C. Li, Q. Wang, Z.K. Zhao, Acid in ionic liquid: An efficient system for
hydrolysis of lignocellulose, Green Chem., 10 (2008) 177.

[8] S. Kumar, S.P. Singh, .M. Mishra, D.K. Adhikari, Recent Advances in
Production of Bioethanol from Lignocellulosic Biomass, Chem. Eng. Technol.,
32 (2009) 517-526.

Cap.4-30



Hidrolisis Acida de Celulosa y Biomasa Lignoceluldsica en Liquidos I6nicos

[9] J.B. Binder, R.T. Raines, Fermentable sugars by chemical hydrolysis of
biomass, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 107 (2010) 4516-4521.

[10] S. Morales-delaRosa, J.M. Campos-Martin, J.L.G. Fierro, High glucose
yields from the hydrolysis of cellulose dissolved in ionic liquids, Chem. Eng. J.,
181-182 (2012) 538-541.

[11] L. Vanoye, M. Fanselow, J.D. Holbrey, M.P. Atkins, K.R. Seddon, Kinetic
model for the hydrolysis of lignocellulosic biomass in the ionic liquid, 1-ethyl-3-
methyl-imidazolium chloride, Green Chem., 11 (2009) 390-396.

[12] R.P. Swatloski, S.K. Spear, J.D. Holbrey, R.D. Rogers, Dissolution of
Cellose with lonic Liquids, J. Am. Chem. Soc., 124 (2002) 4974-4975.

[13] A. Pinkert, K.N. Marsh, S. Pang, M.P. Staiger, lonic Liquids and Their
Interaction with Cellulose, Chem. Rev., 109 (2009) 6712-6728.

[14] G. Brodeur, E. Yau, K. Badal, J. Collier, K.B. Ramachandran, S.
Ramakrishnan, Chemical and physicochemical pretreatment of lignocellulosic

biomass: A review, Enzyme Res., 2011 (2011).

[15] H. Tadesse, R. Lugque, Advances on biomass pretreatment using ionic

liquids: An overview, Energy Environ. Sci., 4 (2011) 3913.

[16] M. Mora-Pale, L. Meli, T.V. Doherty, R.J. Linhardt, J.S. Dordick, Room
temperature ionic liquids as emerging solvents for the pretreatment of
lignocellulosic biomass, Biotechnol Bioeng, 108 (2011) 1229-1245.

[17] J.A. Perez-Pimienta, M.G. Lopez-Ortega, P. Varanasi, V. Stavila, G.

Cheng, S. Singh, B.A. Simmons, Comparison of the impact of ionic liquid

Cap.4-31



Silvia Morales de la Rosa

pretreatment on recalcitrance of agave bagasse and switchgrass, Bioresour.
Technol., 127 (2013) 18-24.

[18] J. Shi, V.S. Thompson, N.A. Yancey, V. Stavila, B.A. Simmons, S. Singh,
Impact of mixed feedstocks and feedstock densification on ionic liquid

pretreatment efficiency, Biofuels, 4 (2013) 63-72.

[19] A. Cruz, C. Scullin, C. Mu, G. Cheng, V. Stavila, P. Varanasi, D. Xu, J.
Mentel, Y.-D. Chuang, B. Simmons, S. Singh, Impact of high biomass loading
on ionic liquid pretreatment, Biotechnology for biofuels, 6 (2013) 52.

[20] C. Li, L. Sun, B.A. Simmons, S. Singh, Comparing the Recalcitrance of
Eucalyptus, Pine, and Switchgrass Using lonic Liquid and Dilute Acid

Pretreatments, Bioenergy Research, 6 (2013) 14-23.

[21] K.-K. Cheng, J.-P. Ge, J.-A. Zhang, H.-Z. Ling, Y.-J. Zhou, M.-D. Yang,
J.-M. Xu, Fermentation of pretreated sugarcane bagasse hemicellulose
hydrolysate to ethanol by Pachysolen tannophilus, Biotechnol. Lett, 29 (2007)
1051-1055.

[22] P. Alvira, E. Tomas-Pejo, M. Ballesteros, M.J. Negro, Pretreatment
technologies for an efficient bioethanol production process based on
enzymatic hydrolysis: A review, Bioresour Technol, 101 (2010) 4851-4861.

[23] P. Kumar, D.M. Barrett, M.J. Delwiche, P. Stroeve, Methods for

Pretreatment of Lignocellulosic Biomass for Efficient Hydrolysis and Biofuel
Production, Ind. Eng. Chem. Res., 48 (2009) 3713-3729.

Cap.4-32



Hidrolisis Acida de Celulosa y Biomasa Lignoceluldsica en Liquidos I6nicos

[24] N. Mosier, C. Wyman, B. Dale, R. Elander, Y.Y. Lee, M. Holtzapple, M.
Ladisch, Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass, Bioresour. Technol., 96 (2005) 673-686.

Cap.4-33



Silvia Morales de la Rosa

Cap.4-34



5. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE

HIDROLISIS QUIMICA DE LA CELULOSA EN

GLUCOSA
Lo T N 10} A oo [V T eTod 1o ] o N TSR 1
5.2.  Hidrolisis ACIida de CeIUIOSA ..uveniee e 1
5.2.1. Efecto de la concentracion de ACIHO ...........veeveeieieeeeeee e e e eenn 2
5.2.2. Efectode latempPeratura .........ccccoeieiiiieiiiieeiiiiie e 7
5.2.3. Efecto de la fuerza acida del catalizador ..........cooouuvvveiiiiiiieiiieeeeeee e 9
5.2.4. Efecto del tipo de CelUlOSa...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 12
LTS TR B T o1 =1 1o ] TP 16

5.4, Bibliografia .....oceeiiii e e 20






Optimizacion del Proceso de Hidrolisis Quimica de la Celulosa en Glucosa

5.1. Introduccién

Este capitulo de la memoria se ha llevado a cabo un estudio de la
hidrélisis acida de la celulosa a glucosa, con el objetivo de optimizar las
variables del proceso para maximizar el rendimiento de la glucosa. Para ello
se modificaron las distintas variables de operacién en la hidrélisis de la
celulosa a glucosa como son: la temperatura de reaccién, la concentracion
acida del catalizador, la fuerza &cida del catalizador y el tipo de celulosa
utilizada (microfibrosa y microgranular) y se investigaron sus efectos sobre el

rendimiento a los compuestos que se pueden formar.

La eleccién de utilizar solamente celulosa en este estudio se debio al
hecho de que este polisacérido estructurado que forma parte de la biomasa
lignocelulodsica, es el mas dificil de hidrolizar debido a su estructura altamente
empaquetada de microfibras unidas entre si por puentes de hidrégeno y fuerza
de Van der Waals [1-5]. De esta manera, se puede hacer un mejor estudio de
las condiciones O6ptimas de operacion en la hidrélisis quimica para luego

posteriormente aplicarlo a las biomasas lignoceluldsicas reales.

5.2. Hidrodlisis acida de celulosa

En la reaccién de hidrdlisis acida de celulosa se analizaron los datos
obtenidos de glucosa y uno de sus productos secundarios, el acido levulinico.
Sin embargo, no se presté especial atencion al comportamiento del 5-HMF,
porque su concentracion obtenida era muy baja. Esto es debido a que el 5-
HMF se forma a partir de la glucosa, pero a su vez se consume para dar lugar
al &cido levulinico (Figura 5.1). En las condiciones de reaccion empleadas en
este trabajo, medio acuoso y temperatura de reaccion, el 5-HMF reacciona

muy rapidamente para dar el 4cido levulinico y su concentracion es muy baja
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durante todo el tiempo de reaccion. Este hecho también ha sido observado por
otros autores en condiciones similares a las de este trabajo [6]. Por lo tanto, en
este capitulo de los resultados solamente en la conversion de la celulosa a

glucosa y 4cido levulinico.

OH

0. H H
HHO H/ OH% H o
oH H Hidrolisis ~ OLIGOMEROS higrslisis 1o
% H HO —> SOLUBLES ——— "
HO H H OH
" i s H OH

H OH
CELULOSA GLUCOSA
H OH
e}
H/O o OH
HO! OH
MO oy Reshidratagion 7N \ " 3 M0 Rehidratacign N T
4 p 0 . o <
5-HIDROXIMETIL Acipo Acipo
GLUCOSA FURFURAL LEVULINICO FORMICO

Figura 5.1: Reacciones sucesivas que pueden ocurrir durante la hidroélisis de celulosa.

5.2.1. Efecto dela concentracion de acido

En primer lugar, se estudio el efecto de la concentracion del catalizador
en el rendimiento a glucosa. Para este fin, se escogi6 el acido sulfarico como
catalizador, ya que es un acido fuerte y se sabe que funciona bien en la
hidrdlisis (ver capitulo 4). Ademas con este &cido no introducimos cloruros en
el medio de reaccién que en las posteriores fases en la produccién de

bioetanol (fermentacion) son perjudiciales.

Para ver el efecto de la concentracion del acido en la hidrélisis, se
escogieron diferentes concentraciones: 0,2; 0,5; 1,1 y 2,5 mol/L. Cuando la

temperatura de reaccion es baja, a 120°C, el uso de una concentracién mayor
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de acido sulfarico, da como resultado un rendimiento de glucosa mayor
(Figura 5.2 a).

25 10
—&— 2.5 mol/L a) —&— 2.5 mol/lL b)
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% Rendimiento a Acido Levulinico
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Figura 5.2: Hidrdlisis de la celulosa en diferentes concentraciones de H,SO, a 120°C.

La concentracion de glucosa aumenta linealmente con la concentracion
del acido, excepto a la mayor concentracion (2,5 mol/L) que no aumenta se
forma lineal a tiempos largos de reaccion. Con 2,5 mol/L, inicialmente aumenta
muy rapidamente el rendimiento a glucosa hasta los 30 minutos, a partir de
ese momento el incremento del rendimiento aumenta de forma menos rapida.
Si estudiamos el rendimiento a 4cido levulinico, en general la formacion de
acido levulinico es baja, aumentando con la con la concentracion del acido
sulfarico (Figura 5.2 b). La formacién de acido levulinico es mas notable para
la concentracion de acido de 2,5 mol/L. Para esta concentracion mas elevada,
el rendimiento a &cido levulinico es bajo a tiempos cortos de reaccion, y

aumenta de forma més brusca con tiempos de reaccion mas largos y este
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hecho ocurre en todos los casos a excepcidon de cuando se utiliza la
concentracion de 0,2 mol/L de H,SO,4. Estos cambios bruscos en la formacion
de &cido levulinico se producen en paralelo con la disminucién del rendimiento
a glucosa, especialmente este efecto se ve cuando utilizamos 2,5 mol/L de
H,SO, (Figura 5.2).

Esta misma tendencia se observd cuando se aumento la temperatura
de reaccion a 140 °C (Figura 5.3). Al igual que en el caso anterior, se produce
un aumento lineal del rendimiento a glucosa cuando se aumenta la
concentracion del acido. Sin embargo, cuando se afiade una concentracion de
2,5 mol/L de H,SO, se ve que esa linealidad se pierde a tiempos mayores de
los 30 min. El rendimiento a glucosa alcanza un maximo a tiempos cortos de
reaccion y a partir de ahi el rendimiento a glucosa comienza a disminuir

rapidamente (Figura 5.3 a).
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Figura 5.3: Hidrdlisis de la celulosa en diferentes concentraciones de H,SO, a 140°C.

Cap.5-4



Optimizacion del Proceso de Hidrolisis Quimica de la Celulosa en Glucosa

Al mismo tiempo, se analizaron los resultados obtenidos de
rendimiento a acido levulinico (Figura 5.3 b). Se puede comprobar que el
rendimiento es muy bajo cuando la concentracion de H,SO, es baja (0,2 y 0,5
mol/L). Cuando se afiade 1,1 mol/L de H,SO,, se ve que a tiempos de
reaccion cortos el rendimiento de acido levulinico es muy bajo pero al
aumentar el tiempo de reaccion este rendimiento aumenta hasta superar el
10%. En contraste con el resto de concentraciones utilizadas, cuando se utiliza
2,5 mol/L de H,SO,, la formacion de &cido levulinico es rapida y a las 2 horas
de reaccion se obtiene un rendimiento del 60%, con respecto a la celulosa

afadida en reaccion.

Los perfiles cinéticos de la formacién de glucosa cuando se aumenta la
temperatura a 160 °C son algo diferentes (Figura 5.4 a). Con la excepcion del
caso en el que se afiade H,SO, en una concentracion de 0,2 mol/L, en el que
al aumentar el tiempo el rendimiento a glucosa aumenta igual que a las
anteriores temperaturas (120 y 140°C). En el resto de los casos, el
rendimiento a glucosa aumenta a tiempos de reaccién cortos alcanzando un
maximo, a partir del cual el rendimiento a glucosa comienza a disminuir y
especialmente rapido en los caso en los que se afiade 2,5y 1,1 mol/L en
reaccion en los que se obtiene unos maximos de rendimiento a glucosa
inferiores al 17%. Este perfil de concentracion es el tipico de reacciones

consecutivas.
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Figura 5.4: Hidrdlisis de la celulosa en diferentes concentraciones de H,SO, a 160°C.

Las reacciones consecutivas en la hidrolisis de la celulosa a glucosa y
de glucosa a acido levulinico, ya se han observado anteriormente por otros
autores [6, 7]. Como se puede ver en la Figura 5.4 (a y b), al aumentar la
concentracion del 4cido, se ve un aumento del rendimiento a glucosa a cortos
tiempos de reaccion e igualmente a estos tiempos de reaccion, el rendimiento
a acido levulinico es muy bajo, pero cuando se aumenta el tiempo de reaccion
se aprecia que existe un maximo en el rendimiento a partir del cual el
rendimiento a glucosa cae rapidamente, especialmente cuando se utiliza 1,1y
2,5 mol/L de H,SO,. Por otro lado si se observa la Figura 5.4 (b), se puede
apreciar que el rendimiento a acido levulinico aumentar rapidamente a en los
primeros 15 min de reaccién cuando la concentracion del H,SO, es 2,5 mol/L y
a partir de ahi el rendimiento a &cido levulinico aumenta de forma mas

ralentizada, llegando a un rendimiento del 60% de &cido levulinico en la
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primera hora con respecto a la celulosa afadida en la reaccion. A medida que
la concentracion del &cido disminuye, también disminuye la tasa de formacion
de &cido levulinico. Sin embargo, a lo largo de la reaccion de hidrdlisis, el
aumento del &cido levulinico no es lineal una vez que el rendimiento a glucosa

alcanza un maximo (Figura 5.4).

Este hecho nos demuestra que se estan dando las reacciones
consecutivas en la hidrélisis y que el comportamiento observado se relaciona
con el esquema de reaccion de la Figura 5.1. Los &cido fuertes catalizan la
hidrélisis de la celulosa a glucosa pero estos acidos a su vez, también
catalizan la reaccién de deshidratacién subsiguiente a 5-HMF y posterior
descomposicién (rehidratacién) a &cido levulinico [6-8]. En este caso, una
concentracion mas alta de acido y una mayor temperatura, favorece

claramente las reacciones secundarias que producen 4cido levulinico.

5.2.2. Efecto de latemperatura

El objetivo principal de este trabajo es la optimizacion del rendimiento
de la glucosa en la hidrdlisis de celulosa. Y como se puede comprobar en las
figuras anteriores (Figura 5.2Figura 5.3 Figura 5.4), el rendimiento a acido
levulinico fue muy bajo para los casos en los que la concentracion del H,SO,
es 0,5y 0,2 mol/lL y las temperaturas eran de 120°C y 140°C. Asi que, se
decidié centrar el estudio del efecto de la temperatura en la regiébn mas baja

de la concentracién del acido.

Cuando se utilizé una concentracién de H,SO, de 0,5 mol/L, se vio un
aumento lineal en el rendimiento de glucosa. Sin embargo, este aumento se
reducia en tiempos largos de reaccion cuando se utilizaba la temperatura de
160 °C (Figura 5.2Figura 5.3 Figura 5.4 (a)). El rendimiento a &cido levulinico
es moderado a tiempos de reaccion cortos a la temperatura de 140 °C, pero

aumenta rapidamente a tiempos de reaccibn mas largos. El cambio en la
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tendencia de la formacién de &cido levulinico ocurre al mismo tiempo que se
ralentiza el aumento de la concentracion de glucosa. Este hecho ya fue
observado previamente por Amarasekara y Wiredu (2012) [9]. Una tendencia
similar se observa con la concentracién de 0,2 mol/L de H,SO, (Figura
5.2Figura 5.3 Figura 5.4 (a)). Un aumento en la temperatura de reaccion
provoca un aumento en la tasa de formacion de glucosa. Ademas, para esta
concentracion de acido el aumento de rendimiento a glucosa es lineal tanto
para las temperaturas de reaccion de 120°C y 140 °C (las mas bajas
probadas). Esta linealidad, se pierde a tiempos largos de reaccién cuando se

utiliza una temperatura de 160 °C (Figura 5.4 (a)).

En general, para las dos concentraciones mas bajas de acido, la
formacion de acido levulinico es baja, aumentando con la concentracién de
H,SO, (Figura 5.2Figura 5.3Figura 5.4 (b)). Sin embargo, cuando la
temperatura de reaccién es de 160°C, la concentracion de acido levulinico no
es muy alta en tiempos de reaccion cortos, pero aumenta considerablemente a
tiempos de reaccién mas largos. Se puede apreciar un cambio en la tendencia
de la formacion a éacido levulinico cuando la concentracion de glucosa es
mayor, y éste es un producto secundario de la glucosa. Parece que las
concentraciones mas altas de glucosa pueden favorecer la formacién del acido
levulinico (Figura 5.4 (b)). En definitiva, el comportamiento catalitico esta de
acuerdo con los anteriores estudios realizados sobre la degradacion de la
celulosa, los que mostraban que los productos secundarios se forman a partir

de la glucosa a temperaturas superiores a 140 °C [6-8].

Estos datos obtenidos nos indican claramente que a concentraciones
de acido sulfarico bajas (0,5 y 0,2 mol/L) y una temperatura de reaccion
moderada (140 °C), se obtienen los valores de rendimiento a glucosa mas

altos manteniendo un rendimiento a acido levulinico bastante bajo.
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5.2.3. Efecto de lafuerza acida del catalizador

Siguiendo la linea de trabajo en la optimizacion del proceso de
producciéon de glucosa, se estudi6 el efecto de la fuerza del &cido en la
hidrdlisis de celulosa, un trabajo similar al realizado en el Capitulo 4 de esta
memoria. Para ello, se utilizaron varios acidos en un gran rango de pKa desde
4,8 hasta -6,6 (ver Tabla 5.1).

Tabla 5.1: Los catalizadores acidos empleados en la hidrélisis de la celulosa.

Formula Abreviacion pKa
H,SO, H,SO, -6.6
I
4@7_0H p-TSA 2.5
(e]
O
HO
oH OA 1.19
o]
HsPO4 Hs;PO, 2.1
(]
—{ AA 4.8
OH

La concentracion de cada catalizador acido se mantuvo constante a 0,2
mol/L en todas las reacciones de hidrélisis. Se tuvo en cuenta que la
temperatura de reaccion utilizada depende de la fuerza del catalizador acido
(Figura 5.5), de tal manera que el catalizador menos &cido requiere una mayor
temperatura de reaccién para producir una cantidad de compuesto medible
(glucosa y &cido levulinico). Existe una correlacion entre la conversion de la

celulosa y la fuerza del acido. Cuanto mayor sea el pKa, menos activo es el
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catalizador (Figura 5.5 y Tabla 5.1). En consecuencia, necesitaremos una

temperatura mas alta cuando se utiliza un &cido de pKa mayor.
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Figura 5.5: Rendimiento a glucosa en la hidrdlisis de la celulosa catalizada por &cidos
diferentes (0,2 mol/L en agua) a diferentes temperaturas de reaccion, a) AA, b) H3PO,,
c) OAyd) p-TSA.
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En todos los casos, se produjo un incremento del rendimiento a
glucosa cuando se utilizaron temperaturas mas altas. Sin embargo, al probar
todos los catalizadores a la misma temperatura de 140 °C, se puede hacer

una buena comparacién de su actividad en la reaccion de hidrolisis.

Las Figura 5.2Figura 5.3Figura 5.4Figura 5.5 muestran el importante
efecto de la fuerza acida de los catalizadores sobre el rendimiento a glucosa.
Los rendimientos mas altos a glucosa se obtuvieron con los acidos mas
fuertes (pKa inferiores). Esta tendencia es similar a la que ya se obtuvo en la
hidrélisis de celulosa disuelta en liquidos iénicos [4, 10]. Sin embargo, los
acidos con valores de pKa negativos mostraron un perfil similar en los
rendimientos a glucosa. Esto se debido al hecho de que es necesario tener un

acido fuerte para hidrolizar los enlaces B-glicosidicos [11].

Los resultados mas prometedores se obtuvieron con el 4cido sulfdrico y
el p-TSA cuyos valores de pKa son negativos. En el andlisis del rendimiento a
acido levulinico para estos dos acidos se representa en la Figura 5.6. En
ambos casos los catalizadores producen una concentracién muy baja de acido
levulinico a temperaturas mas bajas (120 °C y 140 °C), pero este rendimiento
aumento ligeramente cuando aumentamos la temperatura a 160 °C. Ademas,
se observo que en estas condiciones de reaccion, la concentracion de acido
levulinico aumenta a largos tiempos de reaccién, cuando disminuye la
linealidad del rendimiento a glucosa como ocurre en los anteriores apartados

del capitulo.
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Figura 5.6: Rendimiento a acido levulinico en la hidrélisis de la celulosa utilizando una
concentracién de 0,2 mol/L de p-TSA (a) o H,SO, (b) en agua a diferentes

temperaturas.

5.2.4. Efecto del tipo de celulosa

Para estudiar el efecto del tipo de celulosa en la hidrdlisis, inicialmente
se estudiaron por difraccion de rayos X, las dos estructuras cristalinas de los

dos tipos de celulosa comercial utilizados en la hidrélisis acida (Figura 5.7).

Cap.5-12



Optimizacion del Proceso de Hidrolisis Quimica de la Celulosa en Glucosa

25000

/(©02)

20000 A

15000 +

Microfibrosa
10000 +

(004)

(101) 107
N )<1’91)

Intensidad (cps)

5000 A

Microgranular
0 T T T

10 20 30 40 50

26

Figura 5.7: Los espectros de difraccion de rayos X de ambos tipos de celulosa.

Los perfiles de difraccion de rayos X muestras un pico intenso a 23°,
debido a la reflexién (200) y otros dos menos intensos alrededor de 15°y 17°y
que son caracteristicos de las reflexiones (110) y (110) respectivamente.
Ademas, aparece una sefial compuesta de varios picos a 34° que incluye la
reflexion a (004) [12, 13].

La intensidad de los picos es bastante alta, o que indica una buena
cristalinidad en ambas celulosas utilizadas. El indice de cristalinidad (Cl) de

las muestras si calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Cl = (23 — l18)/l23

Aqui, el I3 y el |15 son las intensidades netas de la sefial del pico a 23°
y del pico a 18° respectivamente [13]. Este indice también se conoce como

Segal CI [14]. Al calcular este indice en nuestras muestras se encontr6 que el
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Cl era aproximadamente del 85% para la celulosa microgranular y el 92% para
la celulosa microfibrosa (Tabla 5.2). Sin embargo, estudios recientes muestran
que el tamafio de los cristales puede influir en el calculo del CI,
sobreestimando la presencia de material amorfo [14] debido a la superposicion

de picos de difraccién cerca de la zona de 18°.

Tabla 5.2: Anchura del pico a la mitad del maximo (PWHM), tamafio del cristal, la

intensidad en el 18 6y 23 6 y Segal Cl de las muestras estudiadas

Muestra o Tamafio de Intensidad a Intensidad a
Celulosa PWHM (%) cristal (nm) 18°(c.p.s.) 23°(c.p.s.) Cl (%)
Microgranular 1,37 6,6 1,739 11,755 85
Microfibrilar 1,16 7,8 1,657 20,507 92

Se ha calculado la anchura de pico a la mitad del maximo (PWHM) a
partir del pico de mayor intensidad para ambas muestras (Tabla 5.2) y el
tamafo de los cristales utilizando la Ecuacion de Scherrer con un factor de
forma de 1,0 [14].

K2
T_ﬂ-cose

El valor de PWHM de la muestra microgranular es mas grande que la
de la microfibrosa. Este hecho implica un tamafio de cristal menor para la
celulosa microgranular de 6,6 nm mientras que para la celulosa microfibrosa
es de 7,6 nm. La intensidad a 18°, indica un 8% de material amorfo en el
calculo del ClI, pero estudios recientes de Francés y Santiago Cintron 2013

[14] indican que una muestra altamente cristalina (con PWHM = 1,0) presenta
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una intensidad a 18° que da lugar a un célculo de alrededor del 5% de material
amorfo empleando el método de Segal del indice de cristalinidad (Cl). Por lo
tanto, hay que tener en cuenta que en las muestras estudiadas gran parte de
la cantidad de “material amorfo” que nos indica el Cl es solo una consecuencia
del ensanchamiento y solapamiento de los picos de difraccion, lo que da lugar

a una sobreestimacion del contenido de material amorfo.

Una vez caracterizados los materiales por difraccién de rayos X, se
estudio la hidrolisis de estos dos tipos de celulosa comercial (microgranular y
microfibrosa). Para ello se escogieron como catalizadores el acido sulfarico y
el p-TSA (0,2 mol/L) a una temperatura de reaccion de 140 °C, que son las
condiciones mas favorables para obtener glucosa con un bajo contenido de

acido levulinico final de la hidrolisis acida (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Rendimiento de la glucosa en la hidrélisis de dos tipos diferentes de
celulosa utilizando una concentracion de acido 0,2 mol/L en agua a una temperatura
de reaccion de 140 °C, H,SO, (a) o p-TSA (b).
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El perfil del rendimiento a glucosa de la muestra de celulosa
microgranular aumentaba casi linealmente con el tiempo, mientras que la
muestra microfibrosa, presentaba una pequefia desviacion de la linealidad en
este rendimiento. Ademas, la concentracion de glucosa en la muestra

microfibrosa es menor que en la muestra microgranular (Figura 5.8).

Si se comparan los perfiles de rendimiento a glucosa con los dos
acidos empleados (H,SO, y p-TSA), se puede ver que es similar (Figura 5.8 (a
y b)), siendo ligeramente mayor cuando se utilizé el acido sulfarico como
catalizador en reaccion. Esta mejora se hace mas evidente cuando se utiliza la
celulosa microfibrosa. Aparentemente, los datos indican que la diferencia de
acidez afecta a los resultados de reaccion cuando la muestra es mas dificil de
hidrolizar, y se requiere una mayor acidez en la hidrdlisis de la celulosa con

mayor tamafio de los cristales (muestra fibrosa).

5.3. Discusion

La hidrolisis de la celulosa implica la ruptura de los enlaces (-
glicosidicos de la estructura polimérica, siendo este un paso esencial para la

conversion de la celulosa en oligosacaridos.

Se lleva estudiando mucho tiempo sobre numerosos procesos de
hidrdlisis directa de lignocelulosa con acidos. En la mayoria de estos estudios,
los &cidos minerales (HCI, H,SO,,...) y éacidos organicos (acido oxdlico,
maléico, fumarico,...), se han encontrado que son particularmente adecuados
para la produccion de glucosa y que ademas esta glucosa se puede degradar
primero a 5-HMF y finalmente a acido levulinico y acido férmico (Figura 5.1)
[15]. La cinética del proceso de hidrdlisis 4cida de la celulosa, estd controlada
principalmente por: (1) la naturaleza de precursor de celulosa, (2) el pKa del
acido, (3) la concentraciéon de acido, y (4) la temperatura de reaccion. En la

mayoria de los procesos se requieren condiciones exigentes (altas
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temperaturas, concentraciones elevadas de acido,...) para liberar la glucosa a
partir de las estructuras cristalinas de las cadenas de celulosa. Sin embargo, si
la temperatura de hidrélisis es demasiado alta se produce la aparicion de
reacciones secundarias que dan lugar a cantidades importantes productos
secundarios. Por otro lado, el control de las condiciones de reaccién para
obtener el maximo rendimiento de glucosa en tiempos cortos es un gran reto

comercial.

Los datos experimentales descritos en este capitulo, obtenidos
mediante la comparacion de la concentracién obtenida en la hidrélisis acida,
indican claramente la posibilidad de controlar la hidrélisis para poder obtener
los productos deseados. Bajo las condiciones de hidrélisis con altas
concentraciones de acido fuerte, se obtienen altos rendimientos a glucosa en
los primeros minutos de reaccion, pero a tiempos de reaccién mas largos los
incrementos de glucosa son menores [9, 16] y se produce un alto rendimiento
de los productos secundarios (acido levulinico). Estas reacciones secundarias
se han reducido al minimo, cuando la concentracion del &acido es baja,

especialmente cuando se emplea 0,2 mol/L.

Otro parametro importante que se debe optimizar para controlar la
obtencion de los productos deseados, es la temperatura de hidrdlisis. A mayor
temperatura, la hidrélisis de celulosa a glucosa se produce de forma mas
rapida pero casi simultdneamente la glucosa se transforma en productos
secundarios. Por lo tanto, para obtener una alta selectividad de glucosa, es
necesario operar a temperaturas moderadas (120 °C). Y aunque a esa
temperatura de hidrdlisis la produccion de glucosa es moderada, la produccion
de acido levulinico es muy baja. Sin embargo, a mayores temperaturas de
hidrdlisis (160 °C), se puede obtener acido levulinico con una alta selectividad.
A pesar de que los rendimientos a glucosa en este trabajo son tan bajos,

existe un potencial para intensificar la hidrolisis de celulosa en H,SO, diluido.
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Con respecto al estudio del efecto debido a la naturaleza del acido
utilizado (Figura 5.5), es evidente que el H,SO, y acido p-TSA producen
cantidades mas altas de los productos de hidrélisis, aunque a mayores
temperaturas de reaccion, estos son capaces de conducir la transformacion de
la celulosa bastante mas alla, ofreciendo una mayor cantidad de productos de
deshidratacion, desde el 5-HMF hasta el acido levulinico. Este
comportamiento, se debe a que ambos tienen la mayor fuerza 4cida de entre
todos los acidos comparados: AA, OA y HiPO,. La fuerza &cida superior del
H,SO, (pKa = -6,6), probablemente no solo aumenta la despolimerizacién de
la celulosa en glucosa sino que también la transformacién de la evolucién del
monosacarido en los correspondientes productos de deshidratacién, dando
lugar a un rendimiento global superior hacia los productos solubilizados

registrado con respectos a los otros acidos.

Otro aspecto importante que afecta a la reactividad de la celulosa es el
tipo de celulosa empleada, el rendimiento a glucosa fue significativamente
mayor con la celulosa microgranular usando H,SO, o p-TSA que con la
microfibrosa (Figura 5.8). Estos patrones de reactividad son similares a los
que ya mostraron Kupiainen y cols. en 2010 [17], quien encontr6 mayor
rendimiento de glucosa a partir de pasta de celulosa proveniente del proceso
de organosolv que con la celulosa microcristalina. Es decir, que cuanto mas
precursor polimérico deconstruido, este se vuelve mas reactivo al ataque &cido
y no hay necesidad de aumentar tanto la temperatura de reaccion y de esta
manera se inhibe posteriormente las reacciones consecutivas que conducen al

acido levulinico.

Este efecto se ha observado con las dos muestras de celulosa
estudiadas (fibrosa y microgranular). El rendimiento de la glucosa de la
muestra fibrosa fue menor que el de la muestra microgranular. Este hallazgo
es consistente con lo que cabria esperar si se tiene en cuenta que el tamafio

de los cristales en la muestra de celulosa microfibrosa es mayor. La hidrélisis
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de la celulosa es mas lenta cuando la celulosa tiene un tamafio de cristal méas
grande ya que una muestra con tamafio de cristal mas pequefio, tiene un area
de superficie mayor [13] y una longitud de cadena menor [12]. Estas
propiedades incrementan la velocidad de reaccion de la hidrolisis de las

cadenas de celulosa [18-20].
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Hidrolisis Quimica de Celulosa y Biomasa por Tratamiento con Lls

6.1. Introduccidn

La lignocelulosa, que forma el marco estructural de las plantas, que
consiste en celulosa, hemicelulosa y lignina, se puede hidrolizar en azlcares
simples fermentables [1]. Como ya se ha comentado en el capitulo 1 de esta
memoria, un obsticulo importante es la necesidad de separar la lignina, que
estd presente como una cubierta protectora en las células de las plantas y
hace que la celulosa y la hemicelulosa sean resistentes a la hidrélisis
enzimatica. Hoy en dia se estan estudiando nuevos procesos de tratamiento y
deconstruccion de la biomasa, previos (fisica, quimica, y bioldgica) para
romper el marco estructural de las plantas y despolimerizar la biomasa

lignocelulosica.

6.1.1. Celulosa disolucién-precipitacion

En el capitulo 3 de esta memoria se describieron los resultados de la
hidrolisis de celulosa y biomasa lignocelulésica disuelta en Lis, sin embargo es
muy dificil la separacion de los azucares producidos de los Lis, ademas la
recuperacion cuantitativa del LI es un punto muy importante para la
rentabilidad del proceso debido a su elevado precio, y la presencia de
pequefias cantidades LI en las disoluciones de azucares pueden afectar a
procesos aguas abajo como la fermentacion. Por esta razén, se decido
adoptar una estrategia diferente por una parte se produce el tratamiento de la

celulosa o biomasa lignocelulésica, y por otra la hidrélisis de la celulosa.

En el capitulo 4 de esta memoria, se estudio la hidrolisis de celulosa a
glucosa, y se concluy6 que la selectividad mas alta para glucosa sobre acido
levulinico (LA) a una temperatura de reaccion de 140°C y una concentracion

de H,SO, en el intervalo de 0,2 a 0,5 mol/L [2]. Bajo estas condiciones de
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reaccion sélo se detect6 una pequefia concentracién de LA; sin embargo, el
rendimiento a glucosa alcanzé solo el 20% en 2 h.

Por lo tanto, en este capitulo de la tesis se va a estudiar la mejora del
rendimiento de la glucosa tanto en la celulosa microgranular como fibrosa
mediante un proceso en tres pasos: 1) disolucion de celulosa en un IL, 2) la
precipitacién de la celulosa con un antidisolvente (agua), y 3) la hidrolisis de la

celulosa resultante [3].

La ventaja de precipitar la celulosa es que el IL puede ser recuperado
completamente y por lo tanto no esta presente durante la etapa de hidrdlisis.
La recuperacion total de liquidos i6nicos de acuerdo con esta metodologia es
de vital importancia cuando hablamos de la viabilidad de un proceso de
fermentacion a gran escala en el que se van a producir azUcares a partir de
biomasa tratada con IL. Para la precipitacion se ha utilizado el agua que es un
excelente antidisolvente para la celulosa disuelta en LI [4], el agua es un
disolvente ideal porque es no téxico y se puede usar como disolvente en todo
el procesado de azucares. Como se ilustra en la Figura 6.1, se disolvio
celulosa microfibrilar o celulosa microgranular en [EMIM]CI y a continuacién se
precipita con agua, de esta manera se obtuvo una estructura mucho mas
abierta en comparacién con la mostrada por la celulosa original. La morfologia
de la celulosa reconstruida ofrece una textura altamente porosa con una
mayor area de superficie expuesta siendo asi mas propensa al ataque por

acidos minerales u organicos y haciendo mas facil la hidroélisis acida.

Cap.6-2



Hidrolisis Quimica de Celulosa y Biomasa por Tratamiento con Lls

135°C H,O
Tiempo de disolucion
optimizado

Celulosa-gel

CELULOSA—> DISOLUCION PRECIPITACION

h 4

Catalizador

T acido
! [
LiQuUIDO HIDROLISIS

Liquido iénico + H,O

IONICO /

Reciclado del liquido idnico

Figura 6.1: Esquema disolucion-hidrélisis &cida de celulosa utilizando un liquido iénico

como disolvente y agua como antidisolvente.

6.2. Hidrodlisis acida de celulosa tratada con Lls

6.2.1. Modificacion de la celulosa durante el tratamiento

La disolucion de celulosa, ya sea microfibrosa como microgranular en
liquido i6nico (LI), [EMIM]CI, seguido por la precipitacion de un antidisolvente
con es el agua, provoca importantes cambios morfolégicos y de textura de la
celulosa (Figura 6.2). Las muestras originales de celulosa microfibrosa (Figura
6.2 A) y microgranular (Figura 6.2 D) son muestras en forma de polvo blanco
gue aparentemente no presentan diferencias morfoldgicas significativas entre
ellas. En contraste, las muestras de celulosa obtenidos a través de la
solubilizacion de la celulosa microfibrilar en el [EMIMICI, seguido de una
reconstruccion por precipitaciéon con agua como antidisolvente (Figura 6.2 B y
C), muestran una morfologia bastante diferente, ademas de haber aumentado

su volumen con respecto a la celulosa de partida.
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Por otra parte, se ha observado una gran influencia en el aspecto de la
celulosa reconstruida (color y textura) cuando el agua se afiade a la disolucion
celulosa/Ll a diferentes temperaturas. Cuando el agua se afade a la
disolucion celulosa/Ll a la temperatura de disolucion (135 °C), el color de la
celulosa reconstruida tras ser filtrada, es blanco (Figura 6.2 B), sin embargo
cuando el agua se afiade después de dejar la disolucion celulosa/Ll enfriar a
30 °C, la celulosa es practicamente transparente (Figura 6.2 C y E). Este
hecho ocurre independientemente del tipo de celulosa utilizado (microfibrilar o

microgranular).

Figura 6.2: Celulosas originales y tratadas con LI. (A), celulosa original microfibrosa;
(B), celulosa microfibrosa tratada, muestra blanca; (C), celulosa microfibrosa tratada,
muestra transparente; (D), celulosa original microgranular; y (E), celulosa

microgranular tratada, muestra transparente.
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6.2.2. Morfologia de la celulosa tratada

Las muestras de celulosas originales y las tratadas, se examinaron por
microscopia electrénica de barrido (SEM), de esta manera se estudié
inicialmente su morfologia micro y submicrométrica. Esta es una técnica que
permite hacer estudios visuales de lo que le ocurre a la estructura de la
celulosa antes y después a de cualquier tratamiento [5]. Las micrografias
muestrean las diferencias que hay entre las dos muestras de celulosa inicial
gue se ha utilizado (microfibrosa y microgranular) a diferente magnificacion. La
muestra de celulosa microfibrosa contiene fibras largas y cilindricas con
didmetro de aproximadamente 20 um (Figura 6.3), mientras que la muestra de
celulosa microgranular, aunque también contiene fibras, estas son mas cortas
(Figura 6.4). Si se miran las imagenes de SEM adquiridas con una mayor
magnificacion, se puede observar que las dos muestras se componen de
fibras con estructuras muy similares, aunque la muestra microgranular
contiene fibras mas cortas, también se detectaron algunas particulas sin

estructura aparente y mas pequefias en esta muestra.

Los cambios de morfologia de las muestras sometidas a tratamientos
de deconstruccion-reconstruccion de la celulosa observados a simple vista
también dieron lugar a un gran cambio en la estructura y morfologia a nivel
micro y submicrométrica. No se observa la presencia de las fibras de celulosa
en las muestras tratadas independientemente de la fuente de celulosa (Figura
6.5 y Figura 6.6). En las micrografias SEM con baja magnificacion, se puede
observar que la superficie parece bastante lisa, sin embargo, cuando se
observa la muestra con una mayor magnificacién, se puede observar que hay
una presencia de una cierta porosidad en las muestras. La celulosa
reconstruida es muy similar a baja magnificaciéon independientemente de
cuando se ha afadido el agua (en frio o en caliente) (Figura 6.5 y Figura 6.6).

Sin embargo, cuando se analizan las muestras a una mayor magnificacion, se
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puede apreciar que estas muestras (transparentes) tienen una estructura mas

porosa menos marcada (Figura 6.5 y Figura 6.7).

15.0kV x1.0k 50um

Figura 6.3: Las micrografias SEM de la celulosa microfibrosa de partida. El panel

inferior muestra la misma celulosa a mayor aumento.
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15.0kV: x1.0k 50um

Figura 6.4: Las micrografias SEM de la celulosa microgranular de partida. El panel

inferior muestra la misma celulosa a mayor aumento.
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Figura 6.5: Las micrografias SEM de celulosa microfibrosa tratadas con [EMIM]CI (15

min) y precipitada a temperatura alta de 135°C (muestra blanca).
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: 115.@3-(\/ xi_O»k SO:m

10..0kV4 x540k. 10um

Figura 6.6: Las micrografias SEM de celulosa microgranular tratadas con [EMIM]CI

(15 min) y precipitada a temperatura alta de 135 °C(muestra blanco).
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Figura 6.7: Las micrografias SEM de celulosa microfibrosa tratada con [EMIM]CI (15
min) y precipitada a temperatura baja de 30 °C (muestra transparente).
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Siguiendo los estudios de morfologia de las celulosas disueltas en LI y
reconstruidas se analizaron sus estructuras cristalinas tanto de las muestras
de celulosa originales como de las tratadas por difraccion de rayos X (Figura
6.8 a y b). El andlisis detallado de las muestras de celulosa original se

encuentra descrito en el capitulo 5 de esta memoria.

Los perfiles de difraccion de rayos X muestran un pico prominente de
celulosa a 23° que corresponde a la reflexién (200); otros dos picos de menos
intensidad a 15° y 17° que son caracteristicos de las reflexiones (110) y (110)
respectivamente y un pico compuesto de varios que incluye la reflexion (004) a
34° [6, 7]. La intensidad de los picos es bastante alta, lo que indica una
cristalinidad alta de las muestras. Estos picos de difracciébn desaparecen
claramente después del tratamiento de disolucién-precipitacién (Figura 6.8 a'y
b). Unicamente se intuye un pico muy poco intenso a 22° después del
tratamiento.

(a) (b)

Celulosa Original

Celulosa Original

Celulosa Transparente

Celulosa Blanca

10 20 30 40 50 10 2I0 3'0 4IO 50
26 (°) 26 (°)

Intensidad (ua)
Intensidad (ua)

Celulosa Transparente

Celulosa Blanca

Figura 6.8: Difraccién de rayos X de las muestras de celulosa tratada y sin tratar

(original): (a) Celulosas microfibrosas y (b) Celulosas microgranulares.
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6.2.3. Hidrdlisis de la celulosa

A continuacion se estudio la influencia del tratamiento en las
reacciones de hidrélisis 4cida de celulosa, comparando los resultados de las
muestras originales y las sometidas a tratamientos de disolucién-precipitacion
con Lls. El objetivo de este proceso es maximizar la produccién de azucares, y
por lo tanto siguiendo el trabajo realizado en capitulos anteriores se probaron
la muestras tratadas en la reaccion de hidrélisis con &cidos diluidos y a unas
condiciones de reaccion suaves y asi de esta forma maximizar el rendimiento
a azucares disminuyendo la formacion de los productos de deshidratacion
tales como el acido levulinico [2] (Figura 6.9). EI 5-HMF, es un producto
secundario de la glucosa que se puede producir en la hidrélisis de celulosa. A
lo largo de este capitulo no se va a prestar mucha atencién al rendimiento a 5-
HMF porque como ya se ha indicado previamente su concentracion en el
medio de reaccién es muy baja.

En este sentido, se estudiaron los diferentes efectos que pueden influir
en la obtencién del rendimiento a azucares como son; el tipo de celulosa
empleada, procedimiento de precipitacién, tipo Liquido l6nico y fuerza del

catalizador acido.
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O. H H
AN X <M Hidrslisis
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CELULOSA
Hidrélisis
Hidrélisis O
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HO
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H 0
GLUCOSA
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ACIDO LEVULINICO ACIDO FORMICO

Figura 6.9: Los productos formados por las reacciones catalizadas por acido a partir

de celulosa. Esquema adaptado de Rinaldi y cols. [8].

6.2.4. Efecto del tipo de celulosa

Se estudié la obtencion de azlcares con los diferentes tipos de
celulosas comerciales que se habian tratado (microfibrosa y microgranular). La

temperatura de reaccion se fij6 en 140 °C y una concentracion de 0,2 mol/L de
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acido sulfurico como catalizador acido homogéneo [2]. Estas condiciones de
reaccion son las que se encontraron como Optimas para maximizar la
obtencién de glucosa minimizando la formacién de productos secundarios (ver

capitulo 5 de esta memoria).

El rendimiento a glucosa de las muestras originales no tratadas es
bajo, como cabria esperar, con independencia de la celulosa utilizada (Figura
6.10), obteniéndose una cantidad de soélido sin reaccionar alta que
corresponden a unas conversiones de celulosa entre 22-18% (Tabla 6.1). Sin
embargo, si se hace un analisis mas profundo de los resultados, la hidrélisis
de la muestra microgranular es mas eficiente que la de la microfibrosa. Este
hallazgo es consistente con los resultados obtenidos por difraccion de rayos X
y SEM que mostraron una mayor cristalinidad y fibras mas largas para la
muestra microfibrosa. De igual manera, los calculos del indice de cristalinidad
obtenidos en el capitulo 5 (apartado 5.2.4), también nos mostraban una mayor
cristalinidad de la celulosa microfibrosa que de la microgranular.

Estas caracteristicas hacen que la celulosa microfibrosa sin tratar sea
algo més dificil de hidrolizar por tener un orden superior de cristalinidad, es
decir, una mayor cristalinidad y unas fibras més largas que impiden la
capacidad de los iones H* para llegar a los enlaces (1,4)-B-glicosidicos, por lo
que este hecho podria estar inhibiendo la reaccion de hidrolisis [9] obteniendo

peores resultados en la celulosa microfibrilar que en la microgranular.
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Tabla 6.1: La hidrolisis de celulosa usando H,SO, como catalizador acido (0,2 mol/L)
a 140 °C durante 2 h.

Catalizador Tipo de Celulosa Coversion Celulosa Coversioén Celulosa
P Original (%) Tratada (%)
H,SO, Microfibrosa 22 86
H,SO, Microgranular 18 84

Los resultados de reaccion de las muestras sometidas a un tratamiento
de disolucién-precipitacion con LIs son muy diferentes a los observados con
las muestras originales. Se puede observar que hay un aumento muy grande
en el rendimiento a glucosa (Figura 6.10 (a)) y de la conversion a celulosa
(Tabla 6.1) en la hidrélisis de muestras tratadas con respecto a las muestras
sin tratar. El aumento del rendimiento a glucosa, se debe a que las muestras
tratadas han sufrido una desestructuracion en la etapa de disolucién-
precipitacién, como indica la caracterizacion fisico-quimica. La celulosa tratada
€S mMas porosa y sin una estructura rigida lo que permite de forma mas facil el
acceso del catalizador acido a [B-(1,4)-D-glicosidicos, permitiendo que se
produzca una hidrolisis acida mas efectiva. Este comportamiento es muy
similar para los dos tipos de celulosa empleados (microgranular y
microfibrosa) pero el rendimiento de la glucosa es mayor para la muestra
microgranular tratada que para la fibrosa. Estas diferencias se atribuyen a las
diferencias texturales de la superficie observadas por SEM, donde la muestra
microgranular tratada con LI tiene un aspecto mas poroso que la tratada
microfibrosa (Figura 6.5y 6.6).

El rendimiento a &cido levulinico de las muestras no tratadas es
pequefio, no superando el 2%. Las muestras tratadas presenta un rendimiento
ligeramente mayor, pero en todo caso el rendimiento a acido levulinico es

bastante bajo para todas las muestras estudiadas (Figura 6.10). El orden de

Cap.6-15



Silvia Morales de la Rosa

rendimiento a acido levulinico es el mismo que el observado con el
rendimiento a glucosa. Este hecho ya ha sido visto y explicado en otros
estudios a lo largo de esta memoria en donde se veia como se dan las
reacciones consecutivas de deshidratacion y rehidratacion de la glucosa a

acido levulinico (Figura 6.9).

80

[oe]

—e— Microfibrosa (b)
—=— Microgranular

-e- Microfibrosa (a)
-= Microgranular

o
1

(2]
o
1
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o
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N
o
1

- -
8,8—_‘_'8—- -

0 30 60 90 120 0 30 60 9 120
Tiempo (min) Tiempo (min)

% Rendimiento a Glucosa
% Rendimiento a Acido Levulinico
N

Figura 6.10: Rendimientos a glucosa (a) y acido levulinico (b) durante la hidrélisis de
celulosas microfibrosos y microgranulares sin tratar (simbolos vacios) y tratada
(simbolos llenos) con [EMIMICI. En las condiciones de 0,2 mol/L de H,SO, a 140 °C.

6.2.5. Efecto del procedimiento de precipitacién

Se estudid la hidrélisis de las dos celulosas microfibrosa (blanca vy
transparente) tratadas y precipitadas con la adicion de agua a diferente

temperatura. La muestra de celulosa blanca se obtuvo cuando se afiadié agua
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a temperatura ambiente a la fase de celulosa/Ll a temperatura alta (135°C),
mientras que la celulosa transparente se obtuvo cuando primeramente se
enfrié la fase celulosa/Ll a temperatura entre 25 - 30°C y seguidamente se
anadio el agua.

Los perfiles de rendimiento a glucosa durante la hidrolisis de estas dos
muestras se presentan en la Figura 6.11. A modo de comparacion, también se
incluyen las curvas de la celulosa original sin tratar. Tanto las velocidades de
hidrélisis iniciales como la medida de los rendimientos de glucosa son mucho
mas altos para las muestras de celulosa que han sido preparados por el
procedimiento de disolucién-precipitacién. Por otro lado, el rendimiento a
glucosa a los 300 min de reaccion, es algo mayor para la celulosa blanca que
para la transparente aunque durante las dos primeras horas de reaccion no se
ven diferencias en estos rendimientos. La conversion de las celulosas tratadas
es mayor que la de la muestra de celulosa original sin tratar, pasando de una
conversion a celulosas sin tratar del 21 % hasta un 70 % (cel. transparente) y

76 % (cel. blanca) para las muestras tratadas.

La diferencia de la reactividad frente a la hidrdlisis de las dos muestras
tratadas (blanca y transparente) se puede atribuir a las pequefas diferencias
en la morfologia encontradas en la caracterizacion. Las micrografias SEM
(Figura 6.5 y Figura 6.7) demuestran que la muestra de celulosa blanca tiene
una ligera mayor porosidad que la transparente, y de esta forma se favorece la
accesibilidad del catalizador &cido a los enlaces a hidrolizar, siendo este un
factor critico para la reaccién de hidrdlisis. En vista de estos resultados se

selecciond la celulosa blanca para el resto de los estudios.
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Figura 6.11:; Hidrdlisis de las muestras de celulosa sin tratar y tratadas con [EMIM]CI
con H,SO, (0,1 mol/L) a 140 °C.

6.2.6. Efecto del tipo Liguido lI6nico

Se estudi6 el efecto del tipo de liquido i6nico utilizado para el
tratamiento de disolucién/precipitacion de la celulosa en la reaccion de
hidrdlisis. Se utilizaron tres sales de imidazolio (disolventes muy buenos de la
celulosa) diferentes: cloruro de 1-etil-3-metilimidazolio [EMIM]CI, cloruro de 1-
butil-3-metilimidazolio [BMIM]CI y acetato-3-metilimidazolio 1-etil [EMIM]Ac. El
[EMIM]Ac es mas inerte hacia la hidrdlisis de celulosa, mientras que las sales

de cloruro son conocidas por ser ligeramente acidas [10].

Los resultados de reaccién indican claramente que el rendimiento de la
glucosa fue mayor para todas las muestras tratadas con LI que la muestra
original. Sin embargo, se observan algunas diferencias dependiendo del IL

utilizado. El rendimiento a glucosa es mayor para las celulosas tratadas con
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los LI con anion cloruro con respecto a la celulosa tratadas con el LI con anion
acetato (Figura 6.12 (a)). Se observd un efecto similar en el rendimiento a
acido levulinico (Figura 6.12 (b)).
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Figura 6.12: Hidrdlisis de la celulosa microfibrosa tratada (cel. blanca) en diferentes
Lls ([EMIM]CI, [BMIM]CI, [EMIM]Ac) con H,SO,4 (0,2 mol/L) a 140 °C durante 5 h.

Las diferencias entre la utilizacion de los diferentes Lls en la hidrdlisis
se hicieron mas evidentes cuando se compara la conversién a celulosa (Tabla
6.2). La conversion es claramente mayor para las muestras tratadas con Lls
con anién cloruro donde ya a las primeras 2 h de reaccion se ven las
diferencias, obteniendo un 78 % y alcanzando mas de un 95 % a las 5 h de
reaccion, mientras que para las muestras tratadas con el [EMIM]Ac, la

conversion es del 36% a las 2 horas y 63% a las 5h de reaccion.
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Tabla 6.2: Hidrdlisis de la celulosa utilizando diferentes Lls en el tratamiento.
Condiciones de reaccién: H,SO, (0,2 mol/L), temperatura de 140 °C y tiempo de 2y 5
h.

L . % Conversiéon de Celulosa % Conversion de Celulosa
Liguido Iénico

Blanca (2 h) Blanca (5 h)
[BMIM]CI 78 97
[EMIM]CI 78 99
[EMIM]ACc 36 63

Este comportamiento se atribuye a la acidez de los liquidos i6nicos con
anion cloruro, lo que resulta que ya se produce una pre-hidrolisis de la
celulosa durante el tratamiento de disolucion-precipitacion. El rendimiento a
glucosa es menor para la celulosa tratada con [EMIM]Ac (Figura 6.12). Sin
embargo, en este caso, la proporcion de glucosa/acido levulinico es mayor
qgue la proporcion obtenida cuando utilizamos los otros dos Lls. Otra ventaja
de la utilizacion del [EMIM]Ac, es la ausencia de iones cloruro, lo que hace
gue el proceso se mejor ya que evita la corrosion producida por los cloruros y
en caso que una parte del LI continle aguas abajo no inhibe los procesos

aguas abajo tales como la fermentacion de los azlcares.

6.2.7. Influencia de la fuerza del catalizador acido

Se estudio el efecto de la fuerza &cida del catalizador en la hidrélisis de
la celulosa tratada por el método de disolucién-precipitacion (utilizando
[EMIM]CI) con diferentes acidos como: p-TSA, H,SO, y HsPW 1,0, todos ellos
tienen una gran fuerza acida, y ya es bien sabido que es necesaria para el
estudio en la obtencion de azlcares de una manera eficiente en la hidrélisis de

los enlaces (1-4)-B-glicosidicos [11]. El nUmero de protones &cidos liberados
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por estos acidos depende del 4cido utilizado. En el caso del H,SO,, solamente

se considera un proton acido porque menos de 1 % de los iones del bisulfato

se disocia en las condiciones empleadas para la hidrélisis de la celulosa, por

lo tanto, solo se considera que el primer proton del H,SO, es relevante [9]. Del

mismo modo, en el caso del p-TSA solo se considera un proton acido ya que

solo tiene uno. Sin embargo, en el caso del &cido fosfowolframico, los tres

protones se liberan en el medio de reaccion. Para mantener la misma cantidad

de protones liberados del catalizador acido empleado se ha afadido la misma

concentracion de &cido en los casos del p-TSA y H,SO,4, mientras que en con

el HsPW 1,04 se utilizé una concentracion tres veces menor.
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Figura 6.13: Rendimiento a glucosa a partir de la hidrélisis de la celulosa con H,SOy,
p-TSA (0,2 mol/L) y H3PW 1,040 (0,067 mol/L) a 140 °C: (a) celulosa sin tratar; (b) la

celulosa tratada con [EMIM]CI.

Cap.6-21



Silvia Morales de la Rosa

En la Figura 6.13(a), se puede ver que el rendimiento a glucosa en la
hidrélisis de la celulosa microfiborosa no tratada es muy bajo
independientemente del acido utilizado. ElI mayor rendimiento a glucosa llega
a un 20 % después de 5 horas de reaccidon cuando se utiliza el acido
fosfowolframico. Y ademés la cantidad de solido sin reaccionar es bastante

alta en todos los catalizadores (

Tabla 6.3), obteniendo unas conversiones de celulosa del orden de 24-
25 %.

Tabla 6.3: Hidrdlisis de la celulosa en presencia de diferentes catalizadores acidos

homogéneos a 140 °C y 5 h de reaccién.

Concentracion del Conversion Conversion
Catalizador Acido Catalizador Celulosa Original Celulosa Tratada
(mol/L) (%) (%)
H3PW12040'XH20 0.067 24 98
*p-TSA® 0.20 24 99
H,SO, 0.20 25 99

Mp-TSA: acido para-toluenesulfonico

Por el contrario, cuando la celulosa se trata con LI y se hidroliza en las
mismas condiciones experimentales, se produce un incremento drastico en el
rendimiento a glucosa (Figura 6.13 (b)). En el caso de los acidos p-TSA y
H,SO,, el perfil del rendimiento es practicamente el mismo llegando a
rendimientos a glucosa del 70 % después de 5 h. La conversidon de celulosa es
muy alta en todos los casos, aproximadamente del 99 % tan solo después de

5 horas de reaccion (
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Tabla 6.3). El acido Hz04PW,, exhibié un excelente rendimiento en la
hidrélisis de la celulosa, lo que lleva a la conversion de méas de 98% de la
celulosa de partida y a un rendimiento de glucosa de aproximadamente 90%
en solo 5 h de tiempo de reaccion.

Una comparacion del perfil de rendimiento a glucosa, muestra que la
cantidad de glucosa aumenta con el aumento de la fuerza del acido producido.
El rendimiento a glucosa producida sigue el orden: HsPW;,049°xH,O > H,SO,
> p-TSA.

El rendimiento a &cido levulinico obtenido fue muy bajo (<2,5%) en
todos los experimentos que implicaban celulosa sin tratar (Figura 6.14 (a)),
aunque se observaron pequefias diferencias en el rendimiento a acido
levulinico entre los &cidos empleados. Cuando se analiza el rendimiento a
acido levulinico en las muestras de celulosa tratada (Figura 6.14 (b)) se ve que
el rendimiento aumenta. Este hecho es debido a que hay presente en el
medio de reaccién una mayor concentracién de glucosa y el acido levulinico
se forma a partir de la glucosa como producto secundario (Figura 6.9). Este
aumento se produce para los tres acidos empleados, sin embargo, la relacion
de glucosa/4acido levulinico aparece algo mayor para H,SO, que para
H3040PW1,2xH,O y p-TSA. Esta observacion indica que el acido sulfarico
presenta una mayor capacidad deshidratante que los otros acidos estudiados.
Teniendo en cuenta el rendimiento de la glucosa y la relacion glucosa/acido
levulinico, el catalizador mas adecuado entre los investigados para la hidrélisis

de la celulosa es el acido fosfowolframico.
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Figura 6.14: Rendimiento a &cido levulinico en la hidrdlisis de la celulosa con H,SO,,
p-TSA (0,2 mol/L) y H3PW;,040°xH>0 (0,067 mol/L) a 140 °C: (a) celulosa sin tratar;
(b) celulosa tratada con [EMIM]CI.

6.2.8. Total Azucares Reductores (TRS) en aguas de lavado

El estudio de las reacciones anteriores se completé midiendo el total de
azucares reductores que se pudieran perder en las aguas de lavado, después
de la precipitacién de la celulosa en agua. Los resultados recopilados en el
capitulo 4 (apartado 4.2.1) de esta memoria, durante la disolucién de la
celulosa con liquidos i6nicos por largos periodos de tiempo se puede dar la
hidrélisis de celulosa, por lo que es de vital importancia comprobar que
cantidad de esos azucares se pierden en las aguas de lavado tras la

precipitacién de la celulosa en el agua.

El estudio se llevo a cabo con las dos formas de precipitacion que se

han presentado en este trabajo. Se hizo el andlisis de los TRS en la celulosa
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precipitada a temperatura alta (celulosa blanca) y de la celulosa precipitada
después de dejar enfriar (celulosa transparente). EI método que se llevo a
cabo para su estudio fue mediante el sucesivo lavado y recogida del agua en
varios ciclos. Los datos se recogen en la siguiente Tabla 6.7.

Tabla 6.4: Analisis TRS de las aguas de lavado después de la precipitacién de la

celulosa (blanca y transparente).

Conc. (g/L) Masa % Azucares

Muestra Lavados TRS Recuperada (g) Perdidos
Filtracion 0,40 0,014 3.8
Celulosa 1° 0,00 0,000 0,0
Blanca 20 0,00 0,000 0,0
3° 0,00 0,000 0,0
Filtracion 0,10 0,004 0,7
Celulosa 1° 0,00 0,000 0,0
Transparente 20 0,00 0,000 0,0
3° 0,00 0,000 0,0

El % de azucares perdidos en la disolucién con [EMIM]CI es muy bajo
en ambas muestras aunque cabe destacar el caso de la celulosa blanca
donde los valores son ligeramente mayores. Por tanto se puede decir que
estos resultados nos muestran que practicamente en 15 min de disolucién en
[EMIM]CI a 135 °C, no se pierde practicamente nada de azucares y por tanto

no se produce hidrdlisis de la celulosa.

6.2.9. Recuperacioén del LI en las aguas de lavado

Los liquidos ionicos son compuestos muy caros y la completa

recuperacion de estos después de la disolucion y precipitacion de la celulosa
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es un punto muy importante a tener en cuenta para que el proceso de
hidrélisis sea rentable de cara a una aplicacién en la industria. Por tanto, se
realizaron estudios de recuperacién del [EMIM]CI en el procedimiento de
disolucion-precipitacion. Para ello se procedié al sucesivo lavado y recogida
en varios ciclos del agua con el LI disuelto y seguidamente se analizaron por
HPLC (capitulo 3, apartado 3.3.4).

Tabla 6.5: Analisis por HPLC del LI ([EMIM]CI) recuperado en las aguas de lavado
después de la precipitacion de la celulosa (blanca y transparente).

Muestra Lavados Coglgl'_g”) Recu';)/l:rsa%a ©) % Recuperado

Filtracion 212,8 7,3 76,5
1° 62,0 15 16,3

Celulosa
Blanca 20 20,7 0,5 5,4
30 57 0,1 1,5
Filtracion 206.,4 7,1 73,7
1° 63,8 1,6 16,6

Celulosa
Transparente 20 24.4 0.6 6.4
30 9,4 0,2 2,4

Los datos que nos muestra la Tabla 6.5 representan el primer ciclo de
filtracion tras la precipitacion de la celulosa y los tres sucesivos lavados. Tanto
en la muestra de celulosa blanca como en la transparente, al final del ultimo
lavado, se ha recuperado el total del LI afiadido en la disolucién. En principio

en los dos métodos de tratamiento se recupera el LI de una forma similar. Sin
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embargo, hay que indicar que para recuperar el LI de la celulosa transparente
se requiere de mas tiempo de contacto del agua con el LI, mediante la
agitacion de la muestra, siendo mas facil y rapido recuperar el LI de la
disolucién de una celulosa blanca precipitada que de una transparente,

aungue al final el LI recuperado se produce de similar manera.

6.3. Hidrolisis acida de biomasa lignocelulédsica tratada

con LlIs

6.3.1. Modificacion de la celulosa durante el tratamiento

De igual manera que ocurria con la celulosa, cuando se disuelve una
biomasa lignoceluldsica en un liquido ibnico y seguidamente se hace precipitar
con un antidisolvente, se provocan importantes cambios morfolégicos y de
textura en la biomasa. En este caso se utilizo la paja de cebada anteriormente
estudiada en el capitulo 4 de la memoria, y se emple6 el [EMIM]CI como
disolvente, seguidamente se hizo precipitar por adicion de agua a la
temperatura de disolucién (sin dejar enfriar la mezcla). Como se puede
apreciar en la Figura 6.15, se ve que hay un aumento del volumen y una
textura mas esponjosa de la paja de cebada tratada (Figura 6.15 B) con
respecto de la original (Figura 6.15 A). También se produce un ligero cambio
de color a mas oscuro cuando la paja de cebada es tratada, hay que tener en

cuenta que la muestra esta muy humeda.

La paja de cebada es mas dificil de disolver en liquido i6nico que la
celulosa por lo que se realizaron estudios de esta a diferentes tiempos de
disolucién a 15 min y 150 min. Se hizo una disolucién en 15 minutos porque es
el tiempo de disolucion de la celulosa, y se hizo una a 150 min porque es el

tiempo que se tarda en no detectar visualmente
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A B

Figura 6.15: Paja de Cebada (A) sin tratar y (B) tratadas con LI 15 min ([EMIM]CI).
6.3.2. Morfologia de la biomasa tratada

Siguiendo la misma metodologia que se tomd con la celulosa, la
muestra de paja de cebada se examin6 por microscopia electronica (SEM). En
las micrografias de las Figura 6.16, Figura 6.17 y Figura 6.18 se pueden ver
grandes diferencias en la morfologia entre la paja de cebada original y la
tratada con liquido i6énico después de diferentes tiempos de disoluciéon en el LI,
[EMIM]CI. Después de 150 min la estructura inicial de la paja de cebada ha

guedado completamente destruida.

En la Figura 6.16, se puede apreciar la estructura original de la paja de
cebada utilizada para el tratamiento con LI y la posterior hidrélisis. Se puede
ver la estructura lignocelulésica de la paja de cebada con la presencia de sus
haces vasculares formando oquedades a lo largo de los pequefios trozos
(0,250 pm).
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15.0kV x140k 50um

Figura 6.16: Las micrografias SEM de la paja de cebada sin tratar. El panel inferior

muestra la misma paja de cebada a mayor aumento.
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Figura 6.17: Las micrografias SEM de la paja de cebada tratadas con LI ([EMIM]CI)

durante 15 min. El panel inferior muestra la misma paja de cebada a mayor aumento.
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Las muestras de pajas de cebada que se disolvieron parcialmente
(Figura 6.17) durante solamente 15 min a 135 °C en [EMIM]CI (condiciones
empleadas con la celulosa), como la disolucion fue parcial las micrografias
muestran que todavia no se ha perdido totalmente la estructura original de la
paja de cebada, aunque tanto a baja magnificacibn como a mayor
magnificacion se puede apreciar una destruccion parcial en las superficies de
estas estructuras aunque todavia se pueden ver los haces vasculares de la
paja de cebada. Por tanto se puede decir que la estructura basica de la paja

de cebada ha comenzado a romperse en los primeros 15 min.

Cuando el proceso de disolucion se alargé a 150 min consiguiendo un
mayor grado de disolucién, es decir cuando no se aprecié la presencia de
solidos en suspensién. Una vez que estas muestras se disolvieron en
[EMIM]CI y se precipitaron con agua, las micrografias de la Figura 6.18
muestran una total destruccién de la estructura inicial al igual que ocurria con

las fibras de celulosa anteriormente estudiadas.

En las micrografias SEM de la Figura 6.18 con menor magnificacion, se
puede observar que la superficie es bastante lisa y homogénea pero cuando
se observa esta superficie a mayor magnificacion se ve que la superficie
porosa al igual que ocurria con las muestras de celulosa (Figura 6.5, Figura
6.6, Figura 6.7). Esta destruccion de la estructura de la biomasa mediante la
disolucién con Lls ha sido observada por otros autores como Seema Singh y

col. en el pasto (Panicum virgatum) [12] y otros tratamientos [13-15]
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Figura 6.18: Las micrografias SEM de la paja de cebada tratadas con LI ([EMIM]CI)

durante 2:30h. El panel inferior muestra la misma paja de cebada a mayor aumento.
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La difraccion de rayos X de las diferentes muestras tratadas y sin tratar
de la paja de cebada, presentan un perfil que va cambiando segun el tiempo
de tratamiento con el LI (Figura 6.19). El difractograma de la paja de cebada
sin tratar muestra picos mas anchos y poco definidos que los de la celulosa,
tipico de una estructura menos ordenada. Solamente se muestra un pico
prominente a 23° correspondiente a la reflexiéon (200) y un pico muy ancho
entre 15-17° que representan la combinacién de las dos reflexiones
correspondientes a (110) y (110). La intensidad de los picos de difraccion
pierde mucha intensidad con los tratamientos de la muestra. La pérdida de
intensidad de los picos de difraccion es mucho mayor cuando la paja de
cebada se someti6é a disolucion completa durante 150 min, en esta muestra
practicamente no se observan picos en la difraccién, indicandonos una
desaparicién practicamente total de su cristalinidad. Este estudio nos indica
gue la paja de cebada original presenta una cierta cristalinidad que pierde
cuando se la somete al tratamiento con LI. Otros autores también han
reportado este hecho en diferentes muestras de biomasa lignocelulésica tras

tratar las muestras con LlIs [16, 17]
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Figura 6.19: Difraccion de rayos X de las muestras de paja de cebada tratada con
[EMIM]CI y sin tratar.

6.3.3. Hidrdlisis de la biomasa

La reaccion de hidrélisis acida con la paja de cebada se llevo a cabo
con las mismas condiciones de reaccion que con la celulosa. Las muestras
tanto tratadas como sin tratar se hidrolizaron a 140°C con H,SO,4, en una
concentracion de 0,2 mol/L durante 2 horas. En las Figura 6.20 (a y b), se
muestran los rendimientos a glucosa y acido levulinico como producto
secundario de reaccion. La muestra sin tratar con LI presentd un rendimiento a
glucosa muy bajo en torno al 15%. En el caso de la muestra disuelta en
[EMIM]CI durante 15 min se observé que el rendimiento a glucosa aumentaba

ligeramente hasta alcanzar valores algo superiores 25%, sin embargo, con la
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muestra tratada durante 2:30h se alcanzaron valores en torno al 75% de
rendimiento a glucosa, lo que marc6 una gran diferencia en la hidrdlisis acida
a azucares (Figura 6.20 (a)).

Cuando analizamos el acido levulinico obtenido en estas muestras,
vemos que en todos los casos el rendimiento es bajo (Figura 6.20 (b)). Cabe
destacar el caso de la muestra de paja de cebada sin tratar en el que se
obtiene un rendimiento a &cido levulinico mayor al 8% siendo ligeramente
superior al de las otras dos muestras tratadas que presenta rendimientos en
torno al 6%.
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Figura 6.20: Rendimientos a (a) glucosa y a (a) acido levulinico a partir de la hidrolisis
de la paja de cebada con H,SO, (0,2 mol/L) a 140 °C sin tratar y tratada con
[EMIM]CI.

Este hecho ya se habia visto en las muestras de celulosa. Cuando una

muestra se hidroliza sin tratar con LI, es mas dificil de romper los enlaces
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(1,4)-B-glicosidicos de la celulosa y sus rendimientos a glucosa son mucho
menores que cuando se hidrolizan muestras tratadas. Ademas, en presencia
de un catalizador &cido, la glucosa que se va produciendo es mas facil que se
descomponga dando lugar a un aumento del rendimiento del &cido levulinico.

Cuando se hidroliza biomasa, no solo hay celulosa para hidrolizar, sino
gue hay hemicelulosa la cual tiene como carbohidrato mayoritario la xilosa,
gue a su vez puede deshidratarse a furfural como producto secundario. En la
Figura 6.21 se representa un esquema reducido de las reacciones
consecutivas que se pueden producir en la hidrélisis de un polimero de xilosa
para obtener el monémero y uno sus productos secundarios mayoritarios en la
reaccion objeto de estudio.
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Figura 6.21: Esquema de las reacciones consecutivas en la hidrélisis del polimero (3-
(1-4)-D-Xilanopiranosil.
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Al analizar los perfiles de rendimiento a xilosa y furfural de estas tres
reacciones (Figura 6.22) vemos que en todos los casos se alcanza un maximo
de rendimiento a xilosa en torno al 50% en la primera hora de reaccion, a
partir del cual este rendimiento comienza a disminuir. Este descenso es
menos rapido en las muestras de paja de cebada sin tratar y la tratada durante
solo 15 min obteniendo unos rendimientos a xilosa aproximadamente del 40%
a las 2 horas de reaccidén, mientras que en el caso de la muestra tratada
durante 2:30h el rendimiento a xilosa disminuye hasta el 30%.
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Figura 6.22: Rendimientos a (a) xilosa y a (a) furfural a partir de la hidrdlisis de la paja
de cebada con H,SO,, (0,2 mol/L) a 140 °C sin tratar y tratada con [EMIM]CI.

Si se analiza el rendimiento a furfural que se muestra en la Figura 6.22
(b), vemos que este aumenta en todos los casos y mas rapidamente a partir
de primera hora de reaccién. En los casos de paja de cebada sin tratar y la

tratada durante 15 min, el rendimiento a furfural llega a sobrepasar el 20% y
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en la muestra tratada durante 2:30h sobrepasa el 25% después de las dos
horas de reaccion.

El hecho de que la xilosa alcance un maximo en rendimiento mucho
mas rapido que la glucosa es légico ya que es bien sabido que la hemicelulosa
es mas facil de hidrolizar que la celulosa [1, 18-21]. De la misma manera que
al estar el monémero mas tiempo en contacto con un catalizador &cido en el

medio, este comience a deshidratarse y pasar a furfural mas rapidamente.

Las conversiones obtenidas en estas reacciones se muestran en la
Tabla 6.6, donde se puede observar que las muestras tratadas con LI,
obtienen unas conversiones mayores del 75% en la tratada durante 15 min y
de 81% en la tratada durante 2:30 mientras que la muestras sin tratar
solamente llega a un 57% de conversion tras 2 horas de reaccion. Lo que nos
vuelve a demostrar que las muestra que han sido previamente tratadas con LI

son mas faciles de hidrolizar y presentan mejores rendimientos a azucares.

Tabla 6.6: Hidrdlisis de la paja de cebada tratada con [EMIM]CI a diferentes tiempos
de disolucién. Condiciones de reaccién: H,SO, (0,2 mol/L), temperatura de 140 °C y

tiempo de reaccién de 2 h.

Muestras de Paja de % Conversion de Paja de
Cebada Cebada (2 h)
Sin tratar 57
[EMIM]CI (15 min) 75
[EMIM]CI (150 min) 81

Para completar los anteriores resultados, analizamos los datos
obtenidos de las muestras a partir de las medidas realizadas por el método

TRS (total azucares reductores) anteriormente descrito en el capitulo 3 de esta
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tesis. Este procedimiento de analisis nos muestra el total de azlUcares solubles
gue tenemos en el medio, ya sea en forma monomérica como oligomérica. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.7, donde se puede ver que la
muestra tratada durante 150 min presenta unos valores de concentracion
mayores a las otras dos muestras (2,4 g/L). Si estos valores los comparamos
con los obtenidos de concentracion por cromatografia, se puede decir que son
comparables. El rendimiento y selectividad es esta muestra superan en mas
de un 20% a los rendimientos y selectividades obtenidos en las otras
muestras. Las concentraciones de las otras dos muestras son practicamente
iguales con la diferencia que el rendimiento a azucares para la muestra tratada

durante 15 min es mayor.

Tabla 6.7: Medidas de TRS en las muestras la paja de cebada sin tratar y tratada con
[EMIM]CI a diferentes tiempos de disolucion después de su hidrélisis. Condiciones de

reaccion: H,SO, (0,2 mol/L), temperatura de 140 °C y tiempo de reaccién de 2 h.

% Selectividad Conc. total de

Muestras Conc. (g/L) % Rendimiento a azucares azucares
de Cebada TRS a azucares reductores monomeéricos
(g/L) HPLC

Sin tratar 1,7 22 38 1,9
[EMIMICI 1.8 32 38 1,9

(15 min) ’ '
[EMIM]CI 2,3 54 62 2.4
(150 min) ' '
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6.3.4. Hidrdlisis &cida de diferentes biomasas lignocelulésicas tratadas
con [EMIM]CI

Se siguio el estudio con diferentes biomasas lignocelulésicas utilizando
las mismas condiciones de disolucion e hidrdlisis. Para ello se disolvieron una
muestra de paja de trigo y otra de ramdén de olivo durante 150 min con
[EMIM]CI y tras la precipitacidon en agua, se hidrolizaron con H,SO, (0,2 mol/L)
a 140 °C durante 2 h de reaccién. Finalmente se compararon con los datos
obtenidos con la paja de cebada que han sido objeto de estudio en el anterior

apartado.

En la Tabla 6.8 se muestran los datos de las medidas de TRS que se
obtuvieron al final de la reaccién. En el caso de la paja de cebada y la paja de
trigo los resultados obtenidos son muy parecidos, obteniendo 2,3 y 2,4 g/L,
este resultado es logico puesto que la composicidbn quimica de estas dos
muestras es muy parecido (ver capitulo 3 apartado 3.1 de esta memoria).
Igualmente sus conversiones (mayor del 80 %), rendimientos a azlcares
(entre 54 — 56 %) y selectividad a azucares reductores (entre 62 — 65 %) son
muy parecidas entre si. Los resultados de la muestra de ramoén de olivo da
lugar a unos resultados diferentes se observan unos valores de conversion
menores que con las muestras de paja (72 %) y el contenido de azucares
reductores es también mas bajo (0,7 g/L). Este efecto esta relacionado con la
diferencia de composicién de la muestra de ramén de olivo respecto a las
muestras de paja. El ramo6n de olivo tiene un contenido de polisacaridos
hidrolizables claramente mas bajo (43 % de celulosa + hemicelulosa) que las
muestras de paja de cebada y paja de trigo (60 % de celulosa + hemicelulosa),
mientras que en el lignina ocurre lo contrario. Esta diferencia de composicion
podria ser la causa de la diferencia de los resultados obtenidos en la hidrolisis,

en primer lugar, la cantidad maxima de azucares reductores en disolucion sera
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mas bajo en el ramén de olivo que en las muestras de paja, y en segundo

lugar la presencia de lignina dificulta la hidrolisis de los polisacaridos [22].

Tabla 6.8: Medidas de TRS en diferentes muestras de biomasa lignoceluldsica tratada
con [EMIM]CI durante 150 min. Condiciones de reaccion: H,SO,; (0,2 mol/L),

temperatura de 140 °C y tiempo de reaccion de 2 h.

0 .
% Rendimiento % Selectividad

Muestras % Conversion TRS (g/L) azicares a azlcares
reductores
Paja de 81 2,3 54 62
Cebada '
Paja de 86 24 56 65
Trigo
Ramoén de 72 07 25 45
Olivo
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7.1. Introduccion

A pesar de que la catalisis heterogénea ha sido clave en el desarrollo
la tecnologia en las industrias quimica y petrolera, el uso de catalizadores
heterogéneos en la biorrefinerias existentes es bastante limitado [1]. La
conversién de materias primas renovables con procesos basados en
catalizadores heterogéneos proporciona nuevos retos en la investigacion. Sin
embargo, para ser competitivos con los procesos biotecnolégicos, los
catalizadores deben cumplir los requisitos importantes, tales como alta
actividad y selectividad, y estabilidad a largo plazo. Sin embargo, hoy en dia
se estad poniendo cada vez mas atencién a la aplicacién de catalizadores
acidos solidos para la transformaciéon de biomasa en la obtencién de
biocombustibles tanto para el transporte como para los productos quimicos [2].
El hecho que se pueda separar el catalizador después de la reaccién, permite
su posterior reutilizacion que seria una de las mayores ventajas de la catalisis
heterogénea para la biorrefinerias. Ademas, los catalizadores &cidos sélidos
son tipicamente menos agresivos para las plantas industriales que los acidos

minerales liquidos [3].

La hidrdlisis de la biomasa sélida con catalizadores heterogéneos debe
ocurrir en dos pasos. En primer lugar, una hidrélisis parcial de la biomasa
procede de la participacion de especies acidas de Brgnsted liberado ya sea
por el material sélido o formado en el medio de reaccién [4]. Posteriormente,
las reacciones que implican la hidrélisis de biomasa por el catalizador
heterogéneo tienen lugar cuando los oligbmeros son lo suficientemente
pequefios para acceder al sistema de poros. De este modo, la porosidad del
catalizador sélido puede desempefiar un papel fundamental en la actividad
catalitica y la selectividad, ya que determina en qué medida la hidrélisis inicial
tiene que realizarse en fase homogénea antes de iniciar las reacciones

catalizadas heterogéneamente. También existe la posibilidad de que la
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reaccion se inicia en los sitios activos de los catalizadores externos. Sin
embargo, debido al hecho de que existe un sistema de dispersion con dos
fases sodlidas, tales contribuciones son probablemente pequefias [3].

Otra cuestidn a tener en cuenta en la transformacién de lignocelulosa
en biocombustibles y productos quimicos, es que estos procesos implican la
presencia de agua, ya sea como un reactivo, un producto, o incluso como un
disolvente [3]. Y para estas aplicaciones, s6lo un nimero de materiales son
adecuados en términos de; acidez, estabilidad, e insolubilidad. Algunos de los
catalizadores que cumplen estas caracteristicas son: carbones activados
funcionalizados, resinas funcionalizadas, silice funcionalizado, zeolitas,
algunos compuestos heteropoliacidos soélidos, acido niébico, MoOs-ZrO,,
wolframatos circonio, fosfatos de circonio, fosfatos lantano, fosfatos de niobio,

y algunos otros materiales [5].

Algunos de los campos en donde mas se estd estudiando el
comportamiento de catalizadores heterogéneos para obtencién de
compuestos derivados de la biomasa [6] son: obtencion de alcoholes de
azucares a partir de sacaridos [7] y celulosa [8-11], la hidratacion,
deshidratacion de hidratos de carbono y trans/esterificacion [12-15],
isomerizacion de carbohidratos [16], entre otros. Sin embargo, en el campo de
la hidrolisis de celulosa, no hay muchos estudios con catalizadores
heterogéneos aunque cada vez se estd proponiendo mas su uso por las
grandes ventajas de estos frente a los catalizadores homogéneos citadas
anteriormente. Cabe destacar los estudios realizados sobre la conversion
directa de la celulosa a alquil glicsidos realizados Deng y col.[17] que utiliza
heteropoliacidos como el H;SiW,04 y el HiPW;,04 donde alcanza

conversiones del 100% y rendimientos del 47% a metilglucésidos.
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En la hidrélisis de celulosa, se han publicado algunos trabajos con
catalizadores heterogéneos como el uso de 6xidos metalicos como HNbMoOg
[18]; grupos sulfonados, carboxilicos y -OH soportados en material de carbén
amorfo para la obtencion de glucosa [19]; utilizacibn de carbdn activo
sulfonado en celulosas tratadas [20]; catalizadores carbono sulfonados bajo
irradiaciébn de microondas [21]. Otros catalizadores acidos heterogéneos tales

como zeolitas, zirconia sulfatada y Amberlyst-15 dieron una menor actividad.

En este capitulo se propone la utilizacion de silices comerciales
funcionalizadas con grupos sulfénicos como catalizadores heterogéneos la
hidrélisis acida de la celulosa para la obtencion de azucares,. El que se haya
elegido estas silices como catalizadores, es debido a que son catalizadores
acidos indispensables para el proceso de hidrélisis, y que ademas contienen
grupos —OH en su superficie, lo que les permite un mejor acercamiento a las
fibras de celulosa mediante puentes de hidrogeno con los -OH ya existentes

en ellas.

7.2. Hidrolisis acida heterogénea de la celulosa con LlIs

7.2.1. Catalizadores heterogéneos acidos

En anteriores capitulos se ha ido estudiando los diferentes factores que
influyen en la hidrélisis acida de la celulosa con diferentes catalizadores
homogéneos hasta llegar a obtener un procedimiento 6ptimo para la obtencién
de azucares con un alto rendimiento. Siguiendo los resultados obtenidos en

las mejores condiciones de reaccion, se han probado diferentes catalizadores
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heterogéneos y se han comparado con uno de los mejores catalizadores
homogéneos, el &cido sulfarico (H,SOy).

En la

Tabla 7.1 se muestran las caracteristicas principales y alguna de sus
estructuras de los catalizadores heterogéneos probados a lo largo de este
capitulo. Todos los catalizadores escogidos son silices funcionalizadas con
grupos sulfénicos. Como referencia se utilizé la “Amberlyst 70” de Dow
Chemical es una resina de intercambio i6nico obtenida a partir de un
copolimero de estireno y divinilbenceno, se ha seleccionado esta resina
porque debido a su composicién quimica se puede trabajar a una temperatura
de hasta 190 °C. Si bien los datos de superficie especifica son menores al
resto de catalizadores basados en silices, su capacidad de hinchamiento y
elevado didametro de poro (20 nm) hacen de “Amberlyst 70" un excelente
catalizador acido en fase liquida.

Se han seleccionado silices funcionalizadas con dos tipos de grupos
acidos: propilsulfonico y tipo para-toluen sulfénico (Tosic Acid) (

Tabla 7.1). Dentro de las silices Tosic Acid, se han escogido dos con
diferente tamafio de particula para estudiar el efecto del tamafio de particula
en la reaccién de hidrdlisis; una de las muestras es en polvo (40-63 um) y otro
en particulas (500-1000 um) que fue fabricado especialmente para este

trabajo con iguales caracteristicas texturales que la silice en polvo.
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Tabla 7.1: Los catalizadores heterogéneos acidos empleados en la hidrélisis de la
celulosa.

. Conc. Centros Area BET Diametro de poro Tamafio de
Catalizador Acido |, . . )
Acidos (mmol/g) superficial (m“/g) (nm) particula (um)
Amberlyst 70 2,55 36 22 500

Si-Propil Sulfénico

@/\/\ Vi 0,66 470-530 6 40-63
.//h\()ll

(

Si-Tosic Acid
(40-63 pm)

0,59 470-530 6 40-63
9 0
D \_._ Lon
(o]

Si-Tosic Acid
(500-1000 pm)

0,79 470-530 6 500-1000
@ o
. L._ L-on
(o]

7.2.2. Hidrdlisis acida de celulosa con catalizadores heterogéneos

Inicialmente se llevaron a cabo las primeras reacciones con el

catalizador Amberlyst 70, por ser el tipo de catalizador més utilizado en
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bibliografia se estudio la reaccion a dos temperaturas de reaccion 140 °C y
160 °C. La concentracion del catalizador acido a utilizar fue de 0,1 mol de
grupos acidos/L de disolucion. Este catalizador se probé en la reaccion de
hidrélisis con una celulosa sin tratar y sometida a tratamiento de disolucion
con LI/ precipitacion, el liquido i6nico empleado en el tratamiento fue el

[EMIMI]CI, ya que es el LI mas estudiado a lo largo de esta tesis.

Los valores de conversion de celulosa sin tratar fueron muy bajos
independientemente de la temperatura de reaccién empleada (Figura 7.1),
cuando se emplea celulosa tratada se observa una claro aumento en la
conversién respecto a la celulosa sin tratar, tal como se observé con los
catalizadores homogéneos (Capitulo 6 de esta memoria), esta diferencia es
mucho mas marcada para la temperatura de 160 °C (Figura 7.1). El
rendimiento a glucosa sigue una tendencia similar a la conversion. A una
temperatura de 140 °C (Figura 7.1 (a)), se puede ver una diferencia en los
valores de rendimiento a glucosa tratada y sin tratar. Mientras que la celulosa
sin tratar no se llega al 2 %, en la muestra tratada se alcanzan valores por
encima del 10 %. Sin embargo, cuando se trataba a una temperatura de 160
°C (Figura 7.1 (b)), el rendimiento a glucosa aumenta de forma espectacular
en la muestra de celulosa tratada, obteniendo un rendimiento a glucosa
superior al 25 %. No ocurre lo mismo con la muestra de celulosa sin tratar, en
la se llegan a obtener valores ligeramente superiores de rendimiento a glucosa
al 2 %.
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Figura 7.1: Rendimiento a glucosa en la hidrdlisis de la celulosa sin tratar y tratada
con ([EMIMI]CI) con el catalizador heterogéneo Amberlyst 70 (0,1 mol/L) durante 5
horas de reaccién a diferentes temperaturas: (a) 140 °C; (b) 160 °C.

A continuacion se estudiaron los datos de rendimiento a &cido
levulinico, que es el producto secundario mayoritario en la descompaosiciéon de
la glucosa, para estas dos mismas temperaturas (Figura 7.2 (a y b)), se puede
observar que cuando se trabaja a 140 °C (Figura 7.2 (a)), la formacion de
acido levulinico es muy pequefia. Se encontré un rendimiento menor al 0,02 %
en la celulosa tratada tras 5 horas de reaccion, este bajo rendimiento puede
estar relacionado con la baja de concentracién de glucosa en disolucién. Sin
embargo, cuando se aumenta la temperatura de reaccién a 160 °C (Figura 7.2

(b)), se aprecia claramente la aparicion de acido levulinico. Cuando la muestra
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de celulosa se hidroliza sin tratar, los rendimientos a &cido levulinico
aumentan por encima del 1 %, mientras que cuando trabajamos con celulosa

tratada con LI este rendimiento aumenta a 7,5 %.

Amberlyst 70 Amberlyst 70
140 °C 160 °C

o]

== Sin Pretratar (b)
74 =@= Cel. Blanca

- Sin Pretratar @
71 -@— Pretratada

Rendimiento a Acido Levulinico (%)

Rendimiento a Acido Levulinico (%)

o = = = . 0 T T
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 7.2: Rendimiento a acido levulinico en la hidrdlisis de la celulosa sin tratar y
tratada ([EMIMI]CI) con el catalizador heterogéneo Amberlyst 70 (0,1 mol/L) durante 5

horas de reaccién a diferentes temperaturas: (a) 140 °C; (b) 160 °C.

Los resultados que se han obtenido con la Amberlyst 70 a diferentes
temperaturas, nos muestran que al aumentar la temperatura aumenta el
rendimiento a glucosa y la conversion de celulosa considerablemente llegando

a un 25 % y 43 % respectivamente a 160 °C en la muestra tratada con LI.

Una vez establecido el marco de trabajo con un catalizador de

referencia, se inici6 el estudio de las silices funcionalizadas. En primer lugar
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se utilizo el catalizador Si-Propil Sulfonico a las dos temperaturas de 140 °C y
160 °C de reaccion (Figura 7.3 (a y b)). Al igual que con el catalizador
Amberlyst 70, se utilizé una concentracion de 0,1 mol/L.

Para las dos temperaturas estudiadas se observa que la muestras de
celulosa sometidas a un tratamiento de disolucién en LI/ precipitacion
presentan rendimientos a glucosa mas elevados que la celulosa sin tratar.
(Figura 7.3). Asi cuando se hace la reaccién a 140 °C ((a)), el rendimiento a
glucosa de la muestra tratada es mayor del 40 % a las 2 h de reaccion,
mientras que la celulosa sin tratar presenta un valor en torno al 12 % (Figura
7.3).Cuando la temperatura de reaccién es 160 °C la celulosa tratada con LI
presenta unos valores de rendimiento a glucosa en torno al 25 % mientras que

con la celulosa sin tratar se alcanza un 10 % (Figura 7.3).

Sorprendentemente los valores de rendimiento a glucosa son menores
a la temperatura de 160 °C que a 140 °C para los dos tipos de muestra,
aunque el efecto es mucho mas marcado para la celulosa tratada. Este hecho
nos indica que la glucosa se estd consumiendo a la temperatura mas alta

dando lugar a la formacién de productos secundarios.

A continuacién se estudié el perfil de rendimiento a acido levulinico
(producto secundario mayoritario de la glucosa) (Figura 7.4). Se puede
observar que para las dos temperaturas de reaccion estudiadas se puede ver
un aumento del rendimiento a acido levulinico en la muestra tratada respecto a
la muestra sin tratar. Este hecho puede estar relacionado con que la
concentracion de glucosa es mucho mayor en la muestra tratada con LI que
en la original (Figura 7.3 ) y al haber mayor cantidad de glucosa en el medio
en contacto con el catalizador acido se facilitara la formacion de &acido

levulinico y &cido férmico.
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Figura 7.3: Rendimiento a glucosa en la hidrélisis de la celulosa sin tratar y tratada
([EMIMI]CI) con el catalizador heterogéneo Si-Propil Sulfénico (0,1 mol/L) durante 5
horas de reaccién a diferentes temperaturas: (a) 140 °C; (b) 160 °C.

Se ha observado un efecto en el rendimiento a &cido levulinico muy
marcado con la temperatura, cuando se utiliza el catalizador Si-Propil
Sulfénico, un aumento de la temperatura de 140 a 160 °C produce un
incremento del rendimiento a &cido levulinico muy grande alcanzando un 40 %
para la muestra tratada (Figura 7.4). El rendimiento a acido levulinico a 160 °C

es mucho mayor que con el catalizador Amberlyst (Figura 7.2).

El elevado rendimiento a &cido levulinico obtenido a 160 °C, explica el
bajo rendimiento a glucosa observado, donde se produjo el hecho curioso que
la formacién de glucosa es menor a 160 °C que a 140 °C (Figura 7.3). Estos

datos indican que el catalizador de Si-Propil Sulfénico es un catalizador muy
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activo y que a 160 °C la formacion de glucosa es muy rapida pero al mismo
tiempo esta glucosa se transforma rapidamente a &cido levulinico este
comportamiento ya se observé en las reacciones de hidrolisis de celulosa con

acidos homogéneos estudiadas en el Capitulo 5 de esta memoria.

Si- Propil Sulfénico Si-Propil Sulfénico
140 °C 160 °C
40 40
== Sin Tratar @ - Sin Tratar (®)
7 -@- Tratada *1 -@- Tratada

30 4 30 o

25+ 254

20 4 20 4

Rendimiento a Acido Levulinco (%)

Rendimiento a Acido Levulinico (%)

154 154

104 10 4

ﬂ‘./././.

T T 1 T T
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 7.4: Rendimiento a acido levulinico en la hidrélisis de la celulosa sin tratar y
tratada ([EMIMI]CI) con el catalizador heterogéneo Si-Propil Sulfénico (0,1 mol/L)
durante 5 horas de reaccién a diferentes temperaturas: (a) 140 °C; (b) 160 °C.

En vista de los resultados obtenidos con estos dos catalizadores y
debido a que el objetivo principal en esta tesis es optimizar la obtencion de
azucares fermentables, se tomd la decisibn comparar todos los catalizadores

heterogéneos con una temperatura de reaccion de 140 °C y con una
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concentracion de grupos &cidos 0,1 mol/L de disolucién, y tiempo de reaccion
de 5 horas.

Se realiz6 una comparativa de los rendimientos a glucosa de muestras
de celulosa tratadas y sin tratar con los diferentes catalizadores heterogéneos:
Amberlyst, Si-Propil Sulfénico, Si-Tosic Acid (en polvo) y como referencia se

tomo el catalizador homogéneo &cido sulfurico.

Los perfiles de rendimiento a glucosa de las muestra de celulosa sin
tratar (Figura 7.5) con los catalizadores heterogéneos muestran que en todos
los casos el rendimiento a glucosa es bajo, sin embargo se observa que los
catalizadores heterogéneos basados en silice presentan un mayor rendimiento
a glucosa que en el catalizador basado en resinas de intercambio iénico
(Amberlyst 70). Los valores de rendimiento a glucosa del acido sulfarico
presentan un rendimiento a glucosa muy similar al de Si-Propil Sulfénico y el
Si-Tosic Acid en torno al 10-12 %. Como era de esperar, los valores de
rendimiento a glucosa con la celulosa tratada con LI son claramente mucho
mas alto para todos los catalizadores (Figura 7.5). Se puede ver que el
rendimiento a glucosa es claramente mas alto para los catalizadores
heterogéneos basados en silice que con el catalizador Amberlyst 70. Cuando
se comparan los resultados de rendimiento a glucosa (Figura 7.5) se observa
que el &acido sulfurico (catalizador homogéneo) es con el que mayor
rendimiento a glucosa se obtiene llegando a superar el 60 %, seguidamente
pero a una distancia no muy grande, sobre todo teniendo en cuenta que son
catalizadores heterogéneos, se tienen los catalizadores basados en silice: con
el catalizador Si-Tosic Acid (en polvo) se tiene un 50 % y con el Si-Propil
Sulfénico un 40 %. Finalmente, el catalizador basado en un polimero organico
(Amberlyst 70) es el que da lugar a un menor rendimiento a glucosa alrededor
del 10 %.
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Figura 7.5: Rendimiento a glucosa en la hidrélisis de la celulosa (a) sin tratar y (b)
tratada ([EMIMI]CI) con diferentes catalizadores (0,1 mol/L) a la temperatura de 140 °C
y 5 horas de reaccion.

El rendimiento a &cido levulinico obtenido con los catalizadores
heterogéneos depende también del tratamiento que se ha sometido a la
celulosa (Figura 7.6). Las muestras de celulosa sin tratar presentan unos
valores bajos de rendimiento a acido levulinico y en ningin caso se supero el
3 %. Los catalizadores heterogéneos basados en silice (Si-Propil Sulfénico y
Si-Tosic Acid (en polvo)) si dieron lugar a la formacion de &cido levulinico,
mientras que para el catalizador Amberlyst 70 no se detecté la formacion de
acido levulinico. El catalizador homogéneo dio lugar a la formacién de acido

levulinico pero en menor medida que con los catalizadores heterogéneos.

Al igual que ocurria en el rendimiento a acido levulinico, es claramente

mayor cuando se hidroliza celulosa tratada y es un comportamiento similar al
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observado con el rendimiento a glucosa. En el caso de la celulosa sin tratar
hay igualmente diferencias de rendimiento a acido levulinico entre los
catalizadores, pero las diferencias son mucho menos marcadas. Se puede ver
gue el menor rendimiento a acido levulinico es el obtenido con el catalizador
Amberlyst 70, tal vez porque es con el gue menos glucosa se obtiene en
reaccion. Sin embargo, el panorama es diferente para los otros catalizadores
gue son mas activos. Se produce una mayor cantidad de acido levulinico pero
se observan claras diferencias de comportamiento entre los catalizadores. El
Si-Propil Sulfénico es el catalizador que da lugar a una mayor formacioén de
acido levulinico alcanzado el 13 %, a continuaciéon se encuentra el Si-Tosic
Acid (en polvo) (6,7 %) y por ultimo el acido sulftrico (4,4 %). Un dato muy
interesante es que entre los catalizadores mas activos, el que produce una
mayor cantidad de acido levulinico (Si-Propil Sulfénico) es el que da lugar a un
menor rendimiento a glucosa el caso contrario es el acido sulfdrico y en un
punto intermedio se encuentra el Si-Tosic Acid (en polvo). Teniendo en cuenta
qgue el &cido levulinico es un producto secundario producido a partir de la
glucosa, este hecho es indicativo que los catalizadores heterogéneos
derivados de la silice favorecen la formacion de reacciones secundarias de la

glucosa respecto al acido sulfarico.

Los catalizadores heterogéneos basados en silice son claramente mas
activos en la hidrodlisis de glucosa que el catalizador de referencia Amberlyst
70, que esta basado en un copolimero de estireno y divinilbenceno. La fuerza
acida de los grupos sulfénicos presente en los dos catalizadores son similares,
y la adicién de catalizador se seleccioné para igualar el nUmero de grupos
acidos presente en el reactor. Por lo tanto, la diferencia de actividad
encontrada se debe atribuir a las diferencias de la superficie de los
catalizadores. Asi, mientras que en el catalizador Amberlyst 70 la superficie es
una cadena hidrocarbonada, en la silice la superficie tiene grupos hidroxilos (-

OH) y puentes Si-O-Si (Figura 7.7). La presencia estos grupos favorece la
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interaccion con las cadenas de celulosa, y por lo tanto se facilita que los
centros activos (grupos sulfénicos) estén mas proximos a las cadenas de
celulosa hace que se facilite la hidrélisis. Este efecto ya se detectd en otro tipo
de soportes como: carbones con grupos funcionales [19, 22], carbones con
defectos [23], sistemas hibridos carbdn-silice [24], soportes clorados con
grupos sulfénicos [25] o polimeros que combinan grupos sulfénicos con otros
grupos funcionales polares [26]
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Figura 7.6: Rendimiento a &cido levulinico en la hidrélisis de la celulosa (a) sin tratar y
(b) tratada ([EMIMI]CI) con diferentes catalizadores (0,1 mol/L) a la temperatura de
140 °C y 5 horas de reaccion.
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Figura 7.7: Representacion esquematica del mecanismo de adsorcion e hidrélisis de

celulosa en la superficie de un catalizador heterogéneo de silice funcionalizado.

Finalmente, se estudi6 el efecto del tamafio de particula con el
catalizador heterogéneo que dio lugar a un rendimiento a glucosa mas alto con
un menor rendimiento a acido levulinico, Si-Tosic Acid (en polvo). Para este fin
se solicitd a la empresa suministradora (Sylicicle inc.) un catalizador que
tuviera las mismas caracteristicas texturales que el Si-Tosic Acid en polvo

pero con un tamafio de particula mayor.

Se compar6 el comportamiento en reaccién de los dos catalizadores en
la hidrélisis de celulosa sin tratar y tratada. El rendimiento a glucosa durante la
hidrélisis de la celulosa original fue muy pequefio y similar (alrededor 10 %)

para los dos catalizadores (Figura 7.8), aunque el rendimiento es ligeramente
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mayor con la muestra en polvo. El rendimiento a glucosa es mucho mayor en
ambos casos cuando se hidroliza la celulosa tratada (Figura 7.8), como era de
esperar. Con este tipo de celulosa se muestra mucho mas claramente la
diferencia de rendimiento a glucosa entre los dos catalizadores (Figura 7.8). El
uso del catalizador Si-Tosic Acid en polvo da lugar a un mayor rendimiento a
glucosa (50 %) respecto al Si-Tosic Acid en particulas (40 %) después de 5
horas de reaccion. Esta diferencia se explica por el tamafio de las particulas

gue producen diferencias de transporte de materia intraparticulares que
afectan a la reactividad.
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Figura 7.8: Rendimiento a glucosa en la hidrélisis de la celulosa sin tratar y tratada
([EMIMI]CI) con los catalizadores heterogéneos en polvo y en particulas (0,1 mol/L) a
la temperatura de140 °C y 5 horas de reaccion.
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Las tendencias en el rendimiento a acido levulinico son muy similares a
las que se tienen con el rendimiento a glucosa (Figura 7.9). El catalizador en
polvo produce un mayor rendimiento a acido levulinico tanto con la celulosa
sin tratar como la tratada. Las diferencias de rendimiento entre los
catalizadores son mucho mas marcada cuando se hidroliza la celulosa tratada.
El rendimiento a &cido levulinico en cualquier caso es moderado, porque
incluso con las muestras tratadas se obtiene un 4,4 % para el catalizador en

polvo y 3 % para el catalizador particulado (Figura 7.9).
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Figura 7.9: Rendimiento a acido levulinico en la hidrdlisis de la celulosa sin tratar y
tratada ([EMIMI]CI) con los catalizadores heterogéneos en polvo y en particulas (0,1
mol/L) a la temperatura de140 °C y 5 horas de reaccion.
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En vista de los datos obtenidos, se puede decir que los resultados de
reaccion obtenidos con los catalizadores heterogéneos derivados de silice, en
especial para Si-Tosic Acid en polvo y en particulas, son muy esperanzadores
y dan lugar a unos resultados ligeramente mas bajos que con los catalizadores
homogéneos como puede ser el acido sulfarico, acido clorhidrico y para-

toluensulfénico.

Los valores de rendimiento a glucosa obtenidos con la combinacién de
tratamiento de disolucién en LI / precipitacion y catalizadores basados en silice
funcionalizada son muy interesantes y claramente mas elevados que los
obtenidos por otros autores con diferentes catalizadores heterogéneos. Asi por
ejemplo donde Takagaki, A. [18] y col han publicado algunos trabajos con
catalizadores heterogéneos como el uso de éxidos metalicos como HNbMoOg
obteniendo un rendimiento a glucosa del 1 % después de 12 horas de
reaccion a 130 °C; Suganuma, S. y col. [19] utilizan carb6n amorfo modificado
con grupos sulfonicos , carboxilicos y -OH y obtienen un rendimiento a glucosa
del 4% a 100 °C; Onda, A y col. donde se utiliza como catalizador carbén
activo sulfonado y con celulosas tratadas llegan a obtener rendimientos a
glucosa del 42 %, a 150 °C después de 24 h [20].
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Conclusiones

En esta memoria se ha presentado el trabajo realizado, y éste se ha
dividido en una serie de capitulos, para facilitar la lectura de las conclusiones
se han dividido en bloques que coinciden con los capitulos de esta memoria.
A continuacion se enumeran las conclusiones que se han alcanzado a partir

del trabajo expuesto en esta memoria.

En relacién a la hidrélisis acida de celulosa y biomasa lignoceluldsica
disuelta en liquidos i6nicos con catalizadores homogéneos, se puede

concluir:

1. Se ha establecido un método en el que se puede hidrolizar la celulosa
y biomasa lignocelulésica disuelta en [BMIM]CI y en [EMIM]CI de
forma selectiva a glucosa y celobiosa, obteniendo selectividad a
azucares mayores del 95%, este es un valor de los méas elevados de

los publicados hasta ese momento.

Conclusiones secundarias:

- Es necesaria la adicion progresiva de agua al medio de reaccion
durante la hidrdlisis de celulosa para obtener una elevada

selectividad a glucosa.

- Es necesario que el pKa del catalizador acido sea negativo para
obtener elevadas conversiones de celulosa, preferiblemente pKa <

-2 para obtener una mayor selectividad a glucosa.

- Es necesario hacer una optimizacién del tiempo de disolucion en
los liquidos i6nicos para cada temperatura para obtener un

elevado rendimiento a glucosa en la posterior hidrolisis. Elevados
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Cap.8-2

tiempos de disolucidon a temperaturas altas dan lugar a productos
de deshidratacion.

Este método de hidrélisis es eficiente en un amplio rango de
concentracion celulosa disuelta en el LI, desde un 4,5% en peso
hasta un 13,5% en peso, sin que los resultados de hidrélisis se
vean afectados. Con la concentracion de celulosa en LI mas

elevada se alcanzan hasta 37 g/L de azlcares fermentables.

Este método solo se puede aplicar con LI en los que el anién
corresponda a la base conjugada de un acido muy fuerte (pKa < -
2), porque en caso contrario se produce un intercambio i6nico con
el catalizador acido dando lugar a la formacién de &cidos mas

débiles que no son efectivos en esta reaccion.

Este procedimiento de hidrélisis se puede aplicar a biomasa
lignoceluldsica completa, dando lugar a una elevada concentracion
de azlcares solubles, con conversiones entre el 86 — 95 % de los
polisacaridos presentes en la biomasa y rendimientos a azucares

reductores en disolucién de alrededor del 70 %.

Cuando se utiliza biomasa lignocelulésica no es necesaria la
disolucion completa antes de la hidrdlisis, puesto que durante el
proceso de hidrdlisis esta se disuelve completamente. Cuando se
utilizan tiempos de disolucion largos la concentracion a

compuestos secundarios de reaccion no deseados aumenta.



Conclusiones

En relacion al estudio de la hidrélisis acida con catalizadores
homogéneos de celulosa sin tratamiento previos a la hidrélisis, se puede

concluir:

2. La mayor selectividad a glucosa frente al acido levulinico durante la
hidrélisis de celulosa se obtiene a 120 °C y una concentracion del 0,2 y
0,5 mol/L de acido. Si bien, los rendimientos a azlcares fermentables
son mucho menores a los otros procedimientos descritos en esta
memoria.

Conclusiones secundarias:

- El aumento de la temperatura y/o la concentracion de acido da
lugar a un aumento de la velocidad de hidrélisis de celulosa. Pero
la selectividad se desvia a la formacién de &cido levulinico y un

decrecimiento del rendimiento a glucosa.

- Existe una correlacion entre la conversion de la celulosa y la
fuerza acida del catalizador. Hace falta un pKa negativo para
poder llevar a cabo la reaccibn de hidrélisis de celulosa en
condiciones suaves de reaccion. Sin embargo, los acidos mas
fuertes dan lugar a la formacion de mayor cantidad de productos

secundarios a las temperaturas mas elevadas.
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En relacién a la hidrélisis &cida con catalizadores homogéneos tras el

método de disolucion/precipitacion con LlIs, se puede concluir:

3. Se ha estudiado un segundo método de hidrélisis basado en un

tratamiento disolucion en Ll/precipitacion anterior a la hidrolisis de

celulosa o biomasa lignoceluldsica, mediante este tratamiento se mejora

la velocidad de hidrélisis de forma muy evidente. En este método, no se

ponen en contacto los azucares hidrolizados con el LI por lo que se

puede reciclar el LI méas facilmente.

Conclusiones secundarias:

Cap.8-4

La caracterizacion de las muestras sometidas al tratamiento de
disolucion en Ll/precipitacibn muestran una pérdida de la

estructura y cristalinidad.

La naturaleza del liquido i6bnico empleado en el tratamiento afecta
a la velocidad de hidrélisis de la celulosa. El efecto del liquido
ionico utilizado en el tratamiento se dio en el orden:

[BMIM] CI> [EMIM] CI> [EMIM] Ac

Se detecta la formacion de oligdmeros de celulosa en las aguas de
lavado al separar el [EMIM]CI utilizado en el tratamiento, este
hecho indica que durante el tratamiento se produce una hidrolisis

parcial de la celulosa. Sin embargo, esta pérdida es muy pequefia.

Se ha conseguido recuperar practicamente la totalidad del LI

utilizado tras la precipitacion de las muestras de celulosa.



Conclusiones

En relacion a la hidrolisis acida con catalizadores heterogéneos, se

puede concluir:

4.

Los catalizadores heterogéneos son capaces de hidrolizar la celulosa. La
hidrélisis es mucho mas eficiente cuando la celulosa se ha sometido a un

de disolucidn en Ll/precipitacion.

La naturaleza de la superficie del catalizador heterogéneo empleado
tiene una gran importancia. Asi, la presencia de los grupos —OH en los
catalizadores heterogéneos de silice funcionalizados favorecen la
interaccion con las cadenas de celulosa, y por lo tanto se facilita que los
centros activos (grupos sulfénicos) estén mas préximos a las cadenas de
celulosa y hace que se facilite la hidrélisis. Los resultados obtenidos con
silices funcionalizados con grupos aril-sulfonico (Acid Tosic) son muy
interesantes y prometedores, ya que el rendimiento a glucosa fue

comparable al obtenido con el acido sulfarico.
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Here we show a method to hydrolyze cellulose selectively to glucose and cellobiose, sugars that can be
easily fermented. Selecting an ideal ionic liquid ([EMIM]CI), optimizing the dissolution time/temperature
(15 min, 408 K) and the reaction procedure (addition of water during the reaction time) led to a very high
selectivity to glucose + cellobiose (99.6%).

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Among the renewable energies, biomass is an abundant and
carbon-neutral energy resource for the production of biofuels and
valuable chemicals [1-3]. Shifting world market dependence away
from fossil-based energy resources to renewable alternatives, such
as biomass, can be regarded as an important contribution towards
favorable climate conditions and a sustainable economy [4].

One of the most important bottlenecks of commercializing
lignocellulosic bioethanol is the discovery of a cost-effective
hydrolysis of cellulose [5,6]. The B-glycosidic linkages of the sugar
molecules contained in cellulose or lignocellulose are strongly
protected by the tight packing of cellulose chains in microfibers,
making hydrolysis challenging. Accordingly, the hydrolysis of cel-
lulose requires harsh conditions such as the use of dilute sulfuric
acid at high temperatures. As cellulose is dissolved into ionic lig-
uids (ILs) [7-10], the protons in the solution can more easily access
the B-glycosidic bonds to hydrolyze the bond. It appears that the
“physical” barrier can be overcome through the formation of a cel-
lulose solution that facilitates the acid-catalyzed hydrolysis under
mild reaction conditions and a lower catalyst loading.

Chemical deconstruction of cellulose to produce glucose in ionic
liquids has resulted in only moderate yields [11-13], which con-
trasts with the high yields obtained from cellulose in concentrated
acids and other cellulose solvents [6]. This low yield is due to the

* Corresponding authors. Tel.: +34 915854948; fax: +34 915854760.
E-mail addresses: j.m.campos@icp.csic.es (J.M. Campos-Martin),
jlgfierro@icp.csic.es (J.L.C. Fierro).
! http://www.icp.csic.es/eqs/.

1385-8947/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cej.2011.11.061

small amount of water added in the reaction in the presence of IL;
a large amount of water leads to the precipitation of unreacted cel-
lulose. However, a large excess of water is essential to reach higher
sugar yields dissolved in ionic liquids because it favors the hydrol-
ysis of cellulose and retards the dehydration of glucose. This effect
is described by the “Le Chatelier’s Principle”. By adding water suc-
cessively during the reaction, this issue was elegantly overcome
[14].

We report a simple method to selectively hydrolyze cellulose
to glucose and cellobiose that reaches the highest yields of glu-
cose and cellobiose can be obtained when the optimal conditions
of dissolution and hydrolysis of cellulose in ionic liquid are selected.

2. Experimental
2.1. Materials

Fibrous and microgranular cellulose was purchased from
Sigma-Aldrich. Tonic liquids manufactured by BASF (Basionics)
were purchased from Sigma-Aldrich and used as received.

Cellulose (467.5 mg) was dissolved in 9.50 g of hot ionic liquid,
in a temperature range between 373 and 413K, in a Mettler-
Toledo Easy Max® equipped with mechanical stirring. After the
complete dissolution of the solid, the temperature was fixed to
378K, and 1.00 mmol of HCl was added to the mixture using an
aqueous acid solution (1.66 M). This mixture remained stirring
for 180min. Deionized water aliquots were added at the fol-
lowing reaction times: 10 min, 2000 p.L; 20 min, 1000 wL; 30 min,
1500 p.L; and 60 min, 2500 L. Finally, the reaction was stopped by
adding 17.52 mL of distilled water. After the addition of water, the

Cap.9-1



Silvia Morales de la Rosa

Cellulose (2014) 21:2397-2407
DOI 10.1007/510570-014-0280-9

ORIGINAL PAPER

Optimization of the process of chemical hydrolysis

of cellulose to glucose

Silvia Morales-delaRosa - Jose M. Campos-Martin -

Jose L. G. Fierro

Received: 11 October 2013/ Accepted: 30 April 2014/ Published online: 10 May 2014

© Springer Science+Business Media Dordrecht 2014

Abstract We studied the acid hydrolysis of cellulose
in an aqueous medium with the aim of maximizing
glucose yield and minimizing the formation of by-
products. The influence of reaction parameters such as
temperature, acid concentration, acid strength and
type of cellulose precursor on glucose yield was
investigated. We observed that moderate reaction
temperature and low acid concentration resulted in the
highest glucose yield with little formation of levulinic
acid. Strong acid (pKa < 0) is required to achieve high
glucose yield. The crystallite size of the cellulose also
affects its reactivity; cellulose with higher crystallite
size is more resistant to hydrolysis catalyzed by acid.
The highest selectivity for glucose over levulinic acid
was recorded at a reaction temperature of 413 K and a
sulfuric acid concentration in the range of
0.2-0.5 mol/L. Under these reaction conditions, no
levulinic acid was detected, but the glucose yield
reached 20 % in only 2 h.
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Introduction

Lignocellulosic biomass, which comes from the
woody parts of plants, can be hydrolyzed to yield
chemical components that can be used as renewable
carbon sources to produce biofuels. Lignocellulose
comprises three main C-based polymers (cellulose,
hemicellulose and lignin) which, when taken apart,
yield chemical components that can be used to
produce biofuels.

The conceptual approach to deconstruct cellulose
into sugar monomers is similar to the one followed for
decades in conventional oil refineries to produce fuels
and chemicals. Thus, it is believed that, in the future,
different biorefinery platforms (thermal, oily, chemi-
cal and biochemical) can supply marketable biofuels
and biochemical products to replace, at least in part,
those obtained from fossil precursors. The develop-
ment of second and third generation biofuels has made
it possible to use lignocellulosic biomass and algae for
large-scale biofuel production that does not compete
with food production as did first-generation biofuels
made from corn, sugar cane, canola and soy (Morales-
delaRosa and Campos-Martin 2014).

Lignocellulosic biomass can be used to produce
bio-ethanol, a promising alternative to crude oil as an
energy source. There are two main processes involved

@ Springer
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Catalytic processes and catalyst development
in biorefining

S.MORALES-DELAROSA and
J.M.CAMPOS-MARTIN,
Instituto de Catélisis y Petroleoquimica, CSIC, Spain

DOI: 10.1533/9780857097385.1.152

Abstract: In this chapter, we will focus on the catalysts used in a
biorefinery for the production of fuels and base chemicals from biomas
Catalysts and catalytic processes are involved in several steps of a
biorefinery, but in general, these processes can be divided in two main
groups: (a) processes of biomass deconstruction to produce upgradeable
gaseous or liquid platforms; and (b) processes to upgrade deconstructed
biomass to useful fuels or chemicals.

Key words: catalyst, biomass, depolymerization, products upgrading,
thermochemical processes.

6.1 Introduction

Biomass is a renewable carbon source that can be processed in an integrated
biorefinery, in a manner similar to petroleum in conventional refineries, 10
produce fuels and chemicals. While commercial-scale biofuel production
has been established with bioethanol (corn, sugar cane) and biodiesc!
(canola, soybeans), these first generation processes utilize only the edible
fraction of certain food crops, thereby decreasing their widespread
applicability. The development of second and third generation biofuels th
utilize lignocellulosic biomass and algae could allow for the large-scale
production of sustainable fuels and chemicals.

The process of refining biomass feedstocks to hydrocarbon biofuels can
be subdivided into two general portions. First,whole biomassis deconstructed
to produce upgradeable gaseous or liquid platforms. This step is typically
carried out through thermochemical pathways to produce synthesis gas (by
gasification) or bio-oils (by pyrolysis or liquefaction), or by hydrolysix
pathways to produce upgradeable intermediates. In all of these steps
catalysts play a crucial role, because without them the processes are¢
uneconomical and will produce an excessive amount of waste. The use ol
catalysts in a biorefinery scheme has been widely reviewed (Kamm and
Kamm, 2004; Lichtenthaler and Peters, 2004; Huber et al., 2006; Cormi
et al., 2007; Gallezot, 2007a, 2007b, 2012; Huber and Corma, 2007; Lango,

1562
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Complete Chemical Hydrolysis of Cellulose into
Fermentable Sugars through lonic Liquids and Antisolvent

Pretreatments

Silvia Morales-delaRosa, Jose M. Campos-Martin,* and Jose L. G. Fierro*®

This work describes a relatively simple methodology for effi-
ciently deconstructing cellulose into monomeric glucose,
which is more easily transformed into a variety of platform
molecules for the production of chemicals and fuels. The ap-
proach undertaken herein first involves the dissolution of cellu-
lose in an ionic liquid (IL), followed by a second reconstruction
step aided by an antisolvent. The regenerated cellulose exhib-
ited strong structural and morphological changes, as revealed
by XRD and SEM analyses. These changes dramatically affect
the hydrolytic reactivity of cellulose with dilute mineral acids.

Introduction

The progressive increase in global oil consumption and the as-
sociated depletion of oil reserves has encouraged scientists to
explore alternative routes to the synthesis of fuels and chemi-
cals. A promising feedstock for commercial-scale production
of biofuels and chemicals is lignocellulosic biomass, which is
abundant and readily available. Lignocellulose, which forms
the structural framework of plants, consisting of cellulose,
hemicellulose, and lignin, is first broken down and hydrolyzed
into simple fermentable sugars.”’’ A major bottleneck is the
need to disarray lignin, which is present as a protective cover-
ing and makes cellulose and hemicellulose recalcitrant to enzy-
matic hydrolysis. A number of biomass deconstruction or pre-
treatment processes (physical, chemical, and biological) have
been used to break the structural framework of plants and to
depolymerize lignocellulose biomass. Some of these pretreat-
ments include treatments with dilute sulfuric acid,®* aqueous
ammonia at high temperature,>® lime™® or organic sol-
vents,*'? as well as treatments by oxidative delignification,"
microwave irradiation,>"¥ ball milling,"*'® or steam explo-
sion.l'7-19

Examination of these cellulose deconstruction methods re-
veals that no pretreatment technology offers 100% conversion
of cellulose into fermentable C;/C,4 sugars. Some biomass is
always lost, which affects the final yield and increases the cost
of the finished fuel or chemical product. Although pretreat-

[a] S. Morales-delaRosa, Dr. J. M. Campos-Martin, Prof. Dr. J. L. G. Fierro
Sustainable Energy and Chemistry Group (EQS)
Instituto de Catlisis y Petroleoquimica, CSIC
Marie Curie, 2 Cantoblanco, 28049 Madrid (Spain)
E-mail: j.m.campos@icp.csic.es
jlgfierro@icp.csic.es
Homepage: http //www.icp.csic.es/eqsgroup/

Wiley Online Library © 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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As a consequence, the glucose yield obtained from the decon-
structed-reconstructed cellulose was substantially higher than
that achieved through hydrolysis of the starting cellulose. Fac-
tors that affect the hydrolysis reaction include the type of cel-
lulose substrate, the type of IL used in pretreatment, and the
type of acid used in the hydrolysis step. The best results were
obtained by treating cellulose with IL and using phospho-
tungstic acid (0.067 molL™") as a catalyst at 413 K. Under these
conditions, the conversion of cellulose was almost complete
(>99%), with a glucose yield of 87 % after only 5 h of reaction.

ment of lignocellulosic biomass with a combination of two or
more pretreatment processes has shown promising results,
there is room for further development,”” through either the
development of a new, efficient treatment process or the im-
provement of an existing process to provide better per-
formance.

Conventional methodologies have technological limitations
that compromise the efficiency of the separation processes,
such as insufficient selectivity or partial degeneration of the
products. Hence, the current and envisaged investigations are
focused on understanding the pathways to improve the selec-
tive separation of lignocellulose compounds to achieve feasi-
ble and sustainable processes.?"!

In pioneering work, Fort et al. reported that solvent systems
based on 1-butyl-3-methylimidazolium chloride ([BMIM]CI)/
[DgIDMSO mixed in a proportion of 84/16 wt% were capable
of partially dissolving wood chips.?? They noted that, based
on the color intensity and viscosity of the solution mixture,
wood particles swelled and were reduced in size during disso-
lution. Similarly, Kilpeldinen et al. reported the complete disso-
lution of 8 wt% dried wood sawdust samples (Southern pine)
in both [BMIM]ClI and 1-allyl-3-methylimidazolium chloride
(TAMIMICI) ionic liquids (ILs) in the temperature range of 80 to
130°C after 8 h.”?! ILs have been recognized as promising sol-
vents for the mild and rapid hydrolysis of biomass feed-
stocks.?*?¥ However, the high cost of ILs can be a potential
drawback. Therefore, ILs should be recovered from the hydro-
lyzate efficiently through the use of a cost-effective separation
technology. Preliminary calculations show that at least 98% of
the ILs should be recovered for an economically feasible pro-
cess.” Extraction appears to be challenging because ferment-

ChemSusChem 2014, 7, 34673475 3467
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