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APROVECHAMIENTO INTEGRAL DE Euc%y tus globulus EN UN
ESQUEMA DE BIORREFINERIA EN BLE ETAPA

INTEGRAL USE OF Eucalyptus globulus IN A DOUBLE STAGE
BIOREFY NE SCHEME

Javier M. Loaiza', Ascension Alfaro**, Francisco Lépez’, Maria T. Garcia’, Juan C. Garcia’
RESUMEN

Se han aplicado dos tratamientos previos al proceso de pasteado etanol-sosa sobre madera de Eucalyptus
globulus para evaluar su influencia sobre las propiedades de las pastas celuldsicas obtenidas. Se aplica una
primera etapa optimizada de autohidroélisis para maximizar la extraccion de derivados hemicelulosicos preser-
vando el glucano, seguida de una deslignificacion enzimatica mediante un sistema lacasa/mediador (siringal-
dehido). Se aplican disefios experimentales para la optimizacion de los procesos. Las condiciones de operacion
optimas en la etapa de deslignificacion enzimatica han sido: concentracion de lacasa 18,5 U/g, concentracion
de siringaldehido 1,5 %, temperatura 45 °C y tiempo de operacion 60 min., con las cuales se alcanza una elimi-
nacion del 16,8 % de la lignina existente en la materia prima y se afecta ligeramente al glucano (conservando
entre el 82,2 % y 89,7 % del glucano inicial). Paralelamente se obtienen dos fases liquidas valorizables, ricas
en derivados hemicelulosicos y polifendlicos. En este esquema de proceso para obtencion de pasta celuldsica
etanol-sosa a partir de madera eucalipto requiere una menor concentracion de reactivos quimicos, menores
tiempos de operacion y temperaturas mas bajas, lo que supone una mejora econéomica y medioambiental res-
pecto del proceso convencional de pasteado.
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ABSTRACT

Two previous treatments have been applied to the ethanol-soda paste process on Fucalyptus globulus
wood to evaluate its influence on the properties of the obtained cellulose pulps. The treatments consisted of a
first optimized stage of autohydrolysis (temperature: 180 °C, time: 30 min) to obtain the maximum extraction
rate of hemicellulosic derivatives preserving the glucan, followed by enzymatic oxidative delignification by
a laccase/mediator system (syringaldehyde). Experimental designs have been applied for the optimization of
processes. The optimum operating conditions in the enzymatic delignification stage were: Lacasse concen-
tration 18,5 U/g, concentration of syringaldehyde 1,5 %, temperature 45 °C and operating time 60 min., with
which an elimination of the 16,8% of the existing lignin in the raw material and slightly affects the glucan (it is
conserved between 82,2 % and 89,7 % of the initial glucan). Two liquid, recoverable phases are obtained, rich
in hemicellulose and polyphenolic derivatives. In this process scheme to obtain ethanol-soda cellulosic pulp
from eucalyptus wood requires a lower concentration of chemical reagents, shorter operating times and lower
temperatures, which is an economic and environmental improvement over the conventional pulping process.
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INTRODUCCION

La extraccion de hemicelulosa de materiales lignocelulosicos antes de la formacion de pulpa y su conver-
sion en productos de valor agregado es una tecnologia clave de biorrefineria. La eficiencia de la tecnologia
depende en gran medida de la operacion del tratamiento previo, cuyo desafio es extraer una cantidad signifi-
cativa de hemicelulosas sin un impacto negativo en la calidad y cantidad de la pulpa (Moshkelani e al. 2013).

De hecho, en el caso de la industria papelera tradicional, se ha considerado que la presencia de una cierta
cantidad de hemicelulosas en las pastas es necesaria por su influencia en la calidad del papel resultante, aunque
en los procesos convencionales una proporciéon mayoritaria de lignina y gran parte de las hemicelulosas pasan
a las lejias (Tuero-Cruz et al. 2011). Asi, en las primeras fases del pasteado se produce una rapida eliminacion
de la parte mas labil del complejo hemicelulosa-lignina (Nufiez 2008) estimandose que se elimina entre el 15 %
y 25 % de la lignina y el 40 % de las hemicelulosas (Villar 2008). Otra parte de las hemicelulosas se disuelven
después a lo largo de la coccidon de forma bastante selectiva respecto a las cadenas de celulosa porque a dife-
rencia de esta celulosa, las hemicelulosas forman cadenas ramificadas de menor grado de polimerizacion, y no
tienen zonas cristalinas. Ademas, los puentes de hidrogeno son menos eficaces, haciendo de las hemicelulosas
polisacaridos mas accesibles al ataque de los reactivos quimicos (BREF 2006).

Por otro lado, la extraccion de hemicelulosas antes de la formacidén de pulpa (en materia prima) puede
proporcionar ventajas competitivas, ya que se pueden usar como sustratos para la fabricacion de multiples
productos comerciales como la xilosa y otros azucares hemiceluldsicos, xilooligosacaridos, furanos, etanol,
acido lactico, acetona, butanol, acido citrico, propilenglicol, xilitol, formaldehido, butanodiol, propanodiol
y enzimas celuloliticas (Vila et al. 2012, Marinova et al. 2009). Ademas, en la actualidad crece la tendencia
en las fabricas de papel de avanzar su desarrollo hacia una producciéon menos contaminante integrandose en
esquemas de economia circular en los que se aprovechen al méximo los recursos y se produzcan menos resi-
duos y contaminacion. Como hipoétesis futura, las fabricas de celulosa se podrian transformar en biorrefinerias,
las cuales se basara en nuevos métodos de coccion en los que la biomasa se fracciona en una abundancia de
novedosos materiales. Estas fracciones son luego procesadas en diferentes materiales o quimicos (Cebreiros et
al. 2017, Rafione ef al. 2014, Martin-Sampedro et al. 2014, Moshkelani et al. 2013), asegurando asi la com-
petitividad econémica, medioambiental y la sostenibilidad (Demirbas 2009), favoreciendo la autosuficiencia
energética y el control de las emisiones de gases de efecto invernadero (Cherubini 2010, Towers et al. 2007,
Heiningen 2007, Garcia et al. 2009).

Bajo estas premisas, en el presente trabajo se plantea la hipotesis de que seria posible, en pretratamientos
de autohidrolisis, controlar las condiciones de operacion con el fin de permitir que en el s6lido permanezca una
fraccion de hemicelulosas suficiente para el posterior desarrollo de propiedades de resistencia en las hojas de
papel asegurando a la vez un grado sustancial de solubilizacion de la hemicelulosa y lograr concentraciones de
sacaridos suficientemente altos como para hacer que cualquier uso adicional sea rentable. La composicion de
la materia prima y las condiciones de coccion determinan la composicion de la pasta y esto afecta el compor-
tamiento de la pasta en el proceso de refino y el potencial de fabricacion del papel (Lopez et al. 2015, Garcia
et al. 2010, Anjos et al. 2004).

Diversos autores han explorado esta posibilidad sobre diversas materias primas y procesos. Por ejem-
plo, Heiningen (2007) ha observado que la pre-extraccion de hemicelulosas en una planta kraft, suponia una
ventaja en términos de disminucion de la carga alcalina efectiva durante el despulpado, mayor velocidad de
deslignificacion y menores incocidos. Similar conclusion obtuvo Yuan ef al. (2016) trabajando con pulpa de
bambt kraft. En el pretratamiento eliminaba el 50 % de las hemicelulosas y dio como resultado una mejora sig-
nificativa en la deslignificacion de las astillas durante la fabricacion de pulpa Kraft, ofreciendo una opcion para
reducir la carga alcalina efectiva o el factor H. El rendimiento de la pulpa fue similar al control, mientras que la
resistencia al drenaje de la pulpa de las astillas extraidas previamente mejor6 ligeramente. Lopez et al. (2015)
han obtenido pastas de Eucalyptus globulus a la sosa tras un pretratamiento de autohidrolisis, reduciendo la
concentracion del alkali en un 31 %, la temperatura de coccion 10 °C y 25 minutos el tiempo de coccion, a la
vez que mantuvieron unas propiedades similares de la pasta celuldsica y el papel obtenidas sin pretratamiento
previo, lo cual representa una ventaja econémica y medioambiental respecto al proceso convencional a la sosa.
Con las fibras de bagazo sometidas a la formacion de pulpa de sosa, la preextraccion de hemicelulosas reduce
el indice de traccion y de rotura, sin embargo, no se observa diferencias significativas en el indice de desgarro,
lo que indica que la resistencia de la fibra no se ve afectada, pero la union entre las fibras disminuye con la
extraccion. El rendimiento total de pulpa para el bagazo extraido aumentd considerablemente, mientras que
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el numero de kappa y los incocidos disminuyeron moderadamente. Después de la preextraccion, también se
mostr6é mejor blancura (Hamzeh et al. 2013). Duarte ef al. (2011) con pastas kraft de arce con pre-extraccion de
agua caliente, han observado que la deslignificacion se acelera significativamente, aumenta la viscosidad de la
pulpa y las longitudes de las fibras no mostraron cambios, pero se redujo el contenido de incocidos. Asimismo,
el indice de rotura de las pulpas pre-extraidas mostré grandes incrementos. La porosidad de la pared celular
también aumento con la gravedad de la extraccion, al igual que el tamafio medio de los poros. Los valores de
retencion de agua (VRA) también aumentaron con la extraccion probablemente debido a la mayor porosidad
de la fibra. También hay una pérdida significativa de la resistencia a la traccion y la rotura de las hojas hechas
con pulpas extraidas, posiblemente como consecuencia del aumento del indice de retorcimiento y curvatura y
la disminucioén de la capacidad de union entre las fibras. Molin y Teder (2002) utilizando pulpas kraft de abeto,
han encontrado relacion directa y proporcional del indice de rotura y traccion con la proporcion de celulosa/
hemicelulosa. El indice de rotura, la resistencia a la fractura y la resistencia al plegamiento disminuyeron,
mientras que la rigidez a la traccion y el indice de traccion aumentaron al disminuir la proporcion de celulosa/
hemicelulosa (3 a 9). Un aumento de la proporcion de celulosa/hemicelulosa dio una fibra menos rigida y
fragil. Anjos (2004) ha observado en pastas de eucalipto que un contenido diferente en hemicelulosas influye
en la capacidad de refinado de las pastas. Respecto a las propiedades biométricas de las fibras, la pasta con
menos hemicelulosa, presenta una mayor dureza y un mayor indice de retorcimiento y curvatura. La tasa de
refinacién aumenta claramente con el contenido de hemicelulosas asociado a una mayor generacion de finos
y una mayor hidrataciéon. Como consecuencia, la pasta celuldsica con un menor contenido en hemicelulosas
requiere mas energia en la etapa de refinado aunque se lleguen a alcanzar propiedades de resistencia de las
hojas similares. Hu et al. (2013) extrajo hemicelulosas con una solucion de hidroxido de sodio de pasta kraft de
eucalipto blanqueada para observar la influencia de las hemicelulosas en las propiedades del papel. Se observo
que el volumen, la rugosidad de la superficie y la permeabilidad al aire del papel aumentaron como resultado
de la pérdida de hemicelulosa, particularmente porque el contenido de hemicelulosa en la pulpa disminuyd por
debajo del 13 %. Tanto la blancura como la opacidad del papel mejoraron ligeramente debido a la eliminacion
de la hemicelulosa, mientras que los indices de resistencia disminuyeron. Tanto la transferencia de tinta como
la impresion se redujeron con la pérdida de hemicelulosa.

En esquemas de fraccionamiento consistentes en una etapa de autohidrolisis y otra de deslignificacion con
sosa u organosolv, se han ensayado distintos procesos y condiciones de operacion sin que se haya constatado
que la reduccion de la cantidad de hemicelulosas que provoca la autohidrdlisis en el so6lido suponga un impe-
dimento para la posterior utilizacion del mismo (Loaiza et al. 2016, Zamudio et al. 2015, Boucher et al. 2014,
Feria et al. 2011, Romani et al. 2011, Garcia et al. 2011, Alfaro et al. 2010, Garcia et al. 2010, Alfaro et al.
2009, Caparros et al. 2008, Alfaro et al. 2007). Incluso, el tratamiento de autohidrélisis permitié la produccion
posterior de pasta de celulosa y papel sosa-antraquinona con propiedades tan buenas o incluso mejores que
las obtenidas sin el tratamiento previo (Lopez ef al. 2015). Otros autores constatan que la utilizacion de una
primera de etapa de fraccionamiento del material lignocelulosico mediante autohidrolisis, explosion de vapor
o tratamiento de hidrolisis, puede facilitar una posterior penetracion de las enzimas en esquemas de biopas-
teado en una primera etapa del proceso de deslignificacion permitiendo también un tiempo de pasteado mas
corto, debido a una difusion mas eficiente del licor de coccion en las fibras (Martin-Sampedro et al. 2014,
Martin-Sampedro ef al. 2011, Scott et al. 2002). En particular, las lacasas son un grupo de enzimas oxidativas
de gran interés para el desarrollo de tecnologias respetuosas con el medio ambiente, especialmente si se com-
binan con un mediador natural como el siringaldehido (Mayer y Staples 2002), el cual podria potencialmente
ser obtenido a partir de la lignina contenida en los licores negros del pasteado (Anil et al. 2018). Este sistema
lacasa-mediador es capaz de mejorar significativamente las propiedades (blancura y deslignificacion) de las
pastas de eucalipto asi como de reducir significativamente el contenido de los compuestos lipofilicos de la
pasta de eucalipto responsables de la formacion de depositos de pitch (Rico 2010). Asimismo, permite reducir
el consumo de energia en el proceso de refinado y facilita el blanqueamiento posterior de la pasta, también
la reduccion de los extractos lipofilicos, facilitando la fabricacion del papel al reducir los problemas de tono,
mejorando asimismo las propiedades de resistencia del papel (Widsten y Kandelbauer 2008).

En el estudio actual, se realiz6 un tratamiento con el Sistema Lacasa/Mediador después de la autohidrolisis
de la madera de Eucalyptus globulus para la fabricacion de pasta con etanol-sosa a fin de verificar si este tra-
tamiento previo influye en las propiedades de la pulpa. La autohidrdlisis y las condiciones enzimaticas se han
realizado para maximizar la extraccion de hemicelulosas al tiempo que se preserva la integridad del glucano.
Con la optimizacion de una etapa de hidrolisis enzimatica se pretende aumentar el porcentaje de rendimiento
de obtencion de celulosa sin degradarla, lo que supondria un ahorro energético y de materias primas, contribu-
yendo asimismo a la disminucién de emisiones de CO,.
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MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion de la materia prima

Se han empleado astillas de madera de Eucalyptus globulus cedidas por la empresa ENCE Energia y Ce-
lulosa S.A, (Huelva, Espafia). Se molieron para pasar por un tamaiio de malla de 8 mm, ya que en los estudios
preliminares no se observaron limitaciones de difusion de esta particula, se secaron al aire, se homogenizaron
en un solo lote para evitar diferencias en las composiciones, y se almacenaron.

Después de esto, se tomaron alicuotas de materia prima y se molieron a un tamafio de particula < 0,5 mm,
y se determinaron el porcentaje de humedad y los compuestos extraibles TAPPI 264 cm-07 (2007) y TAPPI
204 cm-07 (2007) 1 % NaOH solubles TAPPI 212 om-02 (2002), lignina soluble TAPPI UM 250 (1991) y la
hidrolisis acida cuantitativa (HAC) con 72 % H,SO, siguiendo metodos estandar. El residuo sélido después
de la HAC se recuperd por filtracion y se considera como lignina Klason TAPPI T 222 om-02 (2002) y la fase
liquida se caracterizo por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) para aztcares (glucosa, xilosa
y arabinosa). A partir de los datos de estas concentraciones, mediante correcciones estequiométricas y teniendo
en cuenta la descomposicion de los azlcares, se calcula el contenido en polimeros (glucano, xilano y arabina-
no) que se hidrolizaron para dar los mondémeros medidos en la muestra analizada. Las cenizas se determinaron
por calcinacion TAPPI 211 om-02 (2002).

Tanto en el solido obtenido después del tratamiento enzimatico, como en la fase solida obtenida después
de la etapa de pasteado organosolv se determina el porcentaje de rendimiento, la lignina Klason, la lignina
soluble en acido y el glucano, aplicando los mismos procedimientos descritos anteriormente para la materia
prima. Ademas, en las pastas se determina el nimero kappa TAPPI T 236 cm-99 (1999) y viscosidad intrinseca
TAPPI T230 om-19 (2019).

Primera etapa de autohidrdlisis

La autohidrolisis de la materia prima se llevo a cabo en un reactor MK-systems Inc. (Danvers, Massachu-
setts, Estados Unidos) cilindrico de acero inoxidable de 10 litros de capacidad, utilizando el agua como unico
reactivo. Las condiciones aplicadas son las que se determinaron como Optimas en trabajos previos: relacion
solido-liquido 1/8, temperatura de coccion 180 °C durante 30 minutos en condiciones isotermas (Loaiza ef al.
2016). En esta etapa se eliminan los extraibles y se extrae gran parte de las hemicelulosas de la materia prima,
obteniendo un liquido valorizable rico en oligdbmeros y algunos monémeros como glucosa, xilosa y arabinosa.

Una vez finalizado el tiempo de reaccion de la autohidrolisis se separan las astillas y el licor y se lavan
con agua abundante, posteriormente se centrifugan y se dejan secar a temperatura ambiente hasta alcanzar una
humedad entre 8 % y el 10 %.

Doble etapa de deslignificacién, tratamiento enzimatico-mediador, disefio experimental y modeliza-
cion de regresion miltiple

Para la realizacion de la hidrdlisis enzimatica se ha utilizado una lacasa de Novozyme producida por la
fermentacion de un cultivo de Aspergillus Oryzae que contiene el gen de lacasa derivado de Myceliophthora
thermophila. El mediador utilizado ha sido el siringaldehido (3,5-Dimetoxi-4-hidroxibenzaldehido), propor-
cionado por Sigma-Aldrich (Cat: S-760-2 Lot: 26323-398).

Para relacionar las variables dependientes (rendimiento y propiedades quimicas de la pulpa) con las varia-
bles independientes (concentracion de enzima -X , concentracion de mediador -X 'y tiempo de operacion -X))
en el proceso de hidrélisis enzimatica con la prueba minima, se utilizé un disefio experimental de composicion
central compuesto y factor de 2n (n es igual a tres niveles para cada variable), por lo que es posible construir
un polinomio de segundo orden en las variables independientes y la identificacion de la significacion estadis-
tica en las variables dependientes. Las variables independientes fueron normalizados utilizando la siguiente
Ecuacion (1):

x - XX M
(Xmax _Xmin)/2
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Donde X es el valor absoluto de la variable independiente de preocupacion, es el valor medio de la varia-
ble,y X vy X . son sus valores maximo y minimo, respectivamente.

El niimero de pruebas requeridas se calculé como N=2"+2n+nc, siendo 2" el nlimero de puntos que cons-
tituye el factor de disefio, 2n el nimero de puntos axiales, y nc=2 el nimero de repeticiones del punto central.
En las condiciones utilizadas, N = 16.

Los resultados experimentales se ajustaron al siguiente polinomio de segundo orden (Ecuacion 2):

Y=a, +Zb,.Xm.+gc[X,i + i dX, X, (<)) 2)

i=l;j=1

Las variables independientes utilizadas en las ecuaciones relativas a ambos tipos de variables son las que
tienen un coeficiente estadisticamente significativo (es decir aquellos que no exceda de un nivel de significa-
cion de 0,05 en la prueba de Student- y que tiene un intervalo de confianza del 95 % excluyendo el cero). Los
resultados fueron evaluados con STATISTICA 8.0 (StatSoft 2008).

Cada uno de los 16 experimentos se realiz6 con una cantidad fija de 30 g de materia en base seca de madera
de Eucalipto hidrolizada con una relacion sélido-liquido de 1/8 a una temperatura de 45 °C, pH de 7,5 y un
tiempo de impregnacion del eucalipto hidrolizado con el mediador de 30 minutos. En la Tabla 1 se muestra la
variacion de los pardmetros de tiempo de reaccion, cantidad de enzima y cantidad de mediador que se aplicaron
en los diferentes experimentos del disefio experimental.

Tabla 1: Condiciones de operacion de la hidrolisis enzimatica.

Condiciones -1 0 1

Concentracion lacasa (X)), U/g m.p.s. 15 25 35
Concentracion Siringaldehido (X)), % m.p.s. 1,5 3.0 45
Tiempo (X1), min. 60 120 180

La hidroélisis enzimatica se llevd a cabo en frascos de vidrio en incubadora con agitacion y aireacion con-
trolada. Transcurrido el tiempo de reaccion se filtran las astillas, se lavan con agua destilada y se dejan secar a
temperatura ambiente. En el material so6lido resultante de la hidrélisis enzimatica se determinan lignina klason,
lignina soluble en 4cido y glucano de acuerdo a la metodologia descrita en el apartado de la caracterizacion de
la materia prima.

Doble etapa de deslignificacion, deslignificacion de etanol-sosa y caracterizacion de la pulpa

Se realizaron los experimentos con 20 gramos en base seca del material resultante del tratamiento enzima-
tico en un reactor de acero inoxidable (Parr Instruments Company, Moline, Illinois, Estados Unidos), con una
capacidad de 600 cm?, equipado con impulsores de turbina de cuatro palas, calentados por un manto de tela
externa y enfriados por agua fria que circula a través de un circuito interno. Los medios de reaccion se agitaron
a 150 rpm y se calentaron para alcanzar la temperatura deseada. El licor empleado es una disolucion etanol al
65 % en volumen y sosa al 7,5 % en peso para una relacion solido-liquido de 1:8. Este sistema permite una
importante reduccion del alcali a la vez que no son necesarias presiones elevadas. El reactor se progra-
ma a una temperatura fija de 143 °C y un tiempo de reaccion de 65 minutos para todos los puntos del disefio
experimental de la deslignificacion enzimatica. La seleccion de las condiciones de operacion se ha basado en
unos ensayos previos consistentes en deslignificaciones con etanol (Garrote ef al. 2003) y con sosa tras un
tratamiento enzimatico (Loaiza ef al. 2019).

Transcurrido el tiempo de reaccion el reactor se refrigera externamente con agua. La pasta se lava con
un licor de igual composicion que el introducido en el reactor y después con agua. Posteriormente se realiza
un tratamiento mecanico de la pasta consistente en un desfibrado y centrifugacion. En la pasta resultante se
determina lignina Klason, lignina soluble en acido, glucano, nimero kappa y viscosidad. La Tabla 2 muestra
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un esquema de trabajo experimental.

Tabla 2: Esquema de trabajo experimental.

Eucalyptus globulus
Determinacion quimica
Primera etapa
Tratamiento de autohidroélisis (condiciones fijas)
Temperatura: 180 °C; Tiempo: 30 min; L/S: 8/1
Determinacion quimica: rendimiento de autohidrolisis,
glucano, xilano, lignina klason (trabajos anteriores)
Segunda etapa Diseiio experimental
Tratamiento- Enzima/Mediador.
(Concentracion Lacasa)= 15 U/g, 25 U/g y 35 U/g,
m.p.s
(Concentracion Siringaldehido) = 1,5 %; 3,0 % y 4,5
% m.p.s Tiempo= 60 min, 120 min y 180 min.
Determinacion quimica: rendimiento enzimatico,
glucano, lignina klason, lignina soluble
Fabricacion de pasta de papel, etanol-sosa
(condiciones fijas en diseiio experimental)
T =143 °C; t = 65 min; (concentracion NaOH)= 7,5 %;
(Etanol/agua)= 65 %, S/L: 1/8
Determinacion quimica: rendimiento de la pulpa,
glucano, lignina klason, lignina soluble, numero
Kappa, viscosidad intrinseca

RESULTADOS Y DISCUSION
Proceso de autohidrolisis

Como se ha indicado en apartados precedentes en la primera etapa de fraccionamiento por autohidrolisis
se han aplicado condiciones previamente determinadas como 6ptimas con el fin de extraer la maxima cantidad
de hemicelulosas sin dafiar el sélido remanente (Loaiza et al. 2016). En dichas condiciones se ha alcanzado
un rendimiento del 80,4 % en solido post-hidrélisis con una composicion en glucano de 45,3 %, lignina kla-
son: 22,9 % y xilano: 1,9 %. El resto del material lignocelulosico se ha solubilizado. En la Tabla 3, se puede
observar la composicion de la materia prima inicial, similar a los resultados obtenidos por Vila ef al. (2012) y
Romani et al. (2011).

Tabla 3: Caracterizacion Eucalyptus globulus.

Determinacion Esicalypats
globulus
1 % NaOH solubles, % 13,1£1,6
Extraibles en Etanol % 2,7+0,1
Cenizas, % 0,7£0,1
Glucano, % 428+24
Lignina Klason, % 212+1,7
Lignina soluble, % 6,8+04
Xilano, % 171+14
Arabinano, % 0,7£0,1

Los resultados de los analisis permiten deducir que en el solido posthidrolisis permanece el 85,1 % del
glucano existente en la materia prima, es decir, hay una escasa disolucion del mismo que no alcanza el 15 %,
sin embargo, se logra una elevada extraccion del xilano, que en un 90,8 % pasa a formar parte del liquido.
Asimismo, la autohidroélisis provoca una ligera deslignificacion como consecuencia de la rotura de los enlaces
éter, eliminando de la materia prima inicial el 13,5 % de la lignina.
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En investigaciones que se han realizado tratamientos de autohidrélisis con eucalipto con temperaturas simi-
lares pero en condiciones “no isotermas” se observa, que la disolucidén que se produce del glucano presente
en la materia prima es similar y menor la disolucion del xilano. Garrote ef al. (2003) aplicando temperaturas
de 181 °C, obtuvieron rendimientos del 84,6 % y una fase so6lida post-hidrolisis con una composicion de 47,5
% de celulosa, 6,8 % de xilano y 22,5 % de lignina. Romani et al. (2011), aplicando temperaturas de 181 °C
obtuvieron un sélido de eucalipto autohidrolizado con la siguiente composicion: glucano: 54,3 %, xilano: 10,9
% y lignina klason: 26,3 %, con un rendimiento del 81,8 %. Asimismo, se observa que cuando el tratamiento
se realiza en condiciones isotermas, como en este trabajo, el efecto de deslignificacion es similar o mayor que
en condiciones no isotermas, pudiendo tener el s6lido posthidrolisis en condiciones no isotermas un contenido
en lignina 1,64 veces superior comparado con un ensayo en condiciones isotermas (Loaiza et al. 2016, Garrote
et al. 2003).

La reduccion de temperatura en el tratamiento hidrotérmico influye notablemente en los resultados de di-
solucion de hemicelulosas Una disminucion de 20 °C en la temperatura del tratamiento de autohidrolisis hace
que el rendimiento sea mayor, que la solubilizacion del xilano se reduzca a mas de la mitad y que se produzca
cierta deslignificacion pero menor que con temperaturas de tratamiento mas altas. Por ejemplo, Garrote et al.
(2007) con un tratamiento de autohidrélisis a 160 °C durante 30 minutos, obtuvieron un sélido posthidrdlisis
con un rendimiento del 89 % y una composicion: glucano: 52,9 %, xilano: 12,0 % y lignina klason: 23,1 %.
En un ensayo similar también con eucalipto Vila et al. (2012) con un tratamiento de autohidrolisis a 165 °C y
tiempo de reaccion 40 minutos, llegaron a solubilizar el 18,3 % de la madera y un 48,5 % del xilano presente
en la madera de eucalipto.

La solubilizacion del xilano alcanzada en el pretratamiento por encima del 90 % permite su aprovecha-
miento. En otros trabajos que también tenian como objetivo la valorizacion de derivados hemicelulésicos se
recuper6 entre el 65 % y el 82 % de las hemicelulosas presentes en la materia prima (Garcia-Dominguez ef al.
2015) y en otros casos el 50 % del polimero inicial (Vila ef al. 2012).

Deslignificacion doble etapa: tratamiento enziméatico y etanol-sosa de la fase post-autohidrolisis

La deslignificacion enzimatica lacasa-mediador se llevo a cabo sobre la fase solida obtenida después de
una primera etapa de autohidroélisis siguiendo un disefio experimental factorial de composicion central. A la
fase solida obtenida en el tratamiento enzimatico se le realiz6 una deslignificacion etanol-sosa en condiciones
fijas de pasteado. En la Tabla 4 Aparece la composicion del sélido resultante después de ambos tratamientos,
para cada uno de los ensayos del disefio experimental propuesto. Cada valor experimental fue el promedio de
cinco resultados y las desviaciones sobre los valores medios fueron inferiores al 5 % en todos los casos.

Tabla 4: a) Composicion del sélido resultante del tratamiento enzimatico. b) Composicion del s6lido después
del tratamiento enzimatico y posterior deslignificacion etanol-sosa para cada uno de los ensayos del disefio
experimental (en tanto por ciento respecto del sélido, %ors).

a) Tratamiento enzimatico b) Tratamients imatico + pasteado etanol-sosa
|y | e | Gan | P | i Lot Gano | v [ooidd
Yors Yors Yors © Yors Yors Yors © ppa cm’/g
01 96,2 19,11 | 2,72 46,42 66,7 11,23 | 1,45 | 57,76 |4522| 6259
02 96,2 19,11 | 2,72 46,42 66,7 11,25 | 1,43 | 58,15 |45,16| 671,6
1 95,9 2239 | 1,82 45,65 65,3 11,77 | 1,39 | 58,19 [45,58| 609,0
2 95,0 22,60 | 2,09 47,53 64,2 11,93 | 1,51 | 61,59 |46,06| 6137
3 94,8 1942 | 1,97 48,28 64,6 10,24 | 1,29 | 62,35 |38,78| 591,0
4 95,0 19,80 | 2,09 46,22 63,3 10,55 | 1,20 | 63,70 [39,25| 6127
5 96,8 20,28 | 1,80 45,23 62,9 11,77 | 1,43 | 6292 |46,31| 5759
6 96,5 20,22 | 1,80 49,49 62,1 11,69 | 1,54 | 63,10 43,31 | 665,6
7 95,2 21,25 | 1,70 47,69 63,5 10,73 | 1,28 | 63,16 |40,11| 6542
8 95,8 21,30 | 2,21 47,13 62,3 10,88 | 1,31 | 63,98 [40,17| 709,0
9 96,0 19,14 | 2,85 45,61 63,3 11,04 | 1,26 | 61,40 42,43 | 6403
10 96,6 19,15 | 2,58 47,12 62,4 11,23 | 1,36 | 63,14 |42,28| 6733
11 96,3 1994 | 2,58 46,88 67,4 11,25 | 1,56 | 58,06 |48,02| 664,8
12 95,5 19,15 | 2,87 47,15 67,8 11,77 | 1,46 | 58,78 |42,59| 6692
13 96,2 20,50 | 1,68 46,03 66,8 11,93 | 1,39 | 58,26 |4543| 622,0
14 96,0 20,33 | 2,20 46,90 65,8 10,24 | 1,47 | 59,10 | 44,90 | 680,7
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Los rendimientos obtenidos en el tratamiento enzimatico son muy elevados con valores comprendidos
entre el 94,8 % y 96,8 %, lo que en el balance global de materia supone una escasa pérdida. Durante el trata-
miento de autohidroélisis se disuelven las hemicelulosas que unen la lignina y la celulosa, y el material queda
expuesto a ser mas facilmente atacado por las enzimas. Este ataque supone mas una desestructuracion que una
disolucidn, lo que se traduce en un mantenimiento aproximado de la masa de la fase so6lida sin disminucion
del rendimiento, pero generando unas condiciones en el s6lido que propiciaran la deslignificacion posterior.

El efecto que el tratamiento hidrotérmico puede suponer sobre el rendimiento en tratamientos posteriores
como el pasteado ha sido estudiado por varios autores, constatandose, que en contra de lo que pueda parecer,
el tratamiento hidrotérmico puede resultar positivo en el balance final (Alfaro et al. 2009).

Alfaro et al. (2009) observaron que el rendimiento general del proceso de autohidrélisis con etanol de
Chamaecytisus proliferus supera al de la coccion sola (58,2 % vs. 42,6 %). Esto puede ser debido a que el
tratamiento hidrotérmico disuelve las hemicelulosas que actiian de aglutinante entre la lignina y la celulosa, y
el material resulta mas accesible a los reactivos, como consecuencia la cantidad de material sin cocer es menor
(menor cantidad de incocidos) y el rendimiento por tanto es mayor. Otros autores obtuvieron previamente re-
sultados similares a este respecto; si bien un aumento de la disolucion de las hemicelulosas y la lignina deberia
disminuir el rendimiento de la pulpa, un tratamiento previo por hidrélisis en ocasiones reduce las pérdidas de
celulosa, con poco efecto sobre el rendimiento de la pulpa (Alfaro et al. 2009, Papatheophanus et al. 1995,
Aravamuthan et al. 1989).

Los tratamientos enzimaticos afectan ligeramente al glucano, ya que el solido post-enzimatico conserva
entre el 82,2 % y el 89,7 % del glucano que previamente contenia la materia prima, como se ha indicado ante-
riormente, los tratamientos enzimaticos atacan fundamentalmente la estructura de la lignina, favoreciendo los
tratamientos posteriores (Singh et al. 2010).

Expresando el grado de deslignificacion en relacion a la proporcion de lignina inicialmente presente en la
materia prima, los datos de la Tabla 4 muestran que tras las etapas de autohidrdlisis y deslignificacion mediante
un sistema lacasa/mediador se ha eliminado entre el 18,6 % y el 30,3 % de la lignina inicialmente presente en
la materia prima y teniendo en cuenta que la etapa de autohidrolisis habia extraido a fase liquida el 13,5 % de
dicha lignina, la etapa de deslignificacion enzimatica ha conseguido eliminar entre el 5,1 % y el 16,8 % de la
lignina inicialmente presente en la materia prima. El grado de extraccion tras la etapa enzimatica ha sido aun
mayor para la fraccion de lignina soluble en acido. Se ha extraido entre el 67,6 % y el 80,9 % de la lignina
soluble en acido inicialmente presente en la materia prima.

Si consideramos el proceso completo, tras la segunda etapa de deslignificacion con la mezcla etanol-soda
y de acuerdo a los resultados de la Tabla 4, la etapa enzimatica contribuye a aumentar la deslignificacion total,
en concreto, el porcentaje total de lignina que se ha extraido del sélido ha oscilado entre el 70,9 % y el 76,2 %
respecto de la materia prima inicial.

Estos resultados son comparables con trabajos previos en los que se realizaba un tratamiento de autohidro-
lisis en las mismas condiciones y una deslignificacion con sosa en diversos rangos de condiciones de operacion
(concentracion sosa: 13 % y 21 %, temperatura: 153 °C y 173 °C, y 65 min y 115 min) (Lopez et al. 2015).
La aplicacion de la doble etapa de deslignificacion: Sistema Lacasa/Mediador + deslignificacion etanol-sosa
ha conseguido mejorar el nimero kappa de las pastas en la mayoria de las condiciones de operacion del disefio
experimental aplicado (entre 38,8 y 48,0 frente a 33,2 y 87,9 del proceso autohidrdlisis + deslignificacion sosa)
mientras que los rendimientos totales se mantienen en niveles similares (entre 48,0 % y 52,2 % frente a 42,5
% - 67,2 % del proceso autohidrolisis + deslignificacion con sosa).

Loaiza et al. (2016) en eucalipto, aplicaron un tratamiento de autohidrolisis previo en condiciones simila-
res a las empleadas en el presente trabajo y posteriormente un tratamiento enzimatico también en las mismas
condiciones pero con mediador 1-hidroxibenzotriazol (HBT). Sobre el sélido resultante realizé una desligni-
ficacion con sosa con un 7,5 % de NaOH en peso, 65 % de etanol en volumen, 133 °C durante 75 minutos.
En estas condiciones el solido resultante presenta un contenido en lignina klason (8,1 %) y glucano (61,3 %)
similares, pero con mayor niimero kappa que el obtenido en el presente trabajo (50,81 frente a 43,3).

Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los realizados por Garrote et al. (2003) en euca-
lipto en el que se realizo una autohidrdlisis previa del material a 181 °C, con un tiempo de procesamiento de
37,5 minutos y posteriormente una deslignificacion con etanol a 175 °C, 120 min y 70 % de etanol en volumen,
obteniendo una pasta con un niimero kappa de 92,6 viscosidad de 741 mL/g, lignina 10,46 % se observa que
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alcanzamos valores mucho mas bajos del nimero kappa (38,8) las viscosidades son menores (669 mL/g) y
un 10,2 % de contenido en lignina. Se concluye que en condiciones menos severas y utilizando tratamiento
enzimatico se alcanzan mejores resultados.

Para optimizar las condiciones de la etapa de deslignificacion mediante un sistema lacasa/mediador y la
doble etapa de deslignificacion mediante un sistema lacasa/mediador y deslignificacion con etanol-soda, se han
modelizado los resultados de la Tabla 4 mediante regresion multiple y de acuerdo a la metodologia expuesta en
el apartado del disefio experimental obteniéndose las ecuaciones que aparecen en la Tabla 5.

Las ecuaciones (e) a (j) de la Tabla 5 permiten representar la Figura 1, Figura 2, Figura 3, Figura 4 y Figura
5 (figura de lignina soluble no mostrada). El analisis de las superficies de respuesta facilita la determinacion de
los intervalos optimos de operacion.

Tabla 5: Ecuaciones obtenidas para cada variable dependiente del proceso enzimatico después del proceso
de autohidrolisis y el pasteado con etanol-sosa.

Hidrolisis + tratamiento enzimatico

Ecuaciones I F-Snedecor
() 1(15;1;;(11;‘: 0,11 X;+ 0,45 Xin + 0,46 Xin X+ 1,33 X, X, 0.99 1583
(c) | Yii=2,71+0,07 X;-0,14 X, - 0,78 X, X, 0,93 55,6
@ K?B:X‘:éil 2034 X, - 0,44 X, + 0,71 Xy Xn + 0,49 X; X, - 0.94 312
Hidrolisis + tr i imatico + pasteado etanol

© ;?;6:,55 0,74 X; +0,54 X, - 3,87 X; X; + 0,89 X, + 0,30 099 1590
() | Y= 11,20 - 0,09 X+ 0,57 X + 0,13 X X 0,94 81,0
® §:=X1‘;4_40: (;)3,0; mx).( ‘+ 0,10 X,y - 0,02 X, - 0,13 X, X;+ 0,06 0.94 22
® ;m)“(:m 5%3457 - )2,?3 X - 0,81 Xon - 0,66 X; +4,0 X, X - 0,64 095 521
o) OYZ; ;1(51)2(12:023884)2:“)2: 0,25 X 2,80 X;-X;+ 0,53 X; X - 0.99 1365
R R

Variables Dependientes: Y,.: Rendimiento (%); Y, - Glucano (%); Y : Lignina Klason (%); Y : Lignina soluble-acido (%); Y,
Viscosidad (cm® g); Y, : Numero Kappa. Variables Independientes: X : concentracion lacasa; X _: Concentracion Siringaldehido; X :

tiempo de operacion.

En la Figura 1 del rendimiento se observa que los rendimientos son mayores cuando menor es la cantidad
de lacasa utilizada, influyendo en ese caso escasamente las variables del porcentaje de mediador y el tiempo de
operacion, aunque en ambos casos son ligeramente mejores los rendimientos cuando estos valores son altos.
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Rendimiento, %

Figura 1: Variacion del rendimiento segtin el tiempo de operacion y la concentracion del mediador (siringal-
dehido) en dos niveles de concentracion de lacasa.

Con respecto al glucano (Figura 2) la variable mas influyente es la concentracion de lacasa siendo mas venta-

bajos de operacion para no dafiar al glucano.

josa una baja concentracion de enzima, sin influir practicamente nada las variables tiempo y concentracion del
mediador. Ahora bien si las concentraciones de enzima son elevadas, interesa utilizar poco mediador y tiempos

T,
e
e

B
S
=1
5
S

=

o

Figura 2: Variacion de Glucano segun el tiempo de operacion y la concentracion del mediador (siringaldehi-
do) en dos niveles de concentracion de lacasa.

resultados con valores elevados.

En la lignina klason (Figura 3) no influye la variable tiempo, las menores cantidades de lignina en el solido
final se obtienen utilizando poca cantidad de mediador, influyendo escasamente la lacasa pero siendo mejor los
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Lignina Klason, %

Figura 3: Variacion de lignina Klason segun la concentracion de lacasa y del mediador (siringaldehido) en
dos niveles de tiempo de operacion.

Para obtener bajos nimeros kappa, (Figura 4), interesa trabajar con cantidades bajas del mediador, el tiem-

po influye poco, y la mejor opcidn con la lacasa es trabajar con concentraciones intermedias. Concentraciones
en los extremos de lacasa aumentan el numero kappa en ambos casos.

El proceso combinado de autohidrolisis + deslignificacién enzimatica + deslignificacion etanol sosa,
presenta una mejora sustancial de la deslignificacion respecto a procesos convencionales Sosa-antraquinona
(Loaiza et al. 2016) que ofrecen resultados de numero kappa entre 60,4 y 65,4; procesos de deslignificacion
con autohidrolisis + deslignificacion organosolv (Garrote ef al. 2003) que ofrecen resultados de nimero kappa
entre 53,5 y 100,7; frente al rango de numero kappa 39 - 45 que hemos obtenido en el presente trabajo.

Namero Kappa

g 05
. €00
05 T 05
00 ,\0\5\\\\\ M Mediator +1
Figura 4: Variacion del nimero Kappa segtn el tiempo de operacion y la concentracion de lacasa en dos
niveles de concentracion del mediador (siringaldehido).

La viscosidad (Figura 5) se ve favorecida por bajos tiempo de operacion y bajas cantidades de lacasa,
siendo indiferente la cantidad de mediador.
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Figura 5: Variacion de la viscosidad intrinseca segtin el tiempo de operacion y la concentracion de lacasa en
dos niveles de concentracion de mediador (siringaldehido).

Por tanto, a la vista de los resultados, la concentracion de lacasa interesa baja para favorecer el rendi-
miento, el contenido en glucano y la viscosidad, pero como para las variables nimero kappa y contenido en
lignina interesan valores medios, una soluciéon de compromiso seria optar por una concentracion de lacasa
baja-intermedia, X (-0,5): 18,5 U/g m.p.s. Como el tiempo influye poco en casi todas las variables, excepto
en la viscosidad en la que interesan tiempos bajos, se considera dptimo un tiempo de operacion bajo, t (-1):
60 minutos. Y el contenido en mediador interesa bajo para tener bajos nimeros kappa, influyendo poco en
el resto de las variables asi que se recomienda una concentracion de mediador baja, X (-1): 1,5 %. En estas
condiciones y aplicando las ecuaciones de la Tabla 5 (hidrélisis+tratamiento enzimatico+pasteado etanol-sosa)
se obtiene un sélido con un rendimiento: 64,7 %, lignina klason: 10,7 %, lignina soluble: 1,4 %, glucano: 60,7
%, numero kappa: 41,8 y viscosidad: 704 cm?*/g. En este trabajo se ha bajado 10 °C la temperatura, el tiempo

se ha reducido en un 43,5 % y la concentracion de alcali se ha reducido en un 56 %, respecto a pasteados a la
sosa convencionales (Lopez et al. 2015).

CONCLUSIONES

La aplicacion de biorrefineria sobre materiales lignoceluldsicos permite obtener distintas fracciones va-
lorizables aplicando tratamientos sucesivos. En este trabajo sobre madera de eucalipto se ha realizado un
tratamiento hidrotérmico (temperatura: 180 °C, tiempo: 30 min) del que se obtiene un liquido rico en azucares

hemiceluldsicos y una fraccion sélida que sera deslignificada aplicando un tratamiento enzimatico y posterior-
mente un pasteado organosolv etanol-sosa.

Se ha concluido que las condiciones Optimas del tratamiento enzimatico son, concentracion de lacasa
18,5 U/g, concentracion de siringaldehido 1,5 % y tiempo 60 min. permitiendo obtener un solido facilmente
deslignificable y con escasa pérdida de rendimiento. El s6lido resultante (autohidrolisis+enzimatico+pasteado)

presenta un contenido en glucano de 60,7 % y 10,7 % de lignina, composicion adecuada para la fabricacion
de hojas de papel.

Los tratamientos previos aplicados permiten que la deslignificacion pueda llevarse a cabo utilizando me-

nos reactivos quimicos, temperaturas y tiempo de reaccién mas bajos comparados con los procesos convencio-
nales, lo que supone una ventaja econémica y medioambiental.
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