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Resumen

Ante la crisis ambiental actual y la consecuente necesidad de alcanzar un desarrollo sostenible,
la reutilizacion y revalorizacion de los residuos se ha convertido en una estrategia fundamental.
En particular, los residuos lignoceluldsicos (RLC) se vuelven de interés por la posibilidad de
emplearlos como materia prima para la obtencion de glucosa que a su vez resulta Util como materia
prima en la produccién de biocombustibles y otros productos por via fermentativa. Sin embargo,
los RLC presentan una serie de dificultades que imposibilitan al dia de hoy su uso masivo como
materia prima. Este trabajo de tesis analiza estrategias de intensificacion en las etapas de
pretratamiento y sacarificacion enzimatica de RLC para mejorar su conversion en productos de

valor agregado.

En primer lugar, se realiz6 una hidrélisis acida-oxidativa con peroxido de hidrégeno y acido
acetico como método eficiente de delignificacion, reduciendo inhibidores y facilitando la posterior
hidroélisis enzimética.

Por otra parte, la cristalinidad y estabilidad del complejo celulosa-hemicelulosa dificultan la
etapa de hidrdlisis enzimatica (sacarificacion). Si bien es un proceso prometedor por ser seguro y
considerado limpio, se requieren altas concentraciones de enzima para obtener buenos
rendimientos, convirtiéndola en una etapa costosa. Considerando estas dificultades, se evalu6 la
cavitacion hidrodinamica (HC) y el uso de un mezclador estatico de contraccion-expansion (CE)
como técnicas innovadoras para mejorar la biodisponibilidad de la celulosa y optimizar el
rendimiento del proceso. Asimismo, se evalud el impacto del uso de surfactantes no iénicos como
aditivos en la hidrdlisis enzimatica, explorando su influencia sobre la eficiencia de la

sacarificacion.

Los resultados obtenidos contribuyen al desarrollo de estrategias sostenibles para el
aprovechamiento de RLC en el marco de una biorrefineria, promoviendo una economia circular y

el uso eficiente de recursos renovables.

Palabras clave: Residuos lignocelulosicos, hidroélisis (sacarificacion) enzimatica, cavitacion

hidrodinamica, mezclador estatico de contraccion-expansion.



Enhancement of pretreatment and saccharification processes
of lignocellulosic waste for the production of value-added
compounds

Abstract

Considering the current environmental crisis and the consequent need to achieve sustainable
development, the reuse and valorization of residues have become a fundamental strategy.
Particularly, lignocellulosic residues (LCR) are of interest due to the possibility of using them to
obtain glucose, which in turn is useful to produce biofuels and other products through
fermentation. However, LCR present several challenges that currently prevent their massive use

on an industrial scale.

This thesis explores process intensification strategies in the pretreatment and enzymatic
hydrolysis of LCR to enhance their conversion into value-added products. First, an oxidative-acid
hydrolysis using hydrogen peroxide and acetic acid was applied as an efficient delignification

method, reducing inhibitors and facilitating subsequent enzymatic hydrolysis.

Additionally, the crystallinity and structural stability of the cellulose-hemicellulose complex
represent significant challenges for enzymatic hydrolysis (saccharification). Although this process
is considered safe and environmentally friendly, it requires high enzyme concentrations to achieve
good yields, making an expensive step. To address these limitations, hydrodynamic cavitation
(HC) and a contraction-expansion (CE) static mixer were evaluated as innovative techniques to
improve cellulose bioavailability and optimize process efficiency. Furthermore, the impact of non-
ionic surfactants as additives in enzymatic hydrolysis was assessed, exploring their influence on

saccharification efficiency.

The results contribute to the development of sustainable strategies for LCR valorization within
a biorefinery framework, promoting a circular economy and the efficient use of renewable

resources.

Keywords: Lignocellulosic residues, Enzymatic hydrolysis (saccharification), Hydrodynamic

cavitation, Static mixer of contraction-expansion.
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Introduccion y objetivos

La crisis energética y ambiental actual surge de la dependencia excesiva de los combustibles
fosiles, responsables en gran parte de las emisiones de gases de efecto invernadero y el cambio
climatico. A medida que los recursos no renovables se agotan y las consecuencias ambientales se
agravan, se vuelve fundamental una transicion hacia fuentes de energia mas sostenibles. En este
contexto, las energias alternativas derivadas de la biomasa emergen como una solucion
prometedora, tratdndose de un recurso renovable apto para producir biocombustibles, bioenergia
y bioproductos (Chauhan et al., 2025). Las biorrefinerias juegan un papel fundamental en esta
transicion, al permitir el aprovechamiento integral de la biomasa. Inspiradas en las refinerias de
petroleo, estas instalaciones procesan residuos para generar no solo energia, sino también
productos quimicos y materiales de alto valor agregado. Ademas de reducir las emisiones de
carbono, las biorrefinerias promueven una economia circular al transformar desechos en recursos
utiles, contribuyendo a la sostenibilidad energética y ambiental (Cazier et al., 2024; Lindorfer et
al., 2019; Saini et al., 2022). En este sentido, la presente tesis se enfoca en la busqueda de nuevas
alternativas sustentables para la obtencion de productos de interés a partir de residuos, alineandose

con el concepto de biorrefineria y su potencial para transformar desechos en recursos valiosos.

En este contexto, los residuos lignoceluldsicos surgen como una de las principales fuentes
alternativas debido a su gran disponibilidad, su potencial y su bajo costo (Eades et al., 2020; Ray
et al., 2025; Sulis et al., 2025). Sin embargo, el aprovechamiento y utilizacion de estos residuos
para la obtencion de azucares fermentables, que permitan producir biocombustibles y otros
productos quimicos de valor agregado, contintia siendo un desafio (Bueno Moron et al., 2025).
Una de las barreras mas criticas para el uso masivo de los residuos lignocelulédsicos (RLC) como
materia prima para la produccion de productos de interés y biocombustibles es su contenido de
lignina y la estabilidad de la estructura de la celulosa-hemicelulosa (Arévalo-Gallegos et al., 2017;
Guo et al., 2018; Srivastava et al., 2019; Zhang et al., 2021a). Por este motivo, se requieren
métodos de pretratamiento severos antes de poder utilizar los residuos en un bioproceso o como
materias primas alternativas, que frecuentemente conducen a la generacion de compuestos que
complican la hidrdlisis enzimatica posterior y eventual fermentacion. Se han propuesto numerosos

y variados métodos en las ultimas décadas, pero al dia de hoy se continia en la busqueda de un



pretratamiento eficiente y econdomicamente competitivo (Pereira et al., 2025; Thite y Nerurkar,

2019).

La hidrolisis alcalina es una de las propuestas con mayor aceptacion por su eficiencia en la
eliminacion de lignina con bajo consumo de energia, dado que requiere condiciones de operacion
relativamente moderadas. Sin embargo, consume una cantidad de reactivos significativa (Kininge
y Gogate, 2022; Zhang et al., 2021a), genera gran cantidad de sales, lo cual es un inconveniente si
uno desea utilizar la lignina como subproducto (Liu et al., 2024; de Oliveira et al., 2025; Teran
Hilares et al., 2018) y puede complicar la sacarificacion posterior (Pereira et al., 2025; Tan et al.,
2025). En esta tesis se utilizé una hidrolisis acida-oxidativa que emplea acido acético y peroxido
de hidrogeno para lograr la delignificacion de distintos RLC de alta disponibilidad en la Ciudad
Autonoma de Buenos Aires. Esta hidrélisis acida-oxidativa se presenta como una alternativa
prometedora ya que conduce a un alto porcentaje de remocion de lignina manteniendo un excelente
rendimiento de solidos sacarificables. Otra de las ventajas de la hidrdlisis acida-oxidativa es la
baja generacion de inhibidores que puedan perjudicar la etapa siguiente de hidrdlisis enzimatica
porque se trabaja en condiciones moderadas de temperatura y presion (Mota et al., 2019; Wi et al.,

2015; Ying et al., 2023).

A pesar de que se ha podido lograr una eficiente delignificacion de los RLC, la estabilidad y
cristalinidad de la celulosa representan una dificultad extra, atin no resuelta, a la hora de llevar a
cabo la hidrolisis enzimatica (sacarificacion), siendo una barrera para la actividad de las celulasas
(Rocha-Martin et al., 2017; Sun et al., 2020; Zhang et al., 2021a, b). Si bien es un proceso limpio
y seguro, se convierte en una etapa costosa debido a las altas concentraciones de enzima que se
requieren para obtener buenos rendimientos de azlicares fermentables. Teniendo en cuenta estas
dificultades, resulta relevante encontrar alternativas que permitan aumentar la biodisponibilidad
de la celulosa, mejorando asi la eficiencia de la sacarificacion. La cavitacion (tanto acustica, por
ultrasonido, como hidrodindmica) se ha convertido en una de las tecnologias que atraen gran
atencion dada su capacidad para inducir una intensificacion energética eficiente en diversos
procesos fisicos y quimicos (Zheng et al., 2022). Se ha propuesto que la cavitacion es capaz de
desarmar la matriz lignoceluldsica, promoviendo una delignificacion a baja temperatura, pudiendo,
ademas, reducir la cristalinidad de la celulosa y mejorar la accesibilidad de las enzimas a las fibras

(Verdini et al., 2021). En particular, la cavitacion hidrodindmica (HC) se ha empleado en



numerosos procesos industriales y representa un medio econémico que permite lograr un escalado
en procesos que pueden ser asistidos por ultrasonido, el cual es mucho més costoso en términos
energéticos (Su et al., 2020; Wu et al., 2019). Sin embargo, en comparacion con otras tecnologias
emergentes (como microondas y ultrasonido), el uso de HC como método de pretratamiento ha
sido escasamente investigado, a pesar de los buenos resultados reportados hasta ahora (Sun et al.,
2022). En este contexto, uno de los objetivos principales de esta tesis es analizar el efecto de aplicar

HC combinada con la hidrolisis acida-oxidativa de RLC sobre la posterior hidrdlisis enzimatica.

En linea con la busqueda de procesos de intensificacion de las etapas de pretratamiento, se
decidid analizar el efecto de interponer un mezclador estatico de contraccion-expansion (CE)
durante el proceso de lavado de los RLC posterior a la hidrélisis acida-oxidativa. Los mezcladores
estaticos son dispositivos que permiten la mezcla continua dentro de sistemas tipo tuberia sin
necesidad de partes modviles, y tienen muchas ventajas en comparacion con los reactores agitados,
como su disefio compacto, bajo costo relativo, ausencia de partes méviles, baja pérdida de carga,
y excelente contacto entre fases (Alekseev et al., 2020; Cavatorta et al., 1999; Myers et al., 2018).
En el caso de los mezcladores estaticos de tipo CE, se ha evidenciado que pueden romper floculos
suspendidos en procesos de tratamiento de aguas residuales basados en coagulacion-floculacion-
sedimentacion, debido a la turbulencia que se genera (Fleite et al., 2020). Si bien no resultaron
convenientes para mejorar las caracteristicas de los floculos porque inducian su desintegracion
total, pueden ser utiles con otros fines. Considerando este resultado, se estim6 que el empleo de
un mezclador de CE durante el proceso de lavado de los RLC delignificados podria contribuir a la
disgregacion de las fibras de celulosa, facilitando la posterior hidrélisis enzimatica. En
consecuencia, se procedio a disefiar un mezclador de CE utilizando herramientas computacionales
para simular la dindmica de fluidos dentro del sistema buscando condiciones que maximicen la
turbulencia (Li et al., 2025), construir luego el prototipo disefiado y estudiar su aplicabilidad para
mejorar la biodisponibilidad de la celulosa que surge de los RLC. En particular, el objetivo
especifico dentro de la tesis es analizar si el empleo del mezclador estatico de CE disefiado durante
el proceso de lavado de los RLC delignificados tiene efecto sobre la posterior hidrdlisis enzimatica.
También se busca estudiar la factibilidad de realizar la sacarificacion en recirculacion empleando

el mezclador de CE como promotor de la turbulencia.



Por otro lado, diversos estudios han investigado el uso de aditivos para mejorar la eficiencia de
la sacarificacion enzimatica (Liu et al., 2025; Lou et al., 2018; Rocha-Martin et al., 2017; Sanchez
Muiioz et al., 2022; Xin et al., 2017). En particular, se ha evidenciado que los surfactantes pueden
mejorar significativamente la eficiencia de la hidrolisis enzimatica. Sin embargo, en la literatura
se encuentran muchos resultados contradictorios, y las razones que conducen a una mayor
eficiencia no estan del todo claras. La informacion relacionada con el efecto de la estructura del
sustrato o el método de pretratamiento sobre los efectos de los surfactantes es limitada. A partir de
un analisis de la bibliografia disponible, se infiere que todavia no existe certeza sobre los efectos
beneficiosos reales que se pueden obtener con la adicidon de surfactantes. Por lo tanto, es relevante
obtener mas informacién experimental relacionada con el efecto de diferentes surfactantes sobre
la sacarificacion de la celulosa y de los RLC delignificados. Durante el desarrollo de esta tesis se
plante6 como objetivo especifico analizar las influencias de utilizar varios surfactantes no idnicos
sobre el rendimiento de glucosa obtenido a partir de papel de filtro. Ademas, se busc6 examinar el
efecto de utilizar surfactantes sobre la hidrélisis enzimatica de la carboximetilcelulosa, con el fin
de analizar si hay influencia de la estructura del sustrato celuldsico. Por otro lado, la informacion
disponible sobre el efecto de los surfactantes no idnicos sobre una biomasa pretratada es limitada.
Por lo tanto, también se analiza el efecto de afiadir surfactantes no i6nicos durante la hidrolisis

enzimatica de dos RLC delignificados mediante la hidrolisis acida-oxidativa.

En resumen, el objetivo general de este trabajo de tesis es proponer y analizar estrategias que
permitan intensificar la sacarificacion de residuos lignoceluldsicos con el fin de contribuir a
incrementar desarrollos tecnologicos que empleen dichos residuos como recursos renovables para

la elaboracion de productos y de energia.
Este objetivo general se abordo a partir del desarrollo de los siguientes objetivos especificos:

. Analisis critico de la relevancia de emplear surfactantes no-idnicos como aditivos
durante la hidrélisis enzimatica de celulosa y de RLC delignificados con el fin de intensificar
este proceso

. Estudio de la factibilidad de utilizar cavitacién hidrodindmica durante la etapa de
lavado posterior a una hidrolisis acida-oxidativa que permita una eficiente delignificacion de

RLC (proceso HPAC), como método de intensificacion de la sacarificacion de dichos



residuos. Comparacion con resultados que surgen de trabajar con sustratos modelo (celulosa
y carboximetil celulosa).

o Estudio de la importancia de utilizar un mezclador estitico de contraccion-
expansion como promotor de turbulencia durante la etapa de lavado posterior al proceso
HPAC, como método de intensificacion de la sacarificacion de RLC. Comparaciéon con

resultados que surgen de trabajar con sustratos modelo (celulosa).

La organizacién del documento involucra seis capitulos. Un primer capitulo en el cual se
analizara la bibliografia de los temas relacionados con las actividades que se llevaron a cabo en la
tesis en relacidon con los objetivos especificos propuestos. Luego, se presenta un segundo capitulo
que describe los materiales utilizados y los procedimientos y procesos empleados. A continuacion,
se presentan los resultados del trabajo realizado en relacion a los objetivos especificos en los
capitulos 3 a 5. Finalmente, en el capitulo 6 se resumen las conclusiones que se alcanzaron a partir

de los resultados presentados y el andlisis de los mismos.



Capitulo 1 : Revision bibliografica

En este capitulo se realiza una extensa revision de antecedentes bibliograficos, con énfasis en
los temas relacionados con los objetivos especificos de la tesis. En primer lugar, se incluye una
seccion breve sobre la importancia de la delignificacion como método de pretratamiento
indispensable para mejorar la eficiencia de la sacarificacion, indicando la razén que nos llevo a
utilizar el procedimiento de hidrdlisis acida-oxidativa que utiliza 4cido acético y peroxido de
hidrogeno (HPAC). Cabe remarcar que en esta tesis no se estudia en particular dicho método
porque fue parte de un trabajo previo (Kildegaard et al., 2022) sobre el cual nos basamos para
seleccionar las condiciones que utilizamos en la hidrélisis de los RLC. De todos modos, para una
correcta interpretacion de los resultados y de los procedimientos desarrollados, es relevante resaltar

algunos aspectos de la constitucion de la lignina y como eliminarla de los RLC.

Luego, se presenta una revision asociada a las estrategias de intensificacion estudiadas. Por un
lado, se abordan los principales aspectos de la hidrélisis enzimatica, con énfasis en el impacto del
uso de surfactantes no i6nicos como aditivos para mejorar la eficiencia del proceso. Por el otro, se
presentan los principios fundamentales de la cavitacion, los pardmetros que influyen en su
eficiencia, y sus aplicaciones en el tratamiento de biomasa para la produccion de azlicares
fermentables. Asimismo, se discuten los fundamentos y aplicaciones de los mezcladores estaticos
en el contexto de la optimizacion de estos procesos. Esta revision permitird contextualizar los
objetivos y metodologias adoptadas en el presente estudio, contribuyendo al desarrollo de

estrategias sostenibles para el aprovechamiento de los RLC.

1.1 Delignificacion de los RLC

1.1.1 Caracteristicas generales de los RLC

Cada afio, los sectores agricola y agroforestal generan grandes cantidades de residuos
lignocelulosicos (RLC) como resultado de sus actividades. Se estima que su produccion global
asciende aproximadamente a 140 gigatoneladas anuales, planteando un desafio considerable en
términos de gestion y aprovechamiento (Devi et al., 2023). Generalmente, estos residuos son
incinerados o simplemente desechados, lo que contribuye a la contaminacion del aire y al deterioro

de la calidad del suelo y los recursos hidricos.



No obstante, los residuos lignoceluldsicos poseen un enorme potencial como recurso natural
renovable, de bajo costo y abundante, con aplicaciones en bioenergia y en la obtencion de multiples
productos de valor. Los procesos aplicables a los RLC en una biorrefineria se resumen en la Figura
1.1. La conversion de los RLC en energia es un enfoque innovador para la valorizacion y gestion
de residuos, mitigando simultdneamente la contaminacion ambiental (Velvizhi et al., 2022). La
reutilizacion de los RLC es una alternativa atractiva para la disminucion de residuos en areas
urbanas (Ahmed et al., 2019) o sectores agricolas (Alves-Ferreira, 2021) y forestales (Lee et al.,

2021).
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Figura 1.1. Vias de conversion de los RLC en una biorrefineria y algunos productos que se
pueden obtener a partir de ellos. Reformulado a partir de Saini et al. (2022).



El material lignocelul6sico esta formado por tres componentes principales (Figura 1.2): celulosa
(30-50%), hemicelulosa (10-35%) y lignina (10-35%). Estas proporciones varian de acuerdo al
tipo de biomasa, a la especie, e incluso debido a la edad del cultivo o el momento en el cual fue
recolectado, pero se encuentran generalmente dentro de los rangos descritos. La celulosa y las
hemicelulosas (holocelulosa) suelen constituir aproximadamente el 70% de la biomasa total y
estan fuertemente unidas a la lignina por enlaces covalentes y puentes de hidrogeno, lo que confiere
a la estructura una gran resistencia (Bueno Moron et al., 2025; Limayem y Ricke, 2012; Sun et al.,
2023). La fraccion de holocelulosa de los RLC, que se obtiene luego de eliminar la lignina, puede
convertirse en azdcares simples a través de una hidrélisis enzimatica (sacarificacion). La
sacarificacion requiere desarmar esta matriz compleja para que haya contacto de la enzima
(celulasas) con el sustrato celuldsico (Abolore et al., 2024); por lo tanto, eliminar de manera
eficiente la lignina que protege las fibras de celulosa promueve significativamente la posterior

hidrolisis enzimatica (Ascencio et al., 2025; Li et al., 2024; Saini et al., 2016; Wang et al., 2024).
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Figura 1.2. Composicion y estructura de la biomasa lignocelulésica (Zhang et al., 2021a).



La lignina es un heteropolimero que se encuentra en la pared celular del tejido vascular de las
plantas, aportandoles rigidez, sostén estructural (Maceda et al., 2021), y proteccion contra hongos
celuloliticos (Ninkuu et al., 2022). A diferencia de otros polimeros naturales como la celulosa y
las proteinas, la lignina no tiene una definicion estructural tan precisa debido a la diversidad de sus
unidades estructurales, las cuales no siguen un patron de repeticion regular. Ademas, su
composicion y estructura pueden variar en funcion de su origen y del método empleado para su
extraccion o aislamiento (Chavez-Sifontes et al., 2013; Maceda et al., 2021). La lignina esta
compuesta por tres principales monémeros fenilpropanoides (monolignoles): alcohol p-cumarilico
(p-hidroxifenilo), coniferilico (guayacilo) y sinapilico (siringilo) (Figura 1.3). También se
consideran como monodmeros estructurales a monolignoles acetilados (ésteres de coniferilo y
¢ésteres de sinapilo), hidroxicinamatos (4acido p-cumarico, ferulato y sinapato), coniferaldehido,

sinapaldehido, acido ferulico y alcohol 5-hidroxiconiferaldehido.
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Figura 1.3. Modelo estructural de la lignina de madera. Reformulado a partir de Chavez-
Sifontes et al. (2013).



La obtencion eficiente de azucares fermentables a partir de los RLC requiere de un tratamiento
previo para eliminar la lignina (delignificacion). La delignificacion es una etapa fundamental para
alterar la estructura recalcitrante de la lignocelulosa y aumentar la disponibilidad de 1a holocelulosa
para la posterior hidrdlisis (Vu et al., 2020). Los pretratamientos quimicos con soluciones acidas
o alcalinas, solventes orgédnicos y liquidos i6nicos mejoran la degradacion enzimatica subsiguiente
de la celulosa al separar la lignina (Hassan et al., 2018), disminuyendo ademas la cristalinidad del

componente celuldsico en la biomasa (Vu et al., 2020).

Los procesos tradicionales de delignificacion utilizados en la extraccion de celulosa para la
produccion de papel, y los métodos que emplean acidos y alcalis fuertes, no son adecuados para
generar un sustrato biodisponible para la fermentacion (Aditiya et al., 2016). Los pretratamientos
clasicos con acidos diluidos y procesos que requieren vapor de agua, como la explosion de vapor,
necesitan altas temperaturas, y la lignina remanente sigue dificultando el acceso a las fibras de
celulosa (Hassan et al, 2018). Ademas, las altas temperaturas y los pH extremos favorecen la
formacion de éacidos alifaticos y furanos (Jiménez-Gutiérrez et al., 2021), que son inhibidores de
las celulasas (Sheng et al., 2021) y toxicos para los microorganismos fermentadores (Jonsson et
al., 2013; Muaaz-Us-Salam et al., 2020). Por lo tanto, el desarrollo de pretratamientos a bajas
temperaturas es crucial para reducir el consumo de energia y evitar la produccion de inhibidores

de la actividad enzimatica y fermentativa (Song et al., 2019).

La mezcla altamente oxidante de peroxido de hidrogeno y acido acético (HPAC) se ha sugerido
como un pretratamiento de baja temperatura con alta eficiencia en la eliminacion de lignina y
reduccion de la cristalinidad de la holocelulosa (Mota et al., 2019), lo que permite incrementar

significativamente la recuperacion de azucares fermentables (Meng et al., 2022; Wi et al., 2015).

1.1.2 Hidrolisis acida-oxidativa

La hidrdlisis acida-oxidativa de los RLC es un proceso de delignificacion que se lleva a cabo
con una mezcla de perdxido de hidrogeno y acido acético glacial (HPAC) que, bajo determinadas
condiciones de operacion, permite depolimerizar parcialmente y solubilizar la lignina. Este método
de delignificacion utiliza reactivos que se descomponen en compuestos inocuos y genera un
sustrato que mejora la productividad de los azicares mediante tratamientos enzimaticos y

biologicos (Mota et al., 2019; Wi et al., 2015; Zhou et al., 2023). Distintas proporciones de la
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mezcla HPAC han sido empleadas en diversos estudios a fin de analizar su eficiencia en la
remocion de lignina para varios RLC. Del mismo modo, las condiciones de operacion como la
temperatura, la agitacion y tiempo de reaccion son variables cominmente estudiadas a fin de
encontrar aquellas que conduzcan a los mayores rendimientos asociados a la remocién de lignina
y recuperacion de holocelulosa. En los ultimos afios, se han publicado articulos que analizan la

efectividad de la hidrolisis acida-oxidativa sobre distintos RLC y bajo diversas condiciones.

Kuznetsov et al. (2002) implementaron el proceso de hidrolisis dcida-oxidativa con el objetivo
de delignificar chips de madera de dlamo y abate. En este caso, los mayores rendimientos se
observaron para una relacion molar H.O./CHsCOOH de 0,3 con el agregado de H2SO4 2% p/p
respecto a la masa seca de la madera, llevando a cabo la reaccion a 130°C durante 3 h en un reactor
sin agitacion con una relacion sélido/liquido de 0,2. Bajo estas condiciones, se obtuvo una
recuperacion del 86,6% en peso de la celulosa para el caso del dlamo y del 70% para el abate.
Estos rendimientos se vieron aumentados al incluir catalizadores (TiO2, Na2M0QO4) durante el

Proceso.

Por su parte, Tan et al. (2010) analizaron los rendimientos de la delignificacion con HPAC de
bagazo de cafia de azucar y su efecto sobre la posterior sacarificacion enzimatica. Como licor de
digestion emplearon soluciones acuosas con distintas proporciones de una mezcla equivolumétrica
de H20: al 30% y 4cido acético glacial. Las hidrolisis se realizaron con una relacion solido/liquido
de 125 g/L. Al aumentar la concentracion de HPAC, aumento la remocion de lignina al cabo de 24
h de reaccidn. Sin embargo, observaron que el efecto de la temperatura fue mayor que el que tiene
la concentracion de HPAC, alcanzandose un 97% de eliminacion de la lignina con un licor que
tenia un 69,1% de HPAC, cuando la reaccion se lleva a cabo a 80°C durante 26,5 h. Para estas
condiciones de reaccion, lograron recuperar un 68% de hemicelulosas. Posteriormente, el solido
obtenido condujo a conversiones -de carbohidratos a aziicares- mayores al 95% luego de 48 h de
sacarificacion enzimdtica en contraste con el casi 11% que se obtiene para el bagazo sin

pretratamiento.

Wi et al. (2015) estudiaron la hidrolisis acida-oxidativa en contraposicion a tratamientos con
otros solventes como H>SO4, CH3COOH, H>0O», acido peracético, y distintas mezclas de ellos. Los
sustratos elegidos para hacer el andlisis fueron paja de arroz, madera de pino y madera de roble.

Como indicadores de la eficiencia del tratamiento, midieron el porcentaje de lignina soluble y de
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holocelulosa en los solidos, y la conversion de las posteriores sacarificaciones y fermentaciones
para obtener etanol. Se estudiaron distintas relaciones volumétricas de H»O, y CH3COOH,
alcanzandose los mayores rendimientos de glucosa durante la sacarificacion de aquellas muestras
que fueron tratadas con mezclas equivolumétricas durante el pretratamiento. Para todos los
sustratos, el tratamiento con HPAC fue el que condujo a los mayores rendimientos de azlicares en
las sacarificaciones, siendo significativamente mas efectivo para las maderas que para la paja de
arroz. La temperatura y el tiempo de reaccion fueron dos variables estudiadas, encontrandose que
los rendimientos en las sacarificaciones aumentan con estas. Se hall6, ademads, que una vez que se
superan las 2 h de digestion, los efectos sobre la sacarificaciéon son menores. Lo mismo ocurre una
vez que la temperatura alcanza los 80°C. Realizando las delignificaciones en estas condiciones, el
porcentaje de lignina disminuye en un 85% para la paja de arroz y en un 98% para el caso de las
maderas. A su vez, se observa que el contenido de holocelulosa no disminuye apreciablemente por
el tratamiento, lo que indica que la hidrdlisis con HPAC tiene una buena selectividad en la
remocion de lignina. Otra ventaja que presenta este proceso frente a las hidrélisis acidas es que,
debido a las condiciones suaves de la hidrdlisis acida-oxidativa, se evitan la degradacion de los
monosacaridos a furfural y a 5-hidroximetilfurfural (HMF), que son toxicos para los

microorganismos fermentadores.

Mota et al. (2019) realizaron la digestion de paja de maiz, bagazo de cafia de azicar y corteza
de Eucalipto con mezclas equivolumétricas de HPAC durante 2 h y a 80°C, con una relacién
solido/liquido de 100g/L. La remocion de lignina alcanz6 un 45% para la paja de maiz, un 70%
para el bagazo y un 75% para el Eucalipto. En contraposicion, el porcentaje de celulosa cristalina
aumento en todos los casos, mientras que la hemicelulosa s6lo disminuy6 (en un 8%) para el
bagazo. Las posteriores hidrolisis enzimaticas se vieron positivamente afectadas debido al
pretratamiento con HPAC. La generacion de azicares reductores aumento para todos los sustratos
pretratados con respecto a aquellos sin tratamiento, siendo el efecto mucho maés significativo para
el Eucalipto (unas 20 veces, frente a 7 para el bagazo y 2 para la paja de maiz). Esto puede deberse
a que la adsorcion de la enzima también se ve favorecida en mayor medida para el Eucalipto que
para los otros sustratos delignificados. En cuanto a la generaciéon de inhibidores durante la
hidrolisis acida-oxidativa, no detectaron acumulacion de furfural ni de HMF en el licor; incluso

realizaron experimentos con estandares de furfural y HMF para verificar si el HPAC es capaz de
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degradar estos compuestos, alcanzandose la degradacion completa de los mismos luego de 40 min

de incubacion.

Meng et al. (2022) estudiaron el pretratamiento con HPAC sobre residuos de bambu. Como licor
de tratamiento emplearon mezclas equivolumétricas H>O; y 4cido acético, con un 0,5% p/p de
H>SO4 como catalizador. El tratamiento fue realizado durante 2 h y a 60°C, lograndose una
remocion de lignina de entre el 70% y el 85%. Luego, las muestras sacarificadas condujeron a
mayores rendimientos de azuicares fermentables (entre 71% y 84%) que aquellas que fueron
delignificadas por otros procedimientos como la hidrélisis acida con H>SOg4, la hidrélisis alcalina

con KOH vy el tratamiento hidrotérmico (que en el mejor de los casos condujo al 20,5%).

Todos los estudios presentados sugieren que el HPAC es util para alcanzar altos grados de
remocion de lignina y altos porcentajes de recuperacion de holocelulosa, sin requerir condiciones
demasiado severas de operacion. Los resultados son significativamente mas positivos para las
maderas que para los otros sustratos analizados. Ademas, la hidro6lisis con HPAC reduce la
generacion de compuestos toxicos que surgen de la oxidacion de los azlcares y pueden inhibir a

las enzimas y microorganismos utilizados en la sacarificacion y la fermentacion posteriores.

1.2 Hidrolisis enzimatica

La obtencion de azicares fermentables a partir de los polisacaridos presentes en los RLC puede
llevarse a cabo mediante hidrélisis 4cida o hidrélisis enzimatica. Esta Gltima es considerada mas
segura y ecoldgica debido a sus condiciones mas suaves, menores requerimientos energéticos y
baja generacion de residuos (Rocha-Martin et al., 2017; Saini et al., 2022). Sin embargo, la
cristalinidad y estabilidad de la celulosa lo convierten en un proceso complejo, requiriendo altas
dosis de enzima que lo vuelven costoso (Baski et al., 2023; Guo et al., 2018). Por estos motivos es

de gran importancia encontrar alternativas que permitan mejorar la eficiencia de este proceso.

1.2.1 Cocteles enzimaticos de celulasas
La estructura de la biomasa lignocelulésica es muy compleja, por lo que se requieren variadas
enzimas y proteinas para una eficiente sacarificacion (Adsul et al., 2020). Las celulasas son las

enzimas capaces de descomponer la celulosa y algunos polisacaridos asociados para producir
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azucares fermentables. Las celulasas incluyen distintas enzimas que tienen mecanismos de accion
especificos sobre los poli y oligosacaridos. Entre ellas, se encuentras las endoglucanasas, las
celobiohidrolasas y las B-glucosidasas. Las endoglucanasas hidrolizan aleatoriamente los enlaces
B-1,4-glucosidicos internos de la celulosa cristalina, generando oligosacaridos de diferentes
longitudes. Las celobiohidrolasas atacan desde los extremos libres de las cadenas de celulosa,
generando celobiosa. Por su parte, las B-glucosidasas producen glucosa a partir de la hidrélisis de
la celobiosa (Saini et al., 2022; Zheng et al., 2021). La Figura 1.4 esquematiza el mecanismo de

accion de estas enzimas sobre la biomasa lignocelulosica.
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Figura 1.4. Mecanismos de accion de las distintas celulasas sobre la biomasa lignocelulosica.
Reformulado a partir de Zheng et al. (2021).

Ademas de las celulasas, existen otros grupos de enzimas que permiten aumentar la produccion
de azlcares fermentables a partir de RLC (Adsul et al., 2020; Saini et al., 2022). Las hemicelulasas
son las encargadas de generar monosacaridos de la hemicelulosa. Las monooxigenasas liticas de
polisacaridos (LPMOs) son consideradas enzimas accesorias encargadas de la hidroxilacion de la

celulosa (Singhania et al., 2021).

Todas estas enzimas actian de manera sinérgica para lograr una degradacion eficiente de la
celulosa en glucosa (Zheng et al., 2021). Generar una mezcla equilibrada de enzimas celuloliticas
es esencial para que la hidrdlisis enzimatica sea eficiente (Adsul et al., 2020; Saini et al., 2022).
Actualmente se dispone de una gran variedad de cocteles comerciales que combinan distintas
enzimas celuloliticas, logrando una eficiencia superior en comparacion con el uso individual de

cada enzima (Yang et al., 2023). La eficiencia de estos cocteles depende de diversos factores, como
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el pH, la temperatura y el tiempo de residencia, limitaciones de transferencia de masa, y el uso de

aditivos (Baksi et al., 2023; Yang et al., 2023).

1.2.2 Surfactantes no i6nicos como aditivos en la sacarificacion
Numerosos estudios han analizado la utilizacioén de surfactantes como aditivos para mejorar la
eficiencia de la sacarificacion. Las razones por las que se cree que puedan tener efectos positivos

son diversas, e incluso no hay consenso sobre el efecto que generan (Zheng et al., 2021).

Yu et al. (2018) han demostrado que los surfactantes catidnicos pueden mejorar la conversion
en la hidrolisis enzimatica de fibras de papel de desecho desentintadas mediante flotacion alcalina,
las cuales contienen principalmente celulosa con carga negativa. Los autores argumentan que,
durante el proceso de produccion de pulpa, los grupos hidroxilo (—OH) y los extremos reductores
de la celulosa, asi como los grupos carbonilo de la lignina, se oxidan a grupos carboxilicos
(—COOH), que tendrian carga negativa al pH de la hidrélisis enzimatica. Por lo tanto, un
surfactante cationico tendria un efecto positivo al prevenir la repulsion electrostatica entre la

celulosa y la enzima, mejorando la adsorcion de la celulasa en el polimero.

No obstante, la mayoria de los estudios sobre la influencia de aditivos han destacado la mejora
obtenida en la sacarificacion de celulosa y de RLC pretratados al usar surfactantes no idnicos
(Sanchez-Muiios et al., 2022). Por ejemplo, Pallapolu et al. (2020) probaron el efecto de agregar
polimeros no idnicos (polivinilpirrolidona, PVP; polietilenglicol, PEG; y alcohol polivinilico) y
polimeros 16nicos (poliacrilamida catidnica y polietilenimina) en la hidrdlisis enzimatica de
celulosa libre de lignina y dos RLC pretratados (pasto varilla y rastrojo de maiz), concluyendo que
los polimeros no i6nicos generaron mejoras significativamente mayores en la digestibilidad del

glucano.

Hsieh et al. (2015) encontraron que el efecto del PEG como aditivo en la hidrolisis de celulosa
variaba segin el tipo de enzima, siendo particularmente beneficioso para potenciar las
celobiohidrolasas (CBH) y con casi ninguna influencia en las endoglucanasas (EG) o -
glucosidasas. Los cécteles enzimaticos comerciales generalmente contienen mezclas con un alto
porcentaje de CBH. Los autores también argumentaron que podria haber un efecto relacionado con
las interacciones PEG-agua, ya que la adiciéon de PEG promoveria la movilidad del solvente, como

se infiere de los valores aumentados del tiempo de relajacion spin-spin T2.
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Lou et al. (2018) encontraron que, en condiciones de enzimas diluidas y baja carga de sélidos,
la actividad enzimatica esta fuertemente influenciada por el estrés hidrodinamico, ya sea por la
agitacion mecéanica o por la presencia de una interfaz gas-liquido. Mostraron que, en esas
condiciones, la adicion de surfactantes no idnicos protege significativamente la actividad
enzimatica. Estos autores también estudiaron la adsorcion de celulasa sobre la celulosa y
observaron que ésta se modifica solo ligeramente en presencia de PEG4600; por lo tanto,
concluyeron que los surfactantes no idnicos no mejoran la hidrélisis enzimatica de la celulosa

debido al aumento de la adsorcion de celulasa sobre ella.

Chen et al. (2018) encontraron que el aumento en la digestibilidad enzimatica obtenido con la
adicion de Tween 20 en la hidrolisis de paja de trigo pretratada con acido diluido fue significativo
para todas las velocidades de agitacion, pero mayor a 100 y 200 rpm en comparacion con 150 rpm.
También reportaron que la adicion del surfactante no idnico incrementd progresivamente la
digestibilidad para cargas de so6lido entre 3 y 10% p/p, y ampli6 la ventana optima de pH. El
aumento en el rendimiento de la hidrolisis debido al efecto del surfactante fue mayor fuera del
rango de pH 4,8-5,0, igualando casi la digestibilidad obtenida para un pH entre 4,5 y 5,5. Con lo
cual, concluyen que el efecto del agregado de Tween 20 durante la sacarificacion depende de las
condiciones a las que se produce la misma, y parece ser mas significativo en condiciones mas
severas. Por otra parte, estos autores encontraron un fuerte efecto inhibitorio del Tween 20 en la
hidrdlisis enzimatica de papel de filtro. Sin embargo, la adicion de Tween 20 al papel de filtro
mezclado con diferentes tipos de lignina tuvo siempre un efecto positivo en la digestibilidad

enzimatica.

Zhou et al. (2015) también informaron una influencia negativa de los surfactantes no iénicos en
la hidrélisis de celulosa microcristalina pura cuando el surfactante se afiadid en altas
concentraciones. Los autores concluyeron que el efecto del surfactante en la hidrélisis de celulosa
depende de la estructura de la celulosa, las condiciones de hidrdlisis y la formulacion del coctel

enzimatico.

Zong et al. (2015) encontraron que la sacarificacion de polvo de celulosa cristalina pura usando
PEG como surfactante mostré una menor mejora en la velocidad de reaccion y en la conversion
que las alcanzadas al usar rastrojo de maiz pretratado como sustrato. También reportaron que

mezclar PEG con la enzima antes de la sacarificacion del rastrojo de maiz no mostré ninguna
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mejora. En contraste, premezclar el sustrato con PEG gener6 la misma mejora que mezclar todo

en el inicio.

Zhang et al. (2021b) reportaron el efecto beneficioso de usar Tween 80 para aumentar
significativamente el rendimiento de glucosa y reducir el tiempo de hidrolisis enzimatica del
bagazo de cafia pretratado con etanol catalizado por NaOH. Los autores indicaron que se podria
alcanzar un rendimiento de glucosa de aproximadamente el 90% con la mitad de la dosis de enzima
al agregar Tween 80 y reducir el tiempo de hidrdlisis en un ~67%. En la misma linea, Lv et al.
(2022) reportaron una influencia positiva similar de Tween 80 en el rendimiento de glucosa del
bagazo de cafia pretratado con etilenglicol catalizado por HCI. Ying et al. (2021a) también
evidenciaron las ventajas de usar Tween 80 para mejorar la disponibilidad de glucosa en dlamo
pretratado con un método combinado de acido diluido mas oxidacion acida. Estos resultados
pueden tener relacion con lo reportado por Xu et al. (2015), logrando soluciones de agua+Tween

80 capaces de disolver la lignina.

En conclusion, aunque la influencia de los surfactantes no i6nicos ha sido ampliamente
estudiada, ain existen inconsistencias e informacion limitada para determinar con certeza su efecto
beneficioso y el mecanismo que lo genera. En los casos en los cuales se hidrolizo6 celulosa pura, la
influencia fue positiva o negativa dependiendo del surfactante utilizado, su concentracion, la
velocidad de agitacion o el area interfacial gas-liquido. Por lo tanto, en esta tesis se busco
determinar las influencias de estas variables en el rendimiento de glucosa obtenido a partir de papel
de filtro, utilizando varios surfactantes no io6nicos para comparar con resultados reportados.
Ademas, se estudid el efecto sobre la hidrolisis enzimatica de la carboximetilcelulosa, con el fin

de analizar el efecto en un sustrato celuldsico con una estructura diferente en medio homogéneo.

Por otro lado, la informacién disponible sobre el efecto de los surfactantes no i6nicos en la
sacarificacion de RLC pretratados es limitada. Se ha estudiado en diferentes precursores con
distintos métodos de pretratamiento, resultando generalmente en una influencia positiva atribuida
a la reduccion de los efectos inhibitorios de la lignina o de compuestos toxicos. Por lo tanto,
también se estudio el efecto de afiadir surfactantes no idnicos en la hidrolisis enziméatica de dos

RLC (aserrin de Eucalyptus sp. y Platanus acerifolia) pretratados con HPAC.
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1.3 Cavitacion hidrodinamica

1.3.1 El fendmeno de la cavitacion

La cavitacion es un fendmeno caracterizado por la aparicion, expansion y posterior colapso de
burbujas dentro de un liquido en un intervalo de tiempo muy corto, generalmente de milisegundos,
dado por una subita caida en la presion (Wang et al., 2021). Los cambios abruptos en la interfaz
entre el vapor y el liquido generan microchorros que pueden alcanzar velocidades superiores a 150
m/s, acompafiados de una presion de impacto que puede llegar hasta 200 MPa (Askarniya et al.,
2023). Estos microchorros producen flujos turbulentos localizados y microcirculacion, lo que
optimiza la transferencia de masa entre las fases gaseosa y liquida, pudiendo potenciar distintas
reacciones quimicas (Askarniya et al., 2023; Wang et al., 2021). A su vez, al impactar estos
microchorros contra la pared opuesta de la burbuja, se producen una serie de ondas de choque que
pueden propagarse a velocidades de aproximadamente 2000 m/s. Luego, el colapso del toroide
principal da lugar a un conjunto de ondas de choque aun mas intensas (Supponen et al., 2015).
Ademéds, la implosion de las burbujas genera un elevado esfuerzo de corte en las paredes
circundantes, alcanzando valores de hasta 3,5 kPa (Dijkink et al., 2008). Esta fuerza intensa de
implosion puede ser capaz incluso de romper los enlaces quimicos de diversos compuestos. Las
moléculas de agua pueden romperse en diversas especies con un alto poder oxidante, como los
radicales hidroxilo (-OH), capaces de reaccionar con los compuestos organicos (Podbevsek et al.,
2021; Wang et al., 2021). Por esto ultimo, se ha establecido que el agregado de H20O2 puede mejorar
el efecto de la cavitacion debido a una mayor formacion de radicales -OH como consecuencia de
la disociacion del peroxido de hidrégeno durante el proceso (Wang et al., 2021). Podbevsek et al.
(2021) realizaron estudios mediante luminiscencia para ubicar la zona de mayor actividad de los
radicales libres formados por cavitacion empleando una técnica con luminol, y encontraron que
ocurre posterior a la zona de implosion de las burbujas. Wang et al. (2009) demostraron la
existencia de una sinergia entre la cavitacion hidrodindmica (HC) y el uso de H2O> para la
degradacion de rodamina B en solucion acuosa. Posteriormente esta sinergia en la eficiencia de la
HC por agregado de perdxido de hidrogeno para la remocion de compuestos organicos fue
confirmada por numerosos trabajos (Gagol et al., 2018). Por su parte, Badve et al. (2013)
observaron una mejora en la disminuciéon de la DQO (demanda quimica de oxigeno) de aguas

residuales al agregar H>O> durante el tratamiento con HC. Sin embargo, encontraron que existe
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una concentracion optima de H,O», que dependera de cada caso en particular (tipo de cavitador,

contaminante, etc.).

Por otro lado, la cavitacion es capaz de generar efectos fisicos sobre sélidos debido a las fuerzas
de corte extremas producidas durante la implosion e las burbujas. Entre otros, es capaz de afectar
suspensiones provocando la disminucion de tamafio de particula y cambios en las propiedades
reologicas de suspensiones y soluciones de polimeros (Nagarajan y Ranade, 2022; 2019). Las
condiciones de alta presion alcanzadas son capaces de producir pequefas perforaciones o erosion
en superficies solidas, debido a la emision de ondas de choque y la formacion de un microchorro
de alta velocidad que se dirige hacia la superficie del solido al colapsar la burbuja. Esta erosion
podria ayudar en la degradacion de materiales quimica y biologicamente resistentes (Prado et al.,

2022).

La cavitacion, en lo que a operaciones y procesos se refiere, se puede clasificar en dos tipos,
segun las causas que la originan (Askarniya et al., 2023, Zheng et al., 2022): la cavitacion
hidrodinamica (HC), generada por cambios bruscos de la presion del liquido; y la cavitacion
acustica (AC), generada por ultrasonido. Estas dos son las més empleadas a escala industrial
debido a la facilidad de generar las condiciones necesarias para que suceda la cavitacion y por su

simple operacion (Zheng et al., 2022).

La frecuencia de irradiacion en la cavitacion actstica y el tiempo de recuperacion de presion en
la cavitacion hidrodindmica tienen efectos similares sobre la vida util de las burbujas y el volumen
de cavitacion activa. Si bien la AC es ampliamente estudiada por los efectos quimicos que puede
producir (sonoquimica), la corta longitud de onda del ultrasonido limita significativamente su
capacidad de transmision, lo que dificulta la escalabilidad de la AC y restringe su aplicacion a gran
escala. Por su parte, la HC es mas facilmente escalable debido a la facilidad de ocasionar
perturbaciones de la dindmica de fluidos y al conocimiento disponible de como se desarrolla el
flujo aguas abajo de las restricciones, siendo incluso posible realizar simulaciones para optimizar
el disefo del dispositivo de cavitacion. En cuanto al consumo energético, la HC suele requerir
menos energia en comparacion con la AC, lo que la hace mas eficiente (Gogate, 2016). Por estos
motivos, en los ltimos afios, la HC se ha convertido en una alternativa prometedora que supera a
la AC en lo referido a sus posibles aplicaciones industriales (Holkar 2019; Thanekar y Gogate,

2019), fundamentalmente relacionada con los costos asociados al escalado del proceso (Agarkoti
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et al., 2021a). De todos modos, para ciertos efluentes recalcitrantes como los farmacéuticos, y
cuando los volumenes no son extremadamente grandes, ambos tipos de cavitacion son aplicables
e igualmente eficientes y convenientes, especialmente en combinaciones hibridas con otros

procesos de oxidacion avanzados, como el proceso Fenton (Lakshmi et al., 2022).

1.3.2 Caracteristicas y parametros relevantes en la cavitacion hidrodindmica

La cavitacion hidrodindmica es generada por cambios bruscos de presion inducidos por
perturbaciones en el flujo que ocasionan cambios en la velocidad en un medio liquido. Puede
producirse, por ejemplo, al atravesar una contraccion (placa orificio o tubo Venturi), o mediante la
rotacion de un objeto dentro del liquido (turbinas, hélices), o por induccion de la rotacion del
liquido por determinadas geometrias (cavitadores tipo vortex) (Agarkoti et al., 2021b; Simpson y

Ranade, 2019).

En sistemas de flujo, lo mas frecuente es utilizar las contracciones (como el tubo Venturi) para
generar aumentos en la velocidad del fluido, por su simplicidad y bajo costo. Siguiendo el principio
de Bernoulli (Ecuacion 1.1), al atravesar una contraccion la velocidad del fluido aumenta a
expensas de la presion. En consecuencia, en la zona de mayor velocidad, como en la garganta de
un tubo Venturi, se dard la menor presion. Cuando la presion local disminuye por debajo de la
presion de vapor del fluido que circula, se forman burbujas de cavitacion. Aguas abajo de la
contraccion, el liquido disminuye la velocidad cuando la seccion aumenta y se recupera la presion,
comprimiéndose las burbujas y conduciendo a su colapso (Figura 1.5). Esto provoca una elevada
turbulencia y un aumento local de la temperatura y la presion, resultando en ondas de choque
altamente destructivas (Hamidi et al., 2023). La intensidad de la turbulencia depende de cuan
grande es la caida de presion en el dispositivo de cavitacion, la forma de la contraccion y qué tan

rapido vuelve a aumentar la presion luego de la contraccion.

Segun Madison et al. (2017), el tamafio de las burbujas define la intensidad de la cavitacion,
siendo mayor el efecto cuanto mayor es el tamafio que logran alcanzar las burbujas en la zona de
baja presion en la cual se expanden. Estos autores sostienen que un gran niimero de burbujas de
cavitacion pueden alterar la estructura de la biomasa al colapsar. Definen la “vida de la burbuja”
como un parametro importante, que puede determinarse a partir de la distancia que recorre la
burbuja antes de colapsar. La “vida de la burbuja” es una medida del volumen activo donde la

cavitacion tiene efecto. De todos modos, la forma de las burbujas también influye sobre la
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intensidad de la implosion y las burbujas pequeiias suelen ser mas proclives a mantener su forma
esférica y ocasionar efectos muy intensos (van Wijngaarden, 2016). Por otro lado, como resultado
de la compresion y posterior implosion, la temperatura dentro de la burbuja puede alcanzar valores
de 5.000-10.000 K y presiones locales de hasta 1.000 atm (Badve et al., 2013; van Wijngaarden,
2016; Pavlenko, 2024). Esto ultimo genera puntos locales de altas intensidades de energia, siendo

condiciones propicias para romper enlaces y/o promover la formacion de radicales libres.

1 1
P1+5pvi =D +5pV3 v, (1.1)

Xx X7 X2

Figura 1.5. Cavitacion a través de un tubo Venturi. Gagol et al. (2018).

Al momento de disefiar un dispositivo de cavitacion hidrodindmica es importante fijar los
pardmetros que afectan el proceso. Existe un numero adimensional que se ha utilizado
ampliamente para caracterizar la cavitacion, llamado nimero de cavitacion (Cy ), cuya definicion
mas frecuente lo establece como la diferencia entre la presion aguas abajo del dispositivo de

cavitacion (P2) y la presion de vapor del liquido a la temperatura de operacion (Pv), referido a la

presion dindmica (% pv?) en la garganta (Ecuacién 1.2) (Saharan et al., 2012).
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(1.2)

El nimero de cavitacion, que puede definirse ajustando las condiciones operativas y la geometria
del cavitador, es util para determinar la calidad de la cavitacion. Valores bajos de Cy, indican mayor
probabilidad de que la cavitacién ocurra o una cavitacion de mayor magnitud. Las condiciones
Optimas de cavitacion se alcanzan cuando C, < 1, mientras que para valores mayores a 1, las
burbujas oscilan en lugar de colapsar, lo que reduce la eficiencia de la cavitacion (Hamidi et al.,
2023). Bagal y Gogate (2014) aseguran que el rango optimo de Cy, se encuentra entre 0,1 y 1, dado
que a menores valores de Cy, puede ocurrir coalescencia, formandose burbujas grandes a partir de

las pequefias en lugar del colapso de las mismas.

En sus inicios, se creia que la eficiencia de la cavitacion estaba relacionada con el tiempo de
tratamiento. Sin embargo, se encontrd que, al cambiar la velocidad de circulacion del fluido para
el mismo tiempo de tratamiento, se obtenian resultados diferentes. En consecuencia, se determind
que la eficiencia de la cavitaciéon depende del nimero de pasos (Np) a través del dispositivo
(Ranade et al., 2021; Wang et al., 2021). El mismo, para un sistema batch, se define como el
cociente entre el caudal volumétrico (Qv) y el volumen (V) circulante por el sistema, multiplicado

por el tiempo (t) de operacion (Sarvothaman et al., 2018) (Ecuacion 1.3).

En general, un aumento en el nimero de pasos conduce a tratamientos mas efectivos. Sin
embargo, por arriba de determinado niimero de pasos -segun el caso-, esos efectos se vuelven
menos significativos. Ademds, aumentar el nimero de pasos implica aumentar el tiempo de
tratamiento y/o el caudal, lo que conduce a un mayor consumo energético. En consecuencia, es
conveniente optimizar el nimero de pasos en un determinado proceso de cavitacion (Nagarajan y

Ranade, 2022).
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1.3.3 Tipos de dispositivos de cavitacion hidrodindmica

Existen distintos tipos de dispositivos de HC que se diferencian por sus caracteristicas
constructivas. En términos generales se los clasifica en estaticos y rotatorios. Como su nombre lo
indica, los primeros no tienen partes moviles, siendo mas sencillos de fabricar y operar, y con
menor tendencia al desgaste del material con el tiempo. Los rotatorios contienen un rotor cilindrico
con hendiduras sobre su superficie (Figura 1.6 a). En los cavitadores estaticos la caida de presion
es mayor que en los rotatorios, lo que implica un mayor costo energético de bombeo. Sin embargo,
los rotatorios tienen otras complejidades asociadas a la operacion, dado que, como consecuencia
de la rotacion del rotor cilindrico, se genera mayor aumento de la temperatura lo que puede afectar
la eficiencia del proceso y podria, incluso, requerir mayores costos de enfriamiento. Ademas, se
trata de dispositivos mas complejos y menos estudiados que los estaticos, por lo que son menos

utilizados a mayor escala (Carpenter et al., 2016; Hamidi et al., 2023).

Dentro de los cavitadores estaticos se distinguen tres clases: los de placa orificio, los de tubo
Venturi, y los tipo vortex (Figura 1.6 b, ¢ y d). Si bien todos ellos han sido empleados para
intensificar numerosos procesos (Hamidi et al., 2023), el tubo Venturi presenta algunas ventajas
frente a los otros, siendo relativamente sencillo de construir y de bajo costo, motivo por el cual fue
el dispositivo elegido como intensificador de procesos en esta tesis. Se ha demostrado que generan
mayor cantidad de burbujas de cavitacién y aumentan la “vida de la burbuja” debido a las secciones
suaves convergentes y divergentes. Ademas, una superficie convergente curva suele conducir a

mayor eficiencia de la cavitacion (Carpenter et al., 2016).
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Figura 1.6. Esquema de los distintos dispositivos de cavitacion hidrodindmica. (a) Rotatorio,
(b) placa orificio, (c) tubo Venturi, (d) vortex. Reformulado a partir de Carpenter et al. (2016),
Sarvothaman et al. (2018) y Hamidi et al. (2023).

1.3.4 Procesos intensificados por cavitacion hidrodinamica

La cavitacion hidrodinamica ha sido empleada de manera eficiente en niimeros procesos.
Durante las ultimas décadas, la tecnologia de HC se ha aplicado ampliamente en el tratamiento de
aguas y efluentes para eliminar compuestos bio-refractarios, como colorantes, pesticidas,
farmacos, compuestos poliaromaticos, entre otros (Szaja et al., 2022). También se aplica cada vez
mas para intensificar diversos procesos industriales, como la generacion de biocombustibles
(Hamidi et al., 2023), la extraccion de compuestos bioactivos (Askarniya et al., 2023) y como
método de pretratamiento de residuos lignoceluldsicos para mejorar la produccion de biogas
(Naragajan y Ranade, 2019; 2022) y bioetanol (Prado et al., 2024; Teran Hilares et al., 2016; 2017;
2019). Sin embargo, en comparacion con otras tecnologias emergentes (como microondas y
ultrasonido), el uso de HC como método de pretratamiento ha sido escasamente investigado, a

pesar de los buenos resultados reportados hasta ahora (Sun et al., 2022).
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Como pretratamiento, la cavitacion hidrodinamica (HC) puede aplicarse directamente a los
residuos lignoceluldsicos o combinarse con otros procesos. Naragajan y Ranade (2019; 2022)
trataron directamente bagazo de cafia de azticar con HC para la produccion de biogés, logrando
aumentos en el rendimiento de biogas superiores al 100% para particulas molidas. El s6lido fue
recirculado a través del dispositivo de cavitacion, y las mejoras se atribuyeron a la mayor

biodisponibilidad del material lignocelulosico para el ataque de microorganismos.

Se ha propuesto que la cavitacion puede promover una ruptura efectiva de la matriz
lignocelulosica con delignificacion a bajas temperaturas. Ademas, puede reducir la cristalinidad
de la celulosa y mejorar la accesibilidad de las enzimas a las fibras (Verdini et al., 2021). Ramirez-
Cadavid et al. (2016) utilizaron HC para tratar directamente residuos de molinos de maiz,
mejorando la etapa subsiguiente de sacarificacion enzimatica con amilasa para producir etanol,
logrando un aumento en la produccion de etanol con una dosis significativamente menor de
enzimas. Teran Hilares et al. (2016; 2017; 2019) y Madison et al. (2017) combinaron un
pretratamiento alcalino para el bagazo de cafia de azticar con HC, lo que result6é en un aumento del

rendimiento de glucosa durante la etapa subsiguiente de sacarificacion enzimatica.

Recientemente, Prado et al. (2022; 2024) extendieron la aplicacion a un pretratamiento acido-
oxidativo, combinando un pretratamiento con 4cido diluido (sulfurico, pH= 4-7) intensificado con
ozono y HC, asistido con la adicion de hierro para promover un proceso avanzado de oxidacion
tipo Fenton. El bagazo de cana de azlcar pretratado fue luego hidrolizado enzimaticamente para
alimentar una fermentacién simultdnea en reactores interconectados, logrando mayores

rendimientos de etanol.

Varios estudios resaltaron la importancia de la proporcion solido/liquido, indicando que una baja
carga de solidos (<5% de solidos, p/p) llevo a una mayor intensificacion (Szaja et al., 2022).
Ademas, la HC también se ha utilizado para intensificar un pretratamiento alcalino con el objetivo
de usar fuentes alternativas no madereras para la fabricacion de papel (Tsalagkas et al., 2021). Por
lo tanto, el uso de HC, ya sea como pretratamiento unico o para intensificar otros métodos de

pretratamiento, es prometedor para promover la generacion rentable de azticares fermentables.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en esta tesis se decidid aplicar HC durante el proceso de
lavado de los RLC luego de la hidrolisis 4cida-oxidativa para analizar si es eficiente para

intensificar la posterior hidrolisis enzimatica del s6lido. Como referencia para la comparacion, se
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analiz6 el efecto someter al papel de filtro a cavitacion hidrodinamica antes de su hidrdlisis

enzimatica.

1.4 Mezcladores estaticos

El mezclado es una operacion esencial en la mayoria de los procesos industriales modernos y
abarca un amplio rango de aplicaciones en sectores como la industria quimica, farmacéutica,
cosmética, alimentaria, petroquimica, de celulosa y papel, polimeros, procesamiento de minerales
y biotecnologia (Valdés et al., 2022). Su objetivo principal es reducir la inhomogeneidad de un
sistema causada por gradientes de viscosidad, concentracion o temperatura, permitiendo asi

alcanzar condiciones Optimas para cada proceso.

Los componentes a mezclar pueden ser fluidos miscibles o inmiscibles y, dependiendo de la
aplicacion, el proceso puede involucrar la transferencia de masa, la aceleracion de reacciones
quimicas o simplemente la combinacion de sustancias para obtener un producto final homogéneo.
En el caso de mezclas liquido-liquido inmiscibles, el desafio radica en la escala de dispersion
alcanzada, ya que la generacion de gotas finas y la ruptura de la fase dispersa requieren un alto

consumo de energia (Li et al., 2025).

Ademas de ser fundamental para la calidad y el rendimiento de un producto, el mezclado influye
en la transferencia de calor y masa, asi como en las velocidades de reaccion dentro de un proceso.
Sin embargo, también representa una parte sustancial del consumo energético industrial, lo que
implica importantes costos de operacion y capital. Ademas, se ha comprobado que problemas de
mezclado han generado grandes pérdidas econdmicas a distintas industrias, debido a la obtencion
de productos que no cumplen con la calidad ni las propiedades deseadas (Valdés et al., 2022). Por
lo tanto, optimizar la eficiencia de los procesos de mezcla es crucial para mejorar la sostenibilidad

y reducir el impacto econémico en la produccion industrial.

Los tanques agitados son los dispositivos mas comunmente utilizados para fomentar el
mezclado. Se los considera agitadores dindmicos ya que poseen un impulsor giratorio que crea el
movimiento del fluido dentro del tanque. Este movimiento produce diferentes fendmenos de

mezclado, dependiendo del tipo de impulsor y de las condiciones operativas. Los mezcladores

26



estaticos han demostrado ser una alternativa atractiva a los tanques agitados convencionales,

aunque no han sido tenidos en igual consideracion (Valdés et al., 2022).

Los mezcladores estaticos son dispositivos que permiten la mezcla continua dentro de sistemas
tipo tuberia sin necesidad de partes moviles. Se han utilizado para mezclado liquido-liquido, la
dispersion gas-liquido, mezclado solido-liquido y para facilitar el mezclado y transferencia de
masa en reactores quimicos (Fleite et al., 2020; Ghanem et al., 2014; Jegatheeswaran et al., 2020;
Scala et al., 2020; Schrimpf et al., 2019; Valdés et al., 2022; Wang et al., 2022). Los mezcladores
estaticos tienen muchas ventajas en comparacion con los tanques agitados, como su disefio
compacto, bajo costo relativo, ausencia de partes moviles, baja caida de presion y excelente
contacto entre fases. Recientemente, se han aplicado cada vez mas para promover la dispersion en
sistemas liquido-liquido, ya que pueden generar distribuciones de tamafio de gotas relativamente
estrechas debido a la disipacion uniforme de energia (Hakansson, 2019; Lebaz et al., 2023; 2022;
Lebaz y Sheibat-Othman, 2022; Schrimpf et al., 2019; Valdés et al., 2023; Vikhansky, 2020).

Se han desarrollado y utilizado muchos disefios de mezcladores estaticos para las aplicaciones
mencionadas. Un disefio muy simple que ha demostrado ser adecuado para ciertos propodsitos es
la inclusién sucesiva de contracciones y expansiones (CE) en la tuberia. Los dispositivos CE han
demostrado mejorar la mezcla de liquidos miscibles e inmiscibles (Hoang et al., 2018; Lii et al.,
2016; Yidirim, 2017; Zhang et al., 2022), particularmente, pero no exclusivamente, en
microdispositivos. Ademads, se ha evidenciado que pueden romper fléculos suspendidos en
tratamientos de floculacion de aguas residuales debido a la turbulencia generada (Fleite et al.,

2020).

Considerando que los mezcladores estaticos de CE son buenos promotores de la turbulencia, y
que ademas su operacion implica menores costos energéticos que un dispositivo de cavitacion, en
esta tesis se decidid analizar la influencia de interponer un mezclador estatico de CE en el proceso
de lavado en recirculacion de los RLC delignificados. Al igual que para los lavados intensificados
por HC, se analiz6 el efecto del empleo del mezclador de CE sobre el lavado de papel de filtro

como referencia.
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Capitulo 2 : Metodologia

El principal objetivo de este trabajo fue analizar estrategias de intensificacion de la etapa de
sacarificacion enzimatica de residuos lignocelulésicos, con el fin de maximizar la produccion de
azucares fermentables. Este capitulo contiene la descripcion de los materiales y los principales
procedimientos utilizados en la tesis tanto para el tratamiento de las muestras como para su
caracterizacion.

La Figura 2.1 representa el diagrama de flujo del proceso empleado para la obtencion de
azucares fermentables a partir de sustratos lignocelul6sicos. En primer lugar, los sustratos fueron
tratados mecanicamente para obtener una granulometria uniforme. Luego, pasaron a una etapa de
hidroélisis &cida oxidativa que tiene por objetivo reducir el contenido de lignina en el solido sin
descomponer en gran medida el contenido de celulosa. Posteriormente, se incluy6 una etapa de
lavado del solido para eliminar los reactivos empleados en la hidrdlisis 4cida-oxidativa. Es en esta
etapa en la que se incorporaron estrategias de intensificacion. Finalmente, el sélido resultante se
sacarificd mediante una hidrdlisis enzimatica. A continuacion, se detallaran cuales fueron los

sustratos estudiados y se describiran los detalles de cada una de las etapas esquematizadas en la

Figura 2.1.
% Acondicionamiento Hidrolisis acida - Hidrolisis &
—> . > o > o =—> .
%%( y molienda oxidativa Lavado enzimatica Determinacion
de glucosa

Figura 2.1. Diagrama de flujo del proceso de obtencion de glucosa a partir de sustratos
lignocelulosicos.

2.1 Sustratos empleados

2.1.1 Sustratos modelo utilizados como referencia

Con el fin de analizar el efecto de las distintas estrategias sobre un sustrato compuesto
Unicamente por celulosa, se empleé papel de filtro Munktell grado 3W de 80g/m? como sustrato
modelo. Todos los ensayos realizados sobre los distintos sustratos lignoceluldsicos fueron

contrastados con los resultados obtenidos con este papel de filtro. Tambien se empled
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carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato base para algunos experimentos. La CMC tiene por
principal caracteristica el reemplazo de algunos grupos oxhidrilo por carboximetilos, teniendo una
estructura menos lineal que la celulosa, y siendo mucho mas soluble en agua. En la Figura 2.2 se

pueden observar las estructuras de estos dos sustratos modelo.

2) OH

OH
. O HO ot
HO O O
OH

b) OH

Figura 2.2. Estructuras de los sustratos considerados modelo: a) Celulosa; b)
Carboximetilcelulosa.

2.1.2 Residuos lignoceluldsicos (RLC)

Dado que el objetivo del trabajo es la valorizacion de residuos lignocelulésicos, como sustratos
lignocelulosicos se han empleado residuos de madera de distintas especies, Eucalipto (Eucalyptus

sp.), Tipa (Tipuana tipu) y Pino (Pinus sp.), y hojas secas de Platano (Platanus acerifolia). La
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madera de Eucalipto se obtuvo de cajones de frutas, la de Pino de residuos de mobiliario, y la de

Tipay las hojas de Platano de residuos de poda.

2.2 Caracterizacion de los sustratos

2.2.1 Determinacion de humedad

Todos los ensayos realizados tienen en consideracion la relacion sélido/liquido, tomando al
solido en base seca, a fin de asegurar que la relacion sea siempre la misma, independientemente
del sustrato utilizado. Para ello es necesario determinar la humedad de los sustratos crudos, antes
de las etapas de lavado y sacarificacion enzimatica. La humedad se midi6é en una termobalanza

Sartorius MA35 operando a una temperatura constante de 105°C.

2.2.2 Morfologia y Composicion

Los sustratos empleados fueron observados mediante microscopia de barrido electronico (SEM)
para analizar su morfologia. Las microscopias SEM fueron realizadas en el Centro de
Microscopias Avanzadas (FCEyN, UBA) con un microscopio de barrido electrénico Zeiss
GeminiSEM 560 de ultra alta resolucion a 3kV.

Por otra parte, también fueron observados mediante microscopia dptica de tincion con el objetivo
de ver no sélo su morfologia, sino también la presencia de lignina. Se emple6 el método de
preparacion de muestras indicado en el AATC (manual americano de tincién textil) para la
identificacion de fibras mediante microscopia. Para ello, se pone en contacto a la muestra himeda
con una mezcla 1:1 de una solucion de floroglucinol al 2% m/m con HCI concentrado. El
coniferaldehido, componente especifico de la lignina, reacciona con el floroglucinol en medio
acido formando un compuesto coloreado caracteristico de color rosado o purpura; se conoce como
reaccion de Wiesner (Davidson et al. 1995; Lin & Dence, 1992; Tapia-Torres et al., 2014). La
microscopia se llevo a cabo en un microscopio Olympus CX31 (CQlyA-FAUBA) con una camara
acoplada AmScope, permitiendo el registro de imagenes.

Dado que se busca analizar la eficiencia de los pretratamientos, se estimd el contenido de lignina
y de celulosa de los sustratos sometidos a los distintos tratamientos estudiados, en referencia a la
composicion de los sustratos crudos (sin tratar). La composicion de los mismos se estimo a partir

de un analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (Kostryukov et al.,
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2023; Wittner et al., 2023; Zhou el al., 2015). Estos espectros fueron medidos en el Instituto de
Quimica, Fisica de Materiales, Medio Ambiente y Energia (INQUIMAE — UBA, CONICET) en

un espectrofotometro FTIR Vertex 70 en el rango de 4000 a 650 cm™ a una resolucion de 4cm™.

2.2.3 Cristalinidad

La cristalinidad de las muestras fue evaluada mediante difraccion de rayos X (DRX). Estas
mediciones se realizaron en el Instituto de Quimica Fisica de Materiales, Medio Ambiente y
Energia (INQUIMAE — UBA, CONICET) en un difractometro Panalytical Empyrean, usando Cu
Kal =1.54y un detector PIXcel®P. El indice de cristalinidad (%) fue estimado mediante la ecuacion
(2.1) segun lo propuesto en literatura (Segal et al., 1959; Yupanqui-Mendoza et al., 2023).

I-n—1
Cristalinidad (%) = —=—41 .

1
w0 @1

donde I.p e I4y son la intensidad de los picos de las regiones cristalina y amorfa,
respectivamente. I corresponde al maximo de intensidad correspondiente a 22,5°, mientras que
I corresponde al minimo de intensidad ubicado a 18°. Si bien este método de estimacion de la
cristalinidad suele dar resultados sobreestimados, con errores que pueden alcanzar hasta un 20%,
es simple y especialmente util para comparar la cristalinidad de sustratos que fueron sometidos a
distintos métodos de pretratamiento (Salem et al., 2023).

Todas las técnicas descriptas en esta seccion fueron empleadas para caracterizar los sustratos sin

pretratamiento y, en el caso de los pretratados, luego de la etapa de lavado.

2.3 Acondicionamiento y molienda de los sustratos

Todos los sustratos debieron pasar por una etapa inicial de reduccién de tamafio. Segun el tipo
de sustrato, metodologia de recoleccion y estado inicial, se plantearon diferentes operaciones de
acondicionamiento. El caso mas sencillo fue el del papel de filtro, que fue cortado en cuadrados
de 5x 5 mm a partir de hojas de 22 x 22 cm utilizando una maquina trituradora de papel. La madera
de Eucalipto proviene de residuos de cajones de frutas, por lo que debi6 ser primero triturada con
una chipeadora (Figura 2.3a) y luego en un molino de hélice (Figura 2.3b). La madera de Tipa
se encontraba disponible como viruta porque provino de la poda de un arbol del parque de Ciudad

Universitaria; la viruta fue directamente triturada en el molino. La madera de Pino se disponia
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como un liston por ser un residuo mobiliario; en consecuencia, fue en primer lugar cortada en
laminas y luego triturada en el molino. Finalmente, todas las maderas molidas fueron tamizadas
en un equipo vibrador Zonytest, que trabaja a 2500 golpes por minuto y cuenta con tamices de
distinto mallado, obteniéndose dos distribuciones de tamafios de particulas, de diametros entre 590
y 1350um, y de diametros entre 297 y 590um. Las particulas grandes que quedaron por fuera de
esos rangos fueron nuevamente molidas y tamizadas.

Las hojas de platano fueron trituradas en la chipeadora y luego humedecidas para poder ser
trituradas en una licuadora de 2200W a 35000rpm.

(b)

Figura 2.3. Equipos de reduccion de tamafio. (a) Chipeadora (Potencia: 2500W). (b) Molino de
hélice (Potencia: 850W; velocidad: 2800rpm; distribucioén de tamafios: 30-300mesh).

Todas las muestras (a excepcion del papel de filtro) fueron almacenadas en freezer para evitar

la proliferacion de microorganismos.

2.4 Delignificacion

La lignina es un polimero fendlico que recubre y une las fibras de celulosa y hemicelulosa de
los sustratos lignocelul6sicos. Dado que la misma no es sensible a la actividad de las celulasas que
seran empleadas en la hidrolisis enzimatica para obtener glucosa, debe ser removida. Ademas,

como se discutid en el Cap. 1, la lignina puede presentar un efecto inhibitorio sobre las celulasas.
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Una vez que los sustratos fueron molidos y tamizados, debieron ser sometidos a una primera
etapa de tratamiento para reducir su contenido de lignina al minimo posible. Esto se llevo a cabo
mediante una hidrolisis acida-oxidativa con una mezcla equivolumétrica de H>O2 100 volimenes
y &cido acético glacial (HPAC), dado los buenos resultados que presenta esta técnica tanto en el
porcentaje de lignina removida, como en el rendimiento de solidos. Asimismo, como se lleva a
cabo en condiciones moderadas, permite obtener un producto final con una muy baja
concentracion de sustancias inhibidoras de celulasas, las que podrian perjudicar la etapa siguiente
de hidrolisis enzimatica (Mota et al., 2019; Wi et al., 2015; Ying et al., 2023). Bajo determinadas
condiciones de temperatura, y favorecida por la agitacion orbital, esta reaccion permite
depolimerizar parcialmente y solubilizar la lignina, dando como resultado un s6lido mayormente
delignificado, enriquecido en celulosa y hemicelulosa. Las condiciones para llevar a cabo esta
etapa se decidieron a partir de un estudio previo sobre hojas de Platano (Kildegaard et al., 2022).
De esta manera, las digestiones se realizaron en Erlenmeyers llenados a un quinto de su volumen,
con una relacion solido/liquido de 60g/L, en un bafio termostatizado a 90°C y con agitacion orbital
a 100 rpm, durante 1 h (Figura 2.4).

Tiempo? Continuo

Figura 2.4. Bafio termostatizado con agitacion orbital donde se realizaron las hidrdlisis acido-
oxidativas.
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2.5 Proceso de lavado de los residuos pretratados con HPAC

Las muestras delignificadas deben ser sometidas a una etapa de lavado a fin de eliminar el
remanente de &cido acético y peroxido de hidrégeno que queda en ellas. Esto es necesario dado
que concentraciones apreciables de H>O. pueden inhibir la actividad de las celulasas que actian
luego en la hidrdlisis enzimatica. Asimismo, tampoco son deseables altas concentraciones de &cido
acético debido a que las celulasas trabajan en un rango de pH de 4,75-5,0.

La etapa de lavado generalmente no se considera relevante; sin embargo, ofrece la oportunidad
de incorporar en ella métodos de intensificacion de procesos que permitan lograr una mayor
eficiencia en la etapa posterior de hidr6lisis enzimatica. Estos métodos estan orientados a eliminar
compuestos toxicos provenientes de la depolimerizacion de la lignina y de la descomposicion
térmica de los azUcares, que puede generar furfurales. Asimismo, en el proceso de lavado, se puede
intensificar la hidrdélisis enzimética posterior, promoviendo la disgregacion y separacién de las
fibras de celulosa. A fin de analizar los efectos de los métodos de intensificacion del proceso de
lavado sobre la posterior hidrélisis enzimatica, se estudiaron distintos procedimientos para llevar
a cabo el lavado de los sélidos delignificados, que se detallan en las secciones siguientes.

Finalmente, se sometio al papel de filtro (sustrato modelo) a estos procesos de lavado para
evaluar los efectos que éstos pudieran tener sobre el s6lido, més alla de eliminar el remanente de

la solucion acetico-H»0- utilizada durante la hidrélisis acida-oxidativa.

2.5.1 Lavado por inmersion

Es el procedimiento de lavado mas sencillo de todos los estudiados y es el mas aproximado al
método convencional que se utiliza tipicamente en procesos industriales, dado que el uso de agua
en cantidades importantes esta restringido por su costo. A fin de no perder masa en el proceso, el
solido se coloca en un envoltorio de tela filtrante y se lo sumerge en 5L de agua destilada donde
se lo mantiene sumergido durante una hora. El agua se agita durante ese periodo con una bomba
de pecera para asegurar la circulacion y promover la turbulencia alrededor del contenedor del

solido (Figura 2.5). La temperatura se mantiene a 35 £ 5°C.
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Figura 2.5. Esquema del sistema empleado para el lavado por inmersion.

2.5.2 Lavado con recirculacion de agua

En este caso el solido se mantiene contenido en una expansion conica, soportado sobre una tela
filtrante que lo retiene, evitando asi su circulacion a través del sistema (Figura 2.6). Se coloca el
solido en el recipiente, y desde un reservorio de 5 L, se hace circular agua destilada impulsada por
una bomba centrifuga a un caudal de 5,6 L/min durante 1 h. La Figura 2.7 representa
esquematicamente el setup de este procedimiento de lavado. La temperatura se mantiene a 35 +
5°C.

Figura 2.6. Cono empleado para soportar el solido. (a) Vacio. (b) Con el sustrato retenido por la
tela filtrante.
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Figura 2.7. Esquema del setup empleado para el procedimiento de lavado con recirculacion de
agua sin circulacion de solido.

2.5.3 Lavado con recirculacion intensificado por cavitacion hidrodindmica

El uso de la cavitacion hidrodinamica como método de intensificacion de procesos de oxidacion
avanzada ha sido sugerido en los ultimos afios y se emplea cada vez con mayor frecuencia. La
cavitacion ocasiona ondas de choque expansivas que tienen efectos mecéanicos de disgregacion
sobre los sélidos con los que interactian. Ademas, promueve la generacion de radicales libres
fuertemente oxidantes, que ayudan a la disgregacion del material y a eliminar posibles zonas
ocluidas. Por todo ello, en este trabajo se propuso emplear la cavitacion hidrodindmica durante la

etapa de lavado del sélido que se sometera posteriormente a hidrolisis enzimatica.

2.5.3.1 Sin circulacion del solido

En este caso, el sistema es similar al de la seccion 2.5.2 con la diferencia que, previo a circular
sobre el sélido, el agua pasa a través de un cavitador de tipo Venturi. El tubo Venturi fui construido
en acrilico siguiendo las caracteristicas del disefio presentado por Saharan et al. (2011). Las
dimensiones son tales que permiten maximizar la velocidad de flujo en la garganta, evitar pérdidas
de energia debidas a turbulencias o resistencias al flujo, y optimizar el nimero de cavitacion (Cv).
La Figura 2.8 presenta las dimensiones del Venturi utilizado y una foto de agua circulando a través
del mismo, donde puede observarse la nube de cavitacion. Para este sistema, se trabajé con una
caida de presion de 4 bar a través del Venturi. Debido a la friccion en la bomba centrifuga, se
genera un aumento indeseado de temperatura que afecta directamente la pérdida de cargay, por lo

tanto, al Cv. Por esta razon, es fundamental controlar la temperatura del sistema.
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Durante el lavado, se termostatizé el sistema colocando una serpentina de acero inoxidable en
el tanque reservorio a traves de la cual se hizo circular agua de red, permitiendo mantener la
temperatura alrededor de los 35 £ 5°C. La Figura 2.9 presenta un esquema del setup empleado
para este método de lavado. Se realizaron ensayos manteniendo la circulacion de agua por distintos
periodos de tiempo, lo que equivale a diferentes nimeros de pasos a través del dispositivo de

cavitacion.

Nm /
X TV, | e

]ﬂmiij _ 18mm 67mm L 0mm

(b)

Figura 2.8. Esquema y foto del dispositivo de cavitacion tipo Venturi utilizado, disefiado
siguiendo la propuesta de Saharan et al. (2011). (a) Croquis y dimensiones (b) Foto del agua
circulando a través del Venturi.
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Figura 2.9. Esquema del setup empleado para el procedimiento de lavado con recirculacion
intensificado por cavitacion hidrodinamica, sin circulacion de so6lido.

2.5.3.2 Con circulacion del solido

En este caso, se hace circular el solido a través del dispositivo de cavitacion para lo cual se
dispone de una bomba tornillo, apta para impulsar suspensiones. Una suspension con una carga de
solidos de 1g/L se impulsa desde un reservorio de 5 L. El setup de este método de lavado se
encuentra esquematizado en la Figura 2.10.

Para asegurar el adecuado funcionamiento de la bomba y evitar también posibles taponamientos
del tubo Venturi, se emplean sélidos con un tamafio de particula entre 297 y 590um (polvo).

Al emplear el mismo tipo de cavitador que el método de lavado descripto en la seccién 2.5.3.1.,
también es necesario lograr que la caida de presion a través del Venturi sea de 4 bar. Para ello, se
debe ajustar el caudal que circula mediante el variador de frecuencia acoplado a la bomba. Dado
que para la frecuencia nominal no se alcanza el AP necesario, se debe ajustar la temperatura del
sistema para lograrlo. En este caso, a diferencia del anterior donde la friccion en la bomba
centrifuga es considerable, no se observan aumentos de temperatura en el agua como consecuencia
de la circulacion a través del sistema. Por eso es necesario calentar inicialmente el agua a 35 + 5°C,
lo que permite que la caida de presion en el Venturi sea la deseada. Durante el tiempo que requiere
el ensayo, la pérdida de calor al ambiente es despreciable por lo que no se requiere un control de

la temperatura in situ.
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Figura 2.10. Esquema del setup empleado para el procedimiento de lavado con recirculacion
intensificado por cavitacion hidrodinamica, con circulacion de sélido.

2.5.4 Lavado con recirculacion intensificado con mezclador estatico de contraccion-
expansion (CE)

En este tipo de lavado se hace circular el s6lido a través de un mezclador estético de contraccion-
expansion (CE), el cual fue disefiado en el marco de esta tesis. Se construy6 un dispositivo en
acrilico de 40 cm de largo, con un arreglo de 7 contracciones-expansiones. ElI didmetro de
contraccion es de 2,3 cm, y el diametro expandido es de 4,1 cm; la longitud de contraccion de 1,1
cm, y la longitud expandida de 4,5 cm. Una descripcion mas detallada del mismo y de los criterios
adoptados para su disefio se daré en el Capitulo 5. El esquema del setup se presenta en la Figura
2.11. En este caso se parte de un reservorio de 6 L de agua destilada y se alimenta el sélido de
manera de tener una relacion solido/liquido de 1 g/L. Este método de lavado se aplicé sobre el
papel de filtro y sobre la madera de Eucalipto con una distribucion de tamafios 590 y 1350 pum. El
sistema cuenta con una bomba centrifuga de impulsor abierto que permite la circulacion de solidos.
El caudal de circulacion se ajusté mediante un variador de frecuencia acoplado a la bomba, de
forma tal de tener un Re=~10000. A fin de que sea comparable con los ensayos intensificados con
cavitacién hidrodinamica, se decidié mantener la temperatura en 35 +5°C mediante la circulacion
de agua caliente proveniente de un termostatizador a través de un serpentin de acero inoxidable

colocado en el tanque reservorio.
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Figura 2.11. Esquema del setup empleado para el procedimiento de lavado con recirculacion
intensificado por promocidn de turbulencia mediante un mezclador estatico de CE.

A fin de poder cuantificar el efecto que pudiera tener la bomba centrifuga sobre el sélido al
circular a través de ella, se contrastaron los resultados obtenidos sobre los sustratos lavados bajo
las mismas condiciones en el mismo setup en el cual se reemplazé el dispositivo de CE por un

tramo recto de igual didmetro, pero sin contracciones (Figura 2.12)

RESERVORIO

BOMBA
CENTRIFUGA

Figura 2.12. Esquema del setup empleado para el procedimiento de lavado con recirculacion a
través de un caflo sin contracciones.

2.6 Sacarificacion enzimatica

Luego del pretratamiento mecanico y quimico, y de la etapa de lavado, se realiz6 una hidrdlisis
enzimatica (sacarificacion) de las muestras solidas. Para ello se utilizaron distintos cocteles

comerciales de celulasas, con el fin de obtener glucosa a partir de la celulosa. Las sacarificaciones
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se llevaron a cabo en las condiciones de temperatura y pH Optimas informadas por el proveedor
de cada enzima comercial.

Los ensayos de sacarificacion se realizaron mayormente en batch, aunque también se evalud
realizarlos con recirculacion empleando los distintos métodos de intensificacion propuestos, para
evaluar su efecto al aplicarlos durante la hidrdélisis enzimatica.

La evolucion de la sacarificacion se siguié mediante la determinacion de la concentracion de
glucosa generada, dado que es el principal sustrato base de carbono utilizado en numerosos
procesos biotecnoldgicos. Esta medida permite determinar los efectos que han tenido las etapas
previas, ademas de las condiciones en las que es conveniente llevar a cabo la sacarificacion

propiamente dicha.

2.6.1 Celulasas empleadas

Para la hidrolisis enzimatica se emplearon cocteles comerciales de celulasas, que fueron donados
por distintas empresas.

En primer lugar, se empleo el coctel Surenzyma® AC-100 provisto por la empresa nacional
Surfactan  (https://www.surfactan.com.ar/es/home-spanish/textil/lavaderos/enzimas/surenzima-
ac-1000), comercializado como celulasa &cida para tratamiento de telas. Esta empresa importa esta
mezcla de celulasas para destinarlas a la industria textil que la emplea, entre otros fines, para
generar el efecto desgastado en la tela de jean. La empresa realiz6 una primera donacién en 2019
que se empled en los primeros ensayos de esta tesis, obteniéndose buenos resultados. En
consecuencia, se solicitd una segunda donacion en 2022, pero con esta nueva partida no fue posible
obtener buenos rendimientos de glucosa por lo que fue necesario buscar otra mezcla comercial de
celulasas para poder continuar con el plan de trabajo previsto.

Dado que en Argentina no se comercializa un coctel con funcion especifica de sacarificacién de
celulosa, se decidié buscar en el extranjero. Afortunadamente, se obtuvo una donacion de la
empresa Novozymes (de su sede en Brasil) del coctel comercial Cellic CTec3® HS
(https://www.novozymes.com/en/products/ethanol/cellic-ctec3-hs), tratandose de celulasas de
Trichoderma reesei. Una vez que se prob6 dicho coctel, al obtenerse ain mejores resultados que
los obtenidos con el céctel de Surenzyma® original, se continuaron todos los ensayos con esta

nueva mezcla.
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Para ambas mezclas comerciales de enzimas se procediéo a hacer la determinacion de
concentracion de proteina con el método de Bradford (He, 2011), y su actividad dada en unidades
de FPU/mL, siguiendo el método informado por Adney y Baker (1996). La unidad de papel de
flitro (Filter Paper Units -FPU- por sus siglas en inglés) es una medida de la actividad enzimatica,
definida por la IUPAC como la cantidad de enzima necesaria para producir 2 mg de azlcares
reductores a partir de 50 mg de papel de filtroen 1 h. En la Tabla 2.1 se presentan los resultados

obtenidos.

Tabla 2.1. Concentracion de proteina y actividad de los cocteles comerciales de celulasas
empleadas.

Enzima comercial Concentracion de proteina (mg/mL) Actividad (FPU/mL)
Surenzyma® AC-100 9 5
Cellic CTec3® HS 127 175

2.6.2 Ensayos del proceso en batch

Para los ensayos en batch, el sélido fue colocado en Erlenmeyers de 100ml, junto con 50ml de
agua o buffer acético/acetato. Luego, una vez ajustado el pH al 6ptimo indicado por el proveedor
de la enzima, se dosificd la misma y se colocaron los Erlenmeyers tapados con film en un bafio
termostatizado a la temperatura éptima de trabajo de la enzima (al igual que como se realizaron
las hidrolisis acido-oxidativas durante la delignificacion). Este bafio cuenta con agitacién orbital.
La mayoria de los ensayos fueron agitados a 100rpm. Durante las primeras 6 h de hidrolisis se
tomaba muestra del liquido cada hora para realizar la determinacién de glucosa, y luego se dejaba
el sistema reaccionando durante un total de 28 h, luego de las cuales se volvia a realizar una
determinacion de glucosa, para estimar el rendimiento considerado como final de esta etapa.

La relacion solido/liquido, el dosaje de enzima, la posibilidad de obviar el uso de buffer, la
velocidad de agitacion y la posibilidad de emplear aditivos en esta etapa, fueron todas variables
estudiadas durante esta tesis con el fin de encontrar las condiciones dptimas para la hidrolisis
enzimatica. Los resultados de estos analisis y mayores detalles se presentan en el Capitulo 3. En
funcidn de los resultados obtenidos en los ensayos de optimizacion, se definieron los parametros
para las sucesivas sacarificaciones que se realizaron posteriormente a fin de evaluar los efectos de

la intensificacion durante la etapa de lavado.
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2.6.3 Ensayos del proceso con promocion del mezclado por recirculacion del solido

Con el fin de evaluar si la promocion del mezclado del s6lido durante la etapa de hidrolisis
enzimatica favorece el contacto de la enzima con el sustrato y ocasiona algun efecto sobre la
cinética y el rendimiento del proceso, se disefiaron ensayos con movimiento del solido por
recirculacién sin'y con promotores de turbulencia. En particular, se estudiaron los mismos sistemas
presentados en la seccion 2.5 para la intensificacion de la etapa de lavado con circulacion de
solidos. Estos métodos fueron examinados como posibles intensificadores de la etapa de hidrolisis
enzimatica.

En todos los casos se mantuvieron las condiciones optimas de trabajo para la enzima, para lo
cual fue necesario ajustar el pH inicial y mantener la temperatura alrededor de los 50-53°C. Para
regular la temperatura, se emple6 un serpentin sumergido en el reservorio por el cual circula agua
caliente proveniente de un termostatizador (Figura 2.13). El procedimiento involucraba llenar el
reservorio con 6 L de agua destilada, agregar 12 g de solido (previamente delignificados y lavados)
y ajustar el pH con &cido acético o hidréxido de sodio, segun corresponda. Una vez que el sistema
alcanzaba la temperatura necesaria, se agregaba la dosis de enzima correspondiente y se iniciaba
el proceso. Luego, se tomaron muestras a distintos instantes de tiempo a fin de evaluar la
generacion de glucosa y los correspondientes rendimientos.

De esta manera, se estudiaron las sacarificaciones en los siguientes sistemas en recirculacion:

e Circulacion a través de un mezclador estatico de contraccidn-expansion

e Circulacion a través de un cavitador tipo Venturi
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Figura 2.13. Esquema del setup empleado en los ensayos de sacarificacion enzimatica con
promocion del mezclado por recirculacion del solido

2.7 Determinacion de la glucosa generada durante la sacarificacion

Como fuera mencionado en la seccion 2.6, la eficiencia de la sacarificacion se determing a partir
de la generacion de glucosa, dado que es el principal sustrato base de carbono en muchos procesos
biotecnologicos. El objetivo fue analizar el rendimiento de las sacarificaciones de los distintos
sustratos sometidos a los distintos tratamientos, durante las hidrdlisis enziméticas. Para ello, se
fueron tomando muestras del fluido del proceso a distintos tiempos para realizar la determinacion
de la concentracion de glucosa y calcular la velocidad inicial de sacarificacion y los rendimientos
de glucosa obtenidos. La determinacion de la concentracion de glucosa se realizd empleando el
test de glicemia de Wiener Lab® (https://www.wiener-lab.com.ar/es-AR/search/glicemia). Se
trata de un kit enziméatico que viene provisto de un reactivo A, que contiene glucosa oxidasa
(GOD>= 10 kU/L), peroxidasa (POD>= 1 kU/L), 4-aminofenazona (4-AF= 0.5 mM), buffer
fosfato (100 mM, pH= 7,0) y 4-hidroxibenzoato (12 mM).

Para realizar el test, se toma 1uL de la muestra a la cual se le desea determinar el contenido de
glucosay se le agregan 1000puL del reactivo A. Luego se lo deja incubar durante 10 minutos en un
bafio termostatizado a 37°C. Las ecuaciones (2.2) y (2.3) representan las reacciones que suceden

durante la incubacién. El siguiente link provee mas detalles del kit: (https://access.wiener-
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https://access.wiener-lab.com/VademecumDocumentos/Vademecum%20espanol/glicemia_enzimatica_aa_liquida_sp.pdf

lab.com/VVademecumDocumentos/VVademecum%20espanol/glicemia enzimatica aa liquida sp.

pdf).

GoD

Glucosa + 0, + H,0 — Acido gluconico + H,0, (2.2)
POD

2H,0, + 4 — AF + 4 — hidroxibenzoato — Quinoniminaroja (2.3)

Este reactivo permite, en primer lugar, la oxidacion de la glucosa presente en la muestra gracias
a la presencia de la GOD. Luego, el H20, generado a partir de la primera reaccion oxida a la 4AF
catalizado por la presencia de POD obteniéndose quinonimina roja, un compuesto coloreado que
permite realizar medicion de la absorbancia. De esta manera, luego de la incubacion, se mide la
absorbancia de las muestras a 505 nm en un espectrofotometro. La Figura 2.14 esquematiza el
procedimiento de determinacion de glucosa.

El kit de glicemia incluye también una solucion estandar de glucosa 1 g/L. A partir de ella se
preparan diluciones que permiten armar una curva de calibracion para asi correlacionar la

absorbancia medida con la concentracién de glucosa.

Figura 2.14. Esquema del procedimiento para determinacion de glucosa.

Cabe aclarar que algunas de las muestras que se midieron durante este trabajo tienen cierto

contenido de H2O> remanente de la etapa de pretratamiento. Es por ello que es necesario siempre


https://access.wiener-lab.com/VademecumDocumentos/Vademecum%20espanol/glicemia_enzimatica_aa_liquida_sp.pdf
https://access.wiener-lab.com/VademecumDocumentos/Vademecum%20espanol/glicemia_enzimatica_aa_liquida_sp.pdf

hacer una determinacion de la muestra a tiempo cero a fin de cuantificarla y evitar considerarla
como parte de la glucosa obtenida.

Una vez determinada la concentracion de glucosa, es posible calcular los rendimientos a distintos
tiempos de la sacarificacion a partir de la ecuacion (2.4). Los mismos se calcularon como la glucosa
generada referida a la masa inicial de celulosa. Cabe aclarar que, a los fines préacticos, se considero
a los distintos sustratos como si fuesen 100% celulosa, con lo cual los rendimientos se refieren

directamente a la masa seca inicial del solido a sacarificar.

Cglu,t_cglu,o (2.4)

Rendimiento (%), = c
Ss,0

Donde, Cgy,¢ Y Cgiu,0 SON las concentraciones de glucosa al tiempo “t” e inicial, respectivamente,

masa inicial sélido seco )
V lig '

en g/L, y Css s la concentracion inicial del solido seco, también en g/L (

A su vez, es posible determinar la velocidad inicial de reaccién a partir de la curva de glucosa
generada en funcién del tiempo. Para ello se calcula la pendiente de la recta tangente a la curva
durante las primeras horas de reaccion, obteniéndose la velocidad como los mg de glucosa
generados por hora. El periodo de tiempo tomado dependera de cada caso en particular, ya que la
fase de crecimiento lineal de glucosa puede ser diferente. En la Figura 2.15 se esquematiza el

método de determinacion de la velocidad inicial de reaccion.

mg glucosa

t(h)

Figura 2.15. Representacion de la determinacion de la velocidad inicial de reaccion a partir de la
curva de glucosa generada en funcion del tiempo.
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Capitulo 3 : Optimizacion del proceso de Sacarificacion en

batch

En este capitulo se detallan los ensayos que se realizaron orientados a encontrar las condiciones
de hidroélisis enzimatica mas adecuadas, de forma tal de utilizar como referencia la condicidén
optima de sacarificaciéon en batch para evaluar el efecto de los métodos de intensificacion
propuestos. Asi, cualquier variacion, positiva o negativa, serd analizada en relacion a la mejor
condicion empleada hasta el momento. Dado que, como se describié en el Capitulo 1, en la
bibliografia hay muchos estudios que proponen el uso de surfactantes como método de promocion
de la sacarificacion, se analizé también la conveniencia de utilizar estos compuestos en forma
sistemdtica. Cabe mencionar que, como se expuso en el Capitulo 2, se iniciaron los ensayos
utilizando una formulacién enzimatica de comercializacion local, de uso en la industria textil
(Surenzyma® AC-100), con el objetivo de emplear reactivos de facil acceso en el pais. De todos
modos, ante la falta de reproducibilidad encontrada con esta formulaciéon cuando hubo que
reponerla, se recurrié a una formulacion de Novozymes A/S, empresa dedicada a la produccion de
enzimas, y que es parte del Grupo Novonesis desde 2024. Generosamente, la empresa Novozymes
(Holandesa, desde su filial en Brasil), nos don6 una cantidad de su formulacion Cellic CTec3®
HS, especifica para sacarificacion de biomasa, con la cual se pudieron realizar el resto de los
ensayos. Algunas condiciones fueron repetidas y para otros casos simplemente se avanzé sobre los
resultados ya obtenidos. Solamente en este capitulo hay ensayos con la formulacion Surenzyma®
AC-100. El resto de los capitulos de la tesis se realizaron integramente con la formulacion Cellic

CTec3® HS.

3.1 Optimizacion del dosaje de enzima

La actividad de ambos cocteles comerciales de celulasas empleados se observa en la Figura 3.1.
Los dosajes informados corresponden al volumen del coctel comercial suministrado por cada 50ml
de buffer acético/acetato. Este rango de dosajes fue seleccionado a fin de tener un rendimiento de
glucosa significativo (de al menos un 30% del maximo) luego de 6 h de sacarificacion. A partir de
estos resultados se busco determinar el dosaje de enzima a emplear en los posteriores ensayos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decidi6 utilizar un dosaje de 150 pl para el coctel

de Surenzyma® AC-100, siendo uno de los que generé mejores rendimientos de glucosa en el
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rango evaluado, sin que un mayor dosaje haya presentado una mejora significativa (Fig. 3.1 a).
Este dosaje corresponde aproximadamente a 8 FPU/g de sustrato. De igual forma, para el coctel
de Novozymes Cellic CTec3® HS, se hall6 un dosaje optimo de 25 pl (Fig. 3.1 b), correspondiente
a aproximadamente a 40 FPU/g de sustrato. Este dosaje permitié obtener resultados similares al
dosaje elegido para el coctel de Surenzyma® AC-100. Estos dosajes fueron empleados en los

ensayos de sacarificacion subsiguientes.
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Figura 3.1. Sacarificacion de papel de filtro. Condiciones experimentales: (a) Surenzyma® AC-
100: pH =4.8, T =323 K. (b) Novozymes Cellic CTec3® HS: pH=5.0, T=326 K
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3.2 Efecto del uso de surfactantes no-idnicos como agente de
intensificacion de la actividad de la enzima

En numerosos trabajos se ha estudiado la posibilidad de emplear surfactantes como aditivos de
intensificacion durante la hidrélisis enzimatica. En particular, como se detalla en el Capitulo 1, los
que han dado mejores resultados han sido los surfactantes no i6nicos. Sin embargo, se han
presentado resultados un tanto contradictorios, y aun es poco clara la razén por la cual en algunas
ocasiones mejoran el rendimiento de la sacarificacion. Dentro de este panorama, se decidid
estudiar el efecto del agregado de distintos surfactantes no idnicos, tanto en la hidrélisis de los
sustratos modelo como de algunos de los residuos lignocelulodsicos. El objetivo fue determinar si
el agregado sistematico de estos aditivos era conveniente en todos los casos, como para
establecerlo como condicién Optima de referencia. La Figura 3.2 muestra la estructura de los

distintos surfactantes estudiados.
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Figura 3.2. Estructura molecular de los surfactantes empleados.
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En la Figura 3.3 se resume la influencia del uso de surfactantes no idnicos sobre la velocidad
inicial de sacarificacion de papel de filtro, como asi también sobre el rendimiento de glucosa luego
de 6 y de 28 h de reaccioén, empleando ambos cocteles de celulasas (Surenzyma® AC-100 y
Novozymes Cellic CTec3® HS). Si bien se introdujo una dosis alta de surfactante, de 4 g/L, se
observo un efecto positivo en todos los casos, en contraposicion con los resultados reportados en
literatura, que sugieren que el empleo de surfactantes en algunos casos gener6 un efecto negativo
sobre la sacarificacion de papel de filtro (Chen et al, 2018; Zhou et al, 2015). La influencia fue
mas pronunciada durante las primeras horas de reaccion, alcanzando aumentos en la velocidad
inicial de generacion de glucosa de 2,3 mg/h a 8,7 mg/h (278% de aumento) para el coctel de
Surenzyma® AC-100, y de 5,1 mg/h a 10,8 mg/h (112% de aumento) para el coctel de Novozymes
Cellic CTec3® HS gracias al agregado de PEG 600. Asimismo, el rendimiento tuvo un mayor
incremento luego de 6 h que luego de 28 h de reaccion. Al cabo de 6 h, para el coctel de
Surenzyma® AC-100, el rendimiento paso del 26 al 51%, y para el coctel de Novozymes Cellic
CTec3® HS del 30 al 62%. Si bien el incremento fue menor, también se observo una mejora en el
rendimiento luego de 28 h de reaccion por el agregado de PEG 600, aumentando del 76 al 92% y
del 49 al 95%, para Surenzyma® AC-100 y Novozymes Cellic CTec3® HS, respectivamente.
Aunque el mayor efecto se obtuvo con PEG 600, el agregado de todos los surfactantes no i6nicos
testeados condujo a rendimientos mayores al 80% luego de 28 h de sacarificacion. Los aumentos
mas significativos se observaron para el coctel de Novozymes Cellic CTec3® HS con el agregado
de PEG 600 y de Dowfax 63N10. Esto puede estar relacionado con la estructura més lineal que
tienen estos aditivos comparada con los demés surfactantes testeados. Es probable que este tipo
estructura permita que las moléculas de aditivo les permitan intercalarse y facilitar la separacion
de las fibras lineales de celulosa del papel. En consecuencia, el efecto del empleo de estos aditivos

parece estar relacionado con la afinidad entre las estructuras del surfactante y el sustrato.
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Figura 3.3. Comparacion del efecto de los aditivos sobre la sacarificacion de papel de filtro.
Velocidad inicial con a) Surenzyma® AC-100, b) Novozymes Cellic CTec3® HS; Rendimiento
luego de 6 h con ¢) Surenzyma® AC-100, d) Novozymes Cellic CTec3® HS; Rendimiento luego
de 28 h con e) Surenzyma® AC-100; f) Novozymes Cellic CTec3® HS.

En la Figura 3.4 se muestra el efecto de la concentracion de Dowfax 63N10 sobre la
sacarificacion de papel de filtro utilizando Novozymes Cellic CTec3® HS. Se observaron mejoras
significativas en el rendimiento incluso con concentraciones muy bajas de surfactante, con
incrementos en la velocidad inicial y en los rendimientos. Ademas, estos aumentos crecen junto
con la concentracion de surfactante. Estos efectos fueron mayores durante las primeras 6 h del
proceso de sacarificaciéon. A diferencia de los resultados encontrados en bibliografia, que
reportaron algunos casos de influencia negativa al aumentar la concentracion de surfactante (Chen

etal, 2018; Zhou et al, 2015), el efecto positivo sobre la sacarificacion del papel de filtro fue mayor
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para concentraciones mas altas de surfactantes dentro del rango analizado, que es similar a los

utilizados en las referencias mencionadas.
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Figura 3.4. Efecto de la concentracion de surfactante sobre la sacarificacion de papel de filtro: (a)
Velocidad inicial, (b) Rendimiento luego de 6 h, (c) Rendimiento luego de 28 h.
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La influencia de los surfactantes no idnicos sobre la sacarificacion de la carboximetilcelulosa
(CMC) se muestra en la Figura 3.5. Se observa que durante las primeras 6 h de reaccion el
incremento en el rendimiento ronda entre el 19% y 39% para los distintos surfactantes estudiados,
mientras que luego de 28 h el incremento es notorio s6lo con el agregado de Dowfax 63N 10, siendo
del 45%. Teniendo en cuenta que con este Ultimo surfactante se obtuvo la mayor mejoria, se lo
utilizé para comparar estos resultados con los obtenidos para la sacarificacion de papel de filtro
(Figura 3.6). Para la CMC, el efecto sobre el rendimiento de glucosa fue mas notorio que para el
papel de filtro a mayores tiempos de reaccion, logrando un aumento del 45% (frente a un 19% para
el papel de filtro) luego de 28 h. Sin embargo, para las primeras 6 h de reaccion, el incremento en
el rendimiento como consecuencia del agregado de surfactante es del 39% para la sacarificacion
de CMC, mientras que para el papel de filtro es del 94%. Los grupos carboxilicos presentes en la
CMC podrian interactuar con los grupos amino de la enzima, inactivandola, como ocurre con la
lignina (Liu et al., 2025). Los surfactantes no idnicos actuarian en este caso como una proteccion
para la enzima, cubriendo los grupos carboxilicos y permitiendo que la misma acceda a las cadenas

de celulosa, lo que explicaria el aumento de los rendimientos durante la sacarificacion.

Figura 3.5. Comparacion del efecto de los distintos surfactantes sobre la sacarificacion enzimatica
de CMC: a) Evolucion temporal de la masa de glucosa generada; (b) Rendimiento a las 6 h; (c)
Rendimiento a las 28 h.
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3.3 Optimizacion de otros factores que puedan tener influencia en la

sacarificacidn enzimatica.

3.3.1 Evaluacién de la posibilidad de evitar el uso de buffer

Los resultados presentados en la Figura 3.7 dejan en evidencia la posibilidad de evitar el uso de
buffer durante la sacarificacion de papel de filtro con el agregado de Dowfax 63N10. No se
observaron cambios significativos en el pH durante la reaccion, razon por la cual, ajustando el pH
inicial es posible trabajar en la condicion 6ptima sin necesidad de emplear buffer, al menos cuando
el sustrato es celulosa pura. Se puede observar que en ambos casos la velocidad inicial es similar,
siendo incluso levemente mayor para el caso sin regulacion de pH. El rendimiento de glucosa

también fue mayor para el ensayo sin agregado de buffer, pasando de 30 a 40% después de 6 h de

sacarificacion, y de 69 a 77% luego de 28 h.
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Figura 3.7. Sacarificacion de papel de filtro asistido por el agregado de Dowfax 63N10 con y sin
regulacion de pH. Condiciones experimentales: T= 50°C, pH inicial= 4,75.

3.3.2 Efecto de la agitacion y del area interfacial gas-liquido

En base a estudios previos que sugieren que altas velocidades de agitacion y grandes interfaces
gas-liquido tienen un efecto negativo sobre la hidrélisis enzimatica (Lou et al, 2018; Ying et al,

2021b), se decidio hacer pruebas para analizar los efectos de estas variables.
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En la Figura 3.8 se presentan los resultados de la hidrélisis enzimatica de papel de filtro, con
distintas dosis de surfactante no i6nico (Dowfax 63N10). Se observa que el efecto de la
concentracion de surfactante es mayor para aquellos experimentos llevados a cabo sin agitacion.
Ademas, la agitacion orbital mejora el rendimiento en todos los casos. Sin embargo, el efecto es

menor luego de 28 h de reaccion.
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Figura 3.8. Efecto de la agitacion sobre la sacarificacion de papel de filtro: (a) Velocidad inicial,
(b) Rendimiento luego de 6 h, (c) Rendimiento luego de 28 h.
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La Figura 3.9 muestra el efecto del area interfacial gas-liquido. El area interfacial fue
modificada realizando los experimentos en Erlenmeyers de 100 y 250ml, ambos con un volumen
de liquido de 50ml. Asi, se generaron 4reas de contacto superficial liquido-gas de 23 y 5lcm?,
respectivamente. Los resultados obtenidos no evidencian una influencia significativa del tamafo

del area interfacial gas-liquido en la sacarificacion, en contraposicion a lo reportado en literatura
(Lou et al, 2018).
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Figura 3.9. Efecto del éarea interfacial gas-liquido en la sacarificacion de papel de filtro: (a)
Velocidad inicial, (b) Rendimiento luego de 6 h, (c) Rendimiento luego de 28 h.
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3.3.3 Efecto de la relacion sélido/liquido

La Figura 3.10 presenta los resultados correspondientes a la velocidad inicial y rendimiento de
la sacarificacion de papel de filtro para distintas relaciones sélido/liquido. Se observa que, si bien
la velocidad inicial aumenta considerablemente en funcion a la relacion sélido/liquido, el
rendimiento al cabo de 6 h es inversamente proporcional a dicha relacion. El rendimiento luego de
28 h es similar en todos los casos, esto puede deberse a que en los casos de mayor concentracion

de solidos ocurra una posible inhibicion de la enzima por producto generado.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidié emplear una relacion solido/liquido de 2 g/L para
el resto de las experiencias. Esta carga de so6lidos permite estudiar la posibilidad de realizar la

sacarificacion en recirculacion, la cual se veria dificultada con alta proporcion de solidos.
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Figura 3.10. Efecto de la relacién sélido/liquido en la sacarificacion de papel de filtro: (a)
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3.4 Efecto del agregado de surfactantes en la sacarificacion de residuos
lignocelulosicos

Las Figuras 3.11 a 3.13 muestran el efecto del agregado de surfactante no io6nico sobre la
sacarificacion de los RLC (residuos lignoceluldsicos), sin y con pretratamiento acido-oxidativo
(HPAC) para su delignificacion. En este caso, se emplearon hojas de platano y madera de Eucalipto
para realizar los ensayos. El porcentaje de lignina que queda en los RLC luego del pretratamiento
por HPAC fue determinado previamente en un trabajo previo (Kildegaard et al., 2022) mediante la
norma TAPPI, y es del 14% para las hojas de platano y resulté despreciable para el Eucalipto. Cabe
aclarar que, independientemente de que haya restos de lignina y de hemicelulosa, para el calculo

del rendimiento de glucosa se asumi6 que la masa inicial del sustrato era 100% celulosa.R

Para los RLC sin pretratamiento, se obtuvieron rendimientos de glucosa despreciables en la
sacarificacion, que apenas se vieron incrementados por el agregado de surfactantes. Las hojas de
platano delignificadas dieron rendimientos inferiores al 15%, viéndose poco afectadas (e incluso

con impacto levemente negativo) por el agregado de surfactantes.

El aserrin de madera de Eucalyptus sp. pretratado dio resultados comparables con el papel de
filtro, alcanzando rendimientos de alrededor del 80% luego de 28 h de reaccion. El agregado de
surfactantes no se tradujo en una mejora en la eficiencia de la sacarificacion; por el contrario,

presento un efecto levemente negativo.

Para este sustrato también se tested6 Tween 80 dado los numerosos resultados positivos
presentados en literatura cuando se lo utiliza como aditivo en la sacarificacion de biomasa
lignocelulosica pretratada (Lv et al., 2022; Ying et al., 2021a; Zhang et al., 2021). Si bien durante
las primeras horas de reaccion el efecto fue negativo, al cabo de 28 h se observa un aumento de
12% en el rendimiento de glucosa, alcanzando casi un 90% de conversion. Los resultados
obtenidos sobre la madera de Eucalipto pretratada con la hidrélisis acida-oxidativa con HPAC
indican que el método de pretratamiento puede tener cierto efecto sobre la influencia de los
surfactantes. En consecuencia, es importante evaluar el efecto conjunto del método de

pretratamiento y el uso de surfactantes como aditivos de intensificacion durante la sacarificacion.
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Figura 3.11. Efecto del agregado de distintos surfactantes durante la sacarificacion enzimatica de

hojas de Platanus acerifolia delignificadas: (a) Velocidad inicial; (b) rendimiento a las 6 h; (c)
Rendimiento a las 28 h.
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Figura 3.13. Efecto del agregado de Dowfax 63N10 en la sacarificacion de RLC. Velocidad inicial
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La contribucion beneficiosa del uso de surfactantes como aditivos en la sacarificacion de papel
de filtro podria asociarse con una mejor dispersion y separacion de las fibras de celulosa que
forman la estructura del papel, mejorando asi la accesibilidad de las fibras para su efectiva
degradacion enzimaética. El aumento significativamente menor en el rendimiento de glucosa
observado al agregar surfactantes no ionicos en la sacarificacion de CMC senala probablemente
una fuerte influencia de la estructura del sustrato. Aunque la CMC se obtiene de celulosa pura, su

estructura contiene grupos carboxilicos que pueden interferir tanto con la adsorcion de la enzima
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sobre el sustrato como con la interaccion con el aditivo. La CMC al disolverse en el medio, se

disocia y se carga, lo que también podria inhibir la adsorcion del surfactante y de la enzima.

En el caso de los RLC, la adicion de surfactantes apenas mejoro o incluso afectd negativamente
el rendimiento de glucosa alcanzado y la velocidad inicial de la sacarificacion, tanto en la biomasa
cruda como en la delignificada. Los resultados anteriores obtenidos con sustratos naturales se han
explicado principalmente por dos efectos dados por el agregado de surfactantes: la proteccion de
la enzima y la separacion de las fibras de celulosa de su entramado. La ausencia de reaccion
observada para los RLC sin pretratamiento puede explicarse por la oclusion de la celulosa en el
tejido vegetal, ya que la lignina cubre y protege las estructuras de celulosa en las plantas (Ning et
al., 2021), evitando el acceso de la enzima al sustrato. Ademas, la lignina tiene un importante
efecto inhibidor sobre la mayoria de las celulasas (Li et al., 2016). De hecho, como se menciond
en el Capitulo 1, Xu et al. (2015) informaron que el Tween 80 pueden disolver la lignina en agua
alcanzando concentraciones de mas de 70 g de lignina por cada 100 g de disolvente con una
relacion 0,76:1 de Tween 80: agua en peso. Sin embargo, dado que las enzimas celuloliticas pueden
adsorberse sobre la lignina liberada, de todas formas, disminuiria su actividad en el agua (Li et al.,
2016). En consecuencia, si se encuentra suficiente lignina, la actividad enzimatica total sera baja
independientemente de la cantidad de tensioactivo afiadido, y de que éste disuelva la lignina,

porque la misma no ha sido removida del medio.

Si bien los RLC delignificados reaccionaron mas rapido que los crudos, la conversion total aun
podria haberse visto afectada por la cantidad residual de lignina restante en las hojas de Platanus
acerifolia pretratadas. El aserrin de Eucalyptus sp. pretratado con HPAC contenia una cantidad
despreciable de lignina y produjo altos rendimientos de glucosa, lo que indica una estructura ya
muy abierta y accesible alcanzada con el pretratamiento. La conversion comparativamente menor
encontrada para las hojas delignificadas, versus el papel filtro y el aserrin pretratado puede
atribuirse, por lo tanto, a la oclusion de las fibras de celulosa dentro de la pared celular vegetal y
de la estructura del tejido, y/o al efecto inhibitorio de la lignina remanente. La accion del
surfactante implicaria tanto la mejora de la adsorcion/desorcion de la enzima desde los sitios de
reaccion, como la separacion y exposicion de las fibras de celulosa a la enzima (da Costa Nogueira

etal., 2022; Li et al., 2016).
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En resumen, de acuerdo a los resultados obtenidos, el efecto de los tensioactivos no idnicos sobre
la sacarificacion de los RLC pretratados con HPAC fue menor debido, probablemente, a la lignina
residual, en el caso de las hojas de Platanus acerifolia, y a una estructura lo suficientemente
accesible a la enzima luego del pretratamiento para el caso del Eucalyptus sp.. En consecuencia,
el uso de un surfactante para mejorar las condiciones de hidrdlisis enzimatica debe ser analizado
para cada RLC en particular, evaluando la relacion costo/beneficio dado el costo de estos insumos
y que no siempre conducen a una mejora significativa de la eficiencia en la sacarificacion. Ademas,
la masa que se requiere agregar es significativa, en algunos casos del orden de la masa de sustrato,
y queda en solucién, por lo cual también deberia analizarse su efecto sobre la fermentacion para

la cual se utilizard la glucosa generada.

66



Capitulo 4 : Intensificacion de la sacarificacion aplicando

cavitacion hidrodinamica durante la etapa de lavado

En este capitulo se presentan los resultados de los experimentos orientados a analizar la
posibilidad de intensificar la produccién de glucosa por hidrélisis enzimatica mediante la
aplicacion de cavitacion hidrodindmica sobre el sélido que se pretende sacarificar. En el caso de
residuos lignocelulésicos (RLC), el solido es el que resulta del proceso HPAC al que fueron
sometidos para eliminar convenientemente la lignina. Dado que los RLC empleados provienen de
distintas especies vegetales, en primer lugar, se presenta una caracterizacion de dichos RLC con el
fin de tener mas herramientas para interpretar los resultados de rendimiento de glucosa obtenidos.
Luego, se detallan los resultados de la hidrolisis, comparando cada tratamiento con los resultados
de la sacarificacion de papel de filtro, utilizada como referencia.

Como se detalld en el Capitulo 2, luego de la etapa de delignificacion, todos los RLC fueron
sometidos a los diferentes procedimientos de lavado descriptos. El objetivo fue determinar si el
método de intensificacion utilizado durante la etapa de lavado ocasiona efectos positivos sobre el
rendimiento y la velocidad inicial en la etapa de sacarificacion. En el caso del papel de filtro, si
bien el mismo no requiere de una etapa de lavado previa a la hidrolisis enzimatica, también fue
sometido a los mismos procedimientos, a fin de analizar los posibles efectos sobre las fibras,
independientemente de que no habria restos de licor o compuestos toxicos que pueden quedar en
los RLC luego del pretratamiento por HPAC.

En el caso de los procedimientos de lavado que incluyen cavitacion hidrodinamica, para el papel
de filtro se hicieron lavados con agua destilada sin ningiin agregado, y otros incorporando H>O»
en distintas concentraciones. Esto se debe a que, como se mencion6 en el Capitulo 1, la cavitacion
hidrodinamica se ve intensificada por el agregado de H2O:. En el caso de los RLC pretratados por
HPAC, siempre hay presencia de H>O> durante el lavado pues dicho reactivo se utiliza durante la

hidrolisis &cida-oxidativa, quedando siempre un remanente en el solido.
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4.1 Caracterizacion de los sustratos

4.1.1 Morfologia y Composicion de los RLC empleados

Al proceder de distintas especies vegetales, las maderas utilizadas en este trabajo poseen
diferentes estructuras a nivel microscopico. Las diferencias se pueden explicar a partir de su
clasificacion e influyen significativamente sobre la circulacion de los fluidos dentro de la matriz
lignoceluldsica. La Figura 4.1 esquematiza la estructura de los sistemas de circulacion en las
distintas especies. El Eucalyptus sp. y la Tipuana tipu pertenecen a la familia de las latifoliadas
(angiospermas dicotiledoneas, coloquialmente llamadas frondosas porque tienen mucho follaje),
mientras que el Pinus sp. pertenece a las coniferas (tipo de gimnosperma). Una de las principales
diferencias es la estructura anatémica de la madera (xilema de crecimiento secundario). Las
especies latifoliadas presentan una estructura compleja y con gran variedad de elementos, y se
diferencian de las coniferas por poseer vasos o haces conductores. Los vasos son células del xilema
cuyas paredes finales (responsables del contacto entre elementos de uno y otro vaso) carecen de
membranas. Estas células se ubican superpuestas de manera vertical, formando una estructura
tubiforme continua de largo indeterminado cuya funcién es la de conduccion de liquidos en el
tejido vegetal (Fig. 4.1 b). Por el contrario, el xilema de las coniferas esta constituido en un 95%
de su volumen por traqueidas axiales, que son células alargadas y estrechas, de extremos mas o
menos puntiagudos. La funcion principal de las traqueidas es la de conduccion y sostén, y sus
paredes presentan puntuaciones areoladas a través de las cuales los liquidos pasan de una célula a
otra (Fig. 4.1 a). Por lo general, los vasos de las latifoliadas son de mayor diametro que las
traqueidas. Como consecuencia de la estructura que poseen, el sistema de circulacion de las
latifoliadas es mas eficiente que el de las coniferas, en términos de la pérdida de carga asociada al

flujo de agua.
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Figura 4.1. Esquema de los sistemas de circulacion: a. Traqueidas (coniferas); b. Vasos
conductores (latifoliadas). Reformulado a partir de Berg (2008) y Benaiges (2019).

El xilema es un tejido heterogéneo compuesto por células organizadas en diferentes direcciones.
Es por eso que el aspecto de la madera varia segtin el plano de observacion. Para realizar estudios
anatomicos, se establecen los siguientes planos convencionales de corte: corte transversal
(perpendicular al eje del tronco), corte radial (paralelo a los radios) y corte tangencial (tangente a

los anillos de crecimiento o perpendicular a los radios) (Figura 4.2).

Figura 4.2. Obtencion de un cubo a partir de los tres cortes anatdmicos (Giménez, 2005).
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La Figura 4.3 muestra como se observan las estructuras de las maderas de coniferas (Fig 4.3 a)
y de latifoliadas (Fig. 4.3 b) cuando se obtiene un cubo como consecuencia de realizar los tres
cortes anatomicos. Cabe destacar que, como el objetivo de esta tesis no es realizar un analisis
anatomico, los cortes que fueron inspeccionados por microscopia en este trabajo son el simple
resultado de la trituracién y molienda a los que fueron sometidos los RLC. Al no realizar cortes
anatémicos de forma controlada, al momento de observar las estructuras por microscopia, nos

encontramos con cortes de distinto tipo en direcciones arbitrarias.

Canal resinoso Radio lefioso

Lefio tardio
—_—

Lefio
temprano

Vasos

Traqueidas Haz de
células—> &
radiales

Figura 4.3. Aspecto microscopico de la madera. (a) Coniferas. (b) Latifoliadas (Giménez, 2005).

La Figura 4.4 presenta las imagenes de microscopia SEM de los distintos RLC crudos (sin
pretratamiento). Estas iméagenes resultan ttiles para observar la morfologia de los sustratos, y
serviran para contrastar con aquellas obtenidas para los so6lidos sometidos a los distintos procesos
de pretratamiento. En todos los casos, se observan estructuras compactas, donde no se distinguen
fibras separadas y cuyas superficies son mayormente lisas. Los cortes no han sido cortes
anatomicos sino muestras al azar resultantes del proceso de triturado y molienda, por lo cual no es

claramente distinguible alguna parte estructural especifica.
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Figura 4.4. Imagenes de la microscopia SEM de los sustratos solidos. (a), (b) Eucalyptus sp.; (c),
(d) Tipuana tipu; (e), (f) Pinus sp.. Magnificacion: a la izquierda x200 (escala indicada de 40 pm)
y a la derecha x2000 (escala indicada de 4 pm).

En las Figuras 4.5 y 4.6 se pueden observar las imagenes de la microscopia dptica de tincion de
los sustratos crudos (sin pretratamiento). Para las tres especies vegetales (Fig, 4.6) es notorio el

color purpura, que indica la presencia de lignina, a diferencia de lo que ocurre con el papel de filtro
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(Fig. 4.5) que se ve completamente incoloro. Por otro lado, en el papel de filtro se observan las
fibras bien separadas, mientras que el Eucalyptus sp., la Tipuana tipu y el Pinus sp. presentan

estructuras mas compactas, sin poder distinguir fibras disgregadas.

Figura 4.5. Imagenes de la microscopia Optica de Papel de filtro. Magnificacion: a la izquierda
x10 (escala 187:1) y a la derecha x40 (escala 735:1).
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Figura 4.6. Imagenes de la microscopia optica de los RLC. (a) Eucalyptus sp.; (b) Tipuana tipu;
(c) Pinus sp.. Magnificacion: a la izquierda x10 (escala 187:1) y a la derecha x40 (escala 735:1).

En primera instancia se midi6 el contenido de lignina para las muestras de Eucalyptus sp. y las
hojas de Platanus acerifolia mediante el método quimico T222 de las normas TAPPI (Technical
Association of the Pulp and Paper Industry). La madera de Eucalyptus sp. tiene un 24% de lignina,

mientras que las hojas de Platanus acerifolia tienen un 44% (Kildegaard et al., 2022). Si bien este
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método es util para estimar el contenido de lignina para todos los RLC, requiere de gran cantidad
de masa. Como el objetivo de este trabajo es encontrar estrategias de intensificacion de las etapas
de pretratamiento, es necesario determinar el contenido de lignina de sustratos crudos y post
tratamientos. Y, dado que luego de los procesos de pretratamiento la masa de so6lido remanente es
limitada y se necesita para someterla a la etapa de hidrolisis enzimatica, se decidié recurrir a
técnicas instrumentales como la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para
estimar aproximadamente el contenido de lignina. Hay numerosos trabajos que relacionan
determinadas bandas del espectro IR con el contenido de lignina, particularmente aquellas que
tienen en cuenta las vibraciones de los anillos aromaticos (que aparecen a un nimero de onda
cercano a 512 cm!), que no estan presentes en la celulosa (Javier-Astete et al., 2021; Santos et al.,
2015; Wittner et al., 2023). La estimacion por FTIR del contenido de celulosa presenta mayor
error, dado que las bandas cuyas sefiales se relacionan con ella, también incluyen a la lignina y a
la hemicelulosa (son longitudes de onda asociadas a vibraciones y/o estiramientos de enlaces o
grupos funciones presentes en los tres componentes). Es por este motivo que se decidié considerar
a todos los sustratos delignificados como si fuesen puramente celulosa al momento de estimar los
rendimientos de glucosa de las sacarificaciones enzimaticas, por lo que no es posible que se alcance
un rendimiento del 100%. La Tabla 4.1 presenta el contenido de lignina de los RLC crudos,
estimados en algunos casos a partir de la norma TAPPI y en otros a partir de los espectros de FTIR,
teniendo en cuenta la relacion con la estimacidn por via himeda. Las figuras correspondientes a
los espectros se presentaran mas adelante comparativamente con las de los sustratos pretratados,
resaltando la zona considerada para la estimacion del contenido de lignina.

Tabla 4.1. Contenido de lignina de los RLC crudos, estimada a partir de la norma TAPPI o de
espectroscopia FTIR.

Sustrato Contenido de lignina (%)
Eucalyptus sp.” 24
Tipuana tipu™ 29
Pinus sp.™ 34
Platanus acerifolia” 44

* determinadas por norma TAPI T222
** determinada a partir de FTIR considerando los resultados de Fucalyptus sp.
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4.1.2 Cristalinidad

A partir de los resultados de difraccion de rayos X (DRX) realizados sobre los sustratos, cuyos
espectros se presentan en la Figura 4.7, se determind el indice de cristalinidad de los mismos como
se describid en el Capitulo 2, seglin la ecuacion (2.1). La Tabla 4.2 detalla estos resultados. Puede
verse que el papel de filtro presenta el mayor indice de cristalinidad lo cual es razonable dado que
se trata principalmente de fibras de celulosa purificadas y entrelazadas. El resto de los sustratos
presentan picos de menor intensidad en la zona cristalina de la celulosa probablemente debido a

un menor porcentaje de celulosa en su composicion.

Intensidad (u.a.)

—— EUCALIPTO

— PAPEL DE FILTRO

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Angulo (grados)

Figura 4.7. Espectros obtenidos por DRX de los sustratos crudos (sin pretratamiento). Las lineas
punteadas indican el dngulo de 6=22.5° cercana al pico cristalino a partir del cual se toma la
intensidad de la celulosa cristalina y 6=18° cercana al valle donde se determina la intensidad
relacionada con la celulosa amorfa, ambas segtiin el método de Segal et al. (1959).

75



Tabla 4.2. indice de cristalinidad de los sustratos sélidos sin pretratamiento.

Sustrato Indice de cristalinidad (%)
Papel de filtro 82,4
Eucalyptus sp. 53,2
Tipuana tipu 30,8
Pinus sp. 38,3

4.1.3 Determinacion de humedad

La Tabla 4.3 presenta la humedad promedio de 5 mediciones realizadas para cada uno de los
sustratos solidos estudiados. Todas estas medidas fueron realizadas sobre los sustratos crudos
luego de ser molidos y sin ningun tipo de pretratamiento, a excepcion de las hojas de platano que
debieron ser humectadas para lograr una molienda relativamente uniforme. Es por esta razén que
su contenido de humedad no resulta comparable a la del resto de los sustratos, pero es la condicion
en la cual la muestra fue almacenada y en consecuencia el punto de partida para los subsiguientes

experimentos.

Tabla 4.3. Contenido de humedad de los sustratos s6lidos crudos.

Sustrato Humedad (%)
Papel de filtro 4,8
Eucalyptus sp. 8,6
Tipuana tipu 11,4
Pinus sp. 91
Platanus acerifolia 76,1
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4.2 Sacarificacion de los sustratos sometidos a un procedimiento de
lavado intensificado por cavitacion hidrodinamica, sin circulacion de
solido

4.2.1 Efecto de la intensificacion del lavado sobre la sacarificacion de un sustrato

modelo

La Figura 4.8 evidencia el efecto de los distintos procedimientos de lavado del papel de filtro
sobre su sacarificacion. Se incluyen los resultados de sacarificar el papel de filtro “crudo” (sin
lavar ni mojar) como referencia. Se observa que todos los procedimientos de lavado tienen un
efecto positivo sobre la posterior hidrolisis enzimatica. Para las muestras que fueron sometidas a
cavitacion hidrodinamica (HC), los efectos fueron visiblemente positivos y mayores para aquellas
en las que se agregd H>O». La influencia se observo tanto sobre los rendimientos como sobre las
velocidades iniciales. Sin embargo, se observaron resultados similares entre las muestras que
solamente fueron inmersas en agua destilada durante una hora, y aquellas que fueron cavitadas con
H>0,. En consecuencia, los resultados indican un efecto significativo y predominante del grado de

humectacion del sustrato.
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Figura 4.8. Comparacion del efecto de los distintos procedimientos de lavado sobre la
sacarificacion enzimatica de papel de filtro. (a) Velocidad inicial. (b) Rendimiento de glucosa
luego de 6 h. (c) Rendimiento de glucosa luego de 28 h. “Crudo” indica el papel de filtro sin lavar
ni mojar.

El rendimiento obtenido para papel de filtro crudo al cabo de 28 h de sacarificacion fue del 49%

y se incrementd a 73% al sumergir el papel en agua durante una hora previo a la hidrdlisis
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enzimatica. La intensificacion del lavado por cavitacion hidrodindmica condujo a mayores
rendimientos (alrededor del 80%) so6lo cuando se agreg6 H>O» al agua de lavado. Este efecto
practicamente no depende de la concentracion de H>O; en el rango estudiado, pasando del 78% al
80% al aumentar la concentracion de agua oxigenada de 0,15% a 0,30% p/p. El papel de filtro
puede ser considerado celulosa pura porque no contiene lignina remanente ni inhibidores
generados en una etapa de pretratamiento que afecten la actividad enzimatica. Por lo tanto, el
motivo por el cual el rendimiento aumenta podria deberse fundamentalmente a modificaciones en
la estructura o morfologia de las fibras de celulosa. La cavitacion hidrodindmica promueve tanto
la disgregacion fisica de materiales por esfuerzos de corte y ondas de choque, como la formacion
de radicales hidroxilo, y su velocidad de generacion se incrementa aiin en presencia de bajas
concentraciones de H>O». Entonces, el efecto de intensificar el lavado por HC sobre la posterior
etapa de hidrolisis probablemente se deba a la separacion y disgregacion de las fibras de celulosa,

aumentando su accesibilidad para la enzima.

Con el fin de analizar el efecto de la HC sobre la morfologia de las muestras, las mismas fueron
examinadas por microscopia SEM; los resultados se ilustran en la Figura 4.9. Observando las
muestras humectadas con o sin haber empleado HC para intensificar la etapa de lavado (Fig. 4.9 a
y b), se infiere que tienen una superficie rugosa y una matriz abierta, lo que permite la entrada y
adsorcion de la enzima. Cuando se agrega peroxido de hidrogeno durante la intensificacion del
lavado por HC, las fibras de celulosa se vuelven més finas y la superficie se arruga atin mas (Fig.

4.9 ¢), mejorando la accesibilidad de la matriz (mayor superficie especifica).
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Figura 4.9. Microscopia de barrido electrénico (SEM) de papel de filtro sometido a distintos
procedimientos de lavado. (a) Lavado por inmersion, (b) Lavado en recirculacion intensificado por
cavitacion hidrodindmica (¢) Lavado en recirculacion intensificado por cavitacion hidrodinamica
con adicion de H202 (0.3%). Magnificacion aproximada: x2000 (izquierda) y x10000 (derecha).
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4.2.2 Efecto de la intensificacion del lavado sobre la sacarificacion de residuos

lignocelulosicos

4.2.2.1 Hojas de platano (Platanus acerifolia)

Los resultados de la sacarificacion de hojas crudas y delignificadas de Platanus acerifolia,
sometidas a distintos procedimientos de lavado, se presentan en la Figura 4.10. Las hojas sin
pretratamiento dieron una velocidad de sacarificacion muy baja, alcanzandose rendimientos de
glucosa de solo el 5% al cabo de 6 h, sin observarse aumentos durante las horas posteriores. Cabe
recordar que, como se detalld en el Capitulo 2, los rendimientos se calculan en base a la masa seca
de solido, asumiendo que el sélido s6lo contiene celulosa.

Para las hojas que fueron sometidas a hidrolisis 4cida-oxidativa con HPAC, se observa un
incremento significativo en la velocidad inicial y aumentos en el rendimiento que llegaron al 15%
a las 6 h para aquellas muestras que fueron lavadas por inmersion y en recirculacion sin cavitacion
hidrodinamica. Las muestras que luego de la hidrdlisis 4acida-oxidativa fueron lavadas en
recirculacion intensificada con cavitacion hidrodinamica alcanzaron un rendimiento del 22% luego
de 6 h. El incremento mas significativo se observo en la velocidad inicial de reaccion duplicando
su valor respecto de las muestras lavadas con los otros procedimientos, e incluso alcanzado valores
similares a los obtenidos para la sacarificacion de papel de filtro crudo. Sin embargo, la velocidad
de sacarificacion disminuyd notablemente para todas las muestras luego de las primeras 6 h,
alcanzdndose un rendimiento de so6lo el 25% luego de 28 h para las muestras cavitadas, y de

alrededor del 20% para las sometidas a los otros procedimientos de lavado.
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Figura 4.10. Comparacion del efecto del procedimiento de lavado sobre la sacarificacion de hojas
de Platanus acerifolia. (a) Velocidad inicial. (b) Rendimiento de glucosa luego de 6 h. (c)
Rendimiento de glucosa luego de 28 h.

Si bien la delignificacion con HPAC seguida del lavado intensificado con cavitacion llega a
quintuplicar el rendimiento de glucosa durante la sacarificacion, no resulta suficiente para

contrarrestar completamente el efecto perjudicial de la lignina remanente en el s6lido, que era de
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alrededor del 14% para las hojas pretratadas (Kildegaard et al., 2022). Como se ha mencionado en
el Capitulo 1, el pretratamiento por HPAC, una hidrolisis acida oxidativa utilizando acido acético
y agua oxigenada, es especialmente util para delignificar maderas (Wi et al., 2015). En
consecuencia, para continuar el estudio de la eficiencia de intensificar la etapa de lavado luego del
pretratamiento con HPAC, se decidi6 utilizar residuos de madera de tres especies distintas, cuya
disponibilidad es abundante en el pais.

Por otra parte, se puede observar en la Fig. 4.10, que los procedimientos de lavado por inmersion
y en recirculacion sin cavitacion hidrodinamica dieron lugar a resultados similares; las diferencias
entre ellos pueden ser consideradas dentro de la incerteza del método de medicion. En ambos
casos, se cuadruplica el rendimiento de glucosa respecto al obtenido para la biomasa cruda.
Teniendo en cuenta estos resultados, que indican un efecto despreciable de recircular el agua de
lavado a través del solido en lugar de dejarlo en inmersion con agitacion del agua mediante una
bomba de pecera, para los posteriores ensayos se decidid realizar solamente los lavados por
inmersion como referencia para evaluar la eficiencia de intensificar la etapa de lavado por HC.
Dado que se alcanzan rendimientos y velocidades iniciales similares, se elige el método por
inmersion debido al menor requerimiento energético que implica y su menor complejidad

operativa.

4.2.2.2 Maderas de distintas especies

La Figura 4.11 muestra comparativamente los resultados de la sacarificacion de Eucalyptus sp.,
Tipuana tipu y Pinus sp., tanto crudos como delignificados con HPAC. Cabe destacar que, a
diferencia de las hojas de Platanus acerifolia, estos tres sustratos presentan un contenido muy bajo
y hasta despreciable de lignina luego de la etapa de hidrdlisis acida-oxidativa. Como en el caso
anterior, los rendimientos se calculan en base a la masa seca inicial, i.e., considerando que el solido

contiene solamente celulosa, incluso para el caso del crudo.

Los RLC de madera utilizados fueron sometidos a los distintos procedimientos de lavado
descritos anteriormente luego de la etapa de hidrodlisis 4cida-oxidativa. En estos casos, se
emplearon muestras de aserrin con una distribucion de tamafios de entre 590 y 3350 um, que fueron
lavadas por inmersion, y por recirculacion intensificada con HC (sin circulacion de so6lido). La

intensificacion por HC siempre contdé con un remanente de H>O» procedente de la etapa de
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pretratamiento, al quedar esta adsorbida u ocluida en el solido. Dado que no se observé efecto
alguno de la concentracion de peroxido de hidrégeno en el tratamiento por HC del papel de filtro
sobre su posterior sacarificacion, se decidid no cuantificar sistematicamente esta concentracion en

el agua de lavado de los RLC.

La Tabla 4.4 resume los rendimientos luego de 28 h y las velocidades iniciales para cada
sustrato. Las muestras crudas de Tipuana tipu y Pinus sp. dieron rendimientos muy bajos de
glucosa, llegando solo al 1% luego de 6 h, sin posterior incremento al cabo de 28 h. Por su parte,
el Eucalyptus sp. presenta una velocidad inicial tres veces mayor, alcanzando un rendimiento de
3% luego de 6 h que continué aumentando hasta un 8% al cabo de 28 h. A pesar de que el
rendimiento con Eucalyptus sp. es mejor que el obtenido para las hojas de Platanus acerifolia,
sigue siendo demasiado bajo para un uso industrial eficiente, remarcando la importancia de
emplear un pretratamiento quimico previo a la hidrélisis enzimatica. Como referencia se sometio
a la muestra de Eucalyptus sp. sin pretratamiento a un procedimiento de lavado intensificado por
cavitacion hidrodindmica, encontrandose una influencia despreciable sobre los resultados de la
sacarificacion. En consecuencia, el efecto de la cavitacion es significativo principalmente cuando

se intensifica el lavado de las muestras pretratadas con HPAC.
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Figura 4.11. Comparacion del efecto del procedimiento de lavado sobre la sacarificacion de
madera de Eucalyptus sp., Tipuana tipu y Pinus sp.. (a) Velocidad inicial. (b) Rendimiento de

glucosa luego de 6 h. (¢) Rendimiento de glucosa luego de 28 h.
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Tabla 4.4. Rendimiento de glucosa luego de 28 h y velocidad inicial de la sacarificacion de RLC
de madera, empleando diferentes procedimientos de lavados.

Rendimiento” de glucosa Velocidad inicial de

luego de 28 h formacion de glucosa (mg/h)
Procedimiento de lavado Inmersion HC Inmersion HC
Eucalyptus sp. 33% 61% 3,4 6,1
Tipuana tipu 21% 53% 2,9 7,5
Pinus sp. 15% 24% 3,2 4,3

*considerando que el RLC delignificado sélo contiene celulosa

La delignificacion con HPAC de las muestras crudas condujo a un aumento significativo de los
rendimientos y velocidades iniciales de reaccion, destacando la relevancia de eliminar la lignina
de la matriz lignoceluldsica para aumentar la eficiencia de la sacarificacion enzimatica. Ademas,
aquellos sustratos en los que la etapa de lavado se intensificoé con cavitacion hidrodinamica
produjeron rendimientos de glucosa y velocidades iniciales de reaccion significativamente

superiores a los obtenidos con los RLC pretratados lavados por inmersion.

El mayor rendimiento de glucosa al cabo de 28 h se obtuvo con Eucalyptus sp., aumentando el
rendimiento mas de siete veces en comparacion con el obtenido con la biomasa cruda. Las muestras
cuyo lavado fue intensificado por HC alcanzaron un rendimiento de glucosa del 61%, casi el doble
de los valores obtenidos con los procedimientos de lavado tradicionales. El efecto de la HC fue
aln mas notable para Tipuana tipu, que alcanzo6 solo un 1% de rendimiento de glucosa para la
muestra cruda y subid al 53% cuando la muestra fue delignificada y lavada incorporando
cavitacion hidrodinamica en el proceso. Con los métodos estandar de lavado, el rendimiento fue
menos de la mitad, alrededor del 20%. El efecto fue particularmente alto en el periodo inicial de
la hidrélisis enzimatica. Las muestras de Pinus sp. delignificadas mostraron el peor desempefio,
con una mejora casi marginal al intensificar la etapa de lavado por HC. Los resultados obtenidos

con Pinus sp. fueron comparables a los de las hojas de Platanus acerifolia.

Los mayores rendimientos obtenidos con los RLC delignificados cuando la etapa de lavado se

intensifica con HC pueden atribuirse a la ruptura de las fibras de celulosa y la eliminacion de
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compuestos inhibitorios que podrian haber permanecido de la matriz lignocelulosica original o
haberse formado durante la hidrolisis oxidativa-acida. El colapso de las burbujas de cavitacion
induce ondas de choque y genera radicales hidroxilos capaces de eliminar compuestos organicos
que pueden inhibir a la enzima. También puede modificar la morfologia de las muestras,
aumentando la accesibilidad de la superficie. Cuando la lignina no se elimina completamente con
HPAC, si bien se observan mejoras inducidas por HC durante el periodo inicial, el rendimiento
final es bajo, probablemente debido a la inhibicion enzimadtica por los compuestos organicos
remanentes en el solido. Por otro lado, se presume que la cristalinidad de la celulosa puede reducir
su biodisponibilidad, resultando un impedimento para la actividad de las celulasas. El indice de
cristalinidad, al igual que para los sustratos sin pretratamiento, se determind a partir de los
espectros de difraccion de rayos X que se presentan en las Figuras 4.12 a 4.15. Los resultados

para los distintos RLC lavados con y sin intensificacion por HC se muestran en la Tabla 4.5.

— PAPEL DE FILTRO+HC

Intensidad (u.a.)

—— PAPEL DE FILTRO+INM ERSION

—— PAPEL DE FILTRO CRUDO

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Angulo (grados)

Figura 4.12. Espectros obtenidos por DRX de las muestras de papel de filtro crudo (sin
pretratamiento) y lavado por inmersion o en recirculacion intensificada por cavitacion
hidrodinamica. Las lineas punteadas indican el angulo del pico cristalino y del valle amorfo para
calcular el indice segun el método de Segal et al. (1959).
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—— EUCALPITO+HPAC+HC

—— EUCALIPTO+HPAC+INM ERSION

Intensidad (u.a.)

—— EUCALIPTO CRUDO

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Angulo (grados)

Figura 4.13. Espectros obtenidos por DRX de las muestras de Eucalyptus sp., cruda (sin
pretratamiento) y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersion o en recirculacion
intensificada por cavitacion hidrodinamica. Las lineas punteadas indican el angulo del pico
cristalino y del valle amorfo para calcular el indice segun el método de Segal et al. (1959).

— TIPA+HPAC+HC
%M%MWWWW
1
1
1

—— TIPA+HPAC+INMERSION

Intensidad (u.a.)

—— TIPA CRUDO

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Angulo (grados)

Figura 4.14. Espectros obtenidos por DRX de las muestras de Tipuana tipu, cruda (sin
pretratamiento) y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersidon o en recirculacion
intensificada por cavitacion hidrodindmica. Las lineas punteadas indican el angulo del pico
cristalino y del valle amorfo para calcular el indice segiin el método de Segal et al. (1959).
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——PINO+HPAC+HC

—— PINO+HPAC+INM ERSION

Intensidad (u.a.)

— PINO CRUDO

15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 27 28 29 30
Angulo (grados)

Figura 4.15. Espectros obtenidos por DRX de las muestras de Pinus sp., cruda (sin pretratamiento)
y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersion o en recirculacion intensificada por cavitacion
hidrodinamica. Las lineas punteadas indican el angulo del pico cristalino y del valle amorfo para
calcular el indice segun el método de Segal et al. (1959).

Cuando se utiliza HC durante el proceso de lavado, el indice de cristalinidad es mas bajo que el
obtenido con un lavado tradicional, por lo que podria haber un efecto de aumento en la cantidad
de celulosa amorfa disponible para la hidrdlisis. Sin embargo, dado que los incrementos
encontrados son grandes, el efecto también podria estar relacionado con otros factores, como la
eliminacion de compuestos toxicos y modificaciones de la morfologia. Ademas, el indice de
cristalinidad del papel de filtro ronda el 80% para todos los casos, siendo mads alto que el de los
RLC delignificados. Comparativamente, a pesar de la estructura cristalina de la celulosa del papel
de filtro utilizado, se obtienen altos rendimientos de glucosa, lo que indica una buena
biodisponibilidad de celulosa para las enzimas de la mezcla Cellic CTec3 para promover la
formacion de glucosa independientemente de la cristalinidad. Esto sugiere que es factible que haya

influencia de otros factores en el caso de los RLC.
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Tabla 4.5. indice de cristalinidad de los distintos sustratos sélidos estudiados, teniendo en cuenta
el procedimiento de lavado al que fueron sometidos.

Indice de cristalinidad (%)
Crudo (sin
Procedimiento de
delignificar y sin Inmersion HC HC con H202
lavado
lavar)

Papel de filtro 82,4 79,8 84,2 81,8
Eucalyptus sp. 53,2 56,6 - 51,2
Tipuana tipu 30,8 44,0 - 35,0
Pinus sp. 38,3 46,2 _ 38,9

Con el fin de analizar la influencia de la estructura y textura de la matriz de los RLC, las muestras
crudas y las delignificadas y lavadas se observaron por microscopia de barrido electrénico (SEM).
Las Figuras 4.16 a 4.18 muestran las imagenes obtenidas por microscopia SEM de los distintos
RLC. Se puede observar que para todos los sustratos crudos las fibras estan agrupadas y poco
accesibles para la efectiva adsorcion de la enzima. Por el contrario, para los sustratos que fueron
tratados con HPAC se observa cierta separacion entre las fibras de celulosa y una estructura mas
abierta y rugosa. Sin embargo, el efecto depende de la especie. Para las muestras de Eucalyptus
sp. y Tipuana tipu se puede ver que aquellas cuya etapa de lavado fue intensificada por cavitacion
presentan una superficie mas rugosa que las lavadas por inmersion. En particular, en el caso de
Tipuana tipu se observan fibras mas disgregadas y dispuestas en una estructura mas desordenada.
En contraposicion, para el Pinus sp. no se observan diferencias significativas entre las muestras
que fueron lavadas por inmersion y las que fueron cavitadas durante la etapa de lavado. Ademas,
a diferencia de los otros RLC, la estructura de las muestras de Pinus sp. delignificadas no presentan
diferencias sustanciales en comparacion a las muestras sin pretratamiento.

Continuando con el andlisis de la estructura y de posibles residuos de lignina que hubieran
quedado, se observaron por microscopia Optica las muestras de los RLC sin y con pretratamiento.
Estas muestras fueron inicialmente sometidas a tincién con un reactivo especifico que permite
visualizar la presencia de restos de lignina. La Figura 4.19 presenta microscopias representativas,
a partir de las cuales se evidencia que hubo una efectiva remocion de la lignina en los sustratos

tratados con HPAC. Notar particularmente que en el caso de los crudos (sin pretratamiento) la
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tincion desarrolla un color bordd-violaceo que indica lignina, el cual desaparece completamente
en las muestras delignificadas por HPAC. Las fibras de las muestras de Eucalyptus sp. y de
Tipuana tipu tratadas con HPAC, para ambos procedimientos de lavado, se observan disgregadas,
adelgazadas y desordenadas, sugiriendo una buena accesibilidad para la enzima. Las muestras de
Eucalyptus sp. tratado con HPAC presentan las fibras mas abiertas, sugiriendo una mayor
disponibilidad de la celulosa para la reaccion enzimatica y efectivamente son las muestras que
condujeron al mayor rendimiento de glucosa. Por el contrario, las muestras delignificadas de Pinus
sp. conservan una estructura de fibras mas densa y entrelazada. A su vez, en las muestras
delignificadas de Pinus sp. se pueden observar burbujas de aire entrampadas dentro de las
traqueidas (ver flechas blancas en la Fig. 4.19 c). Esto es particularmente evidente en la muestra
sometida a hidroélisis acida-oxidativa seguida del lavado en recirculacion intensificado por HC, lo
que remarca la estabilidad de la estructura de esta especie. Este resultado no s6lo indica que las
muestras de Pinus sp. mantienen su estructura densa original poco accesible luego de la
delignificacion, sino que también evidencia que la estructura del xilema de esta gimnosperma
presenta una dificultad particular para que el liquido acceda dentro de los conductos, dado que hay
aire ocluido en los mismos. Esta puede ser una razon por la cual las muestras de Pinus sp.
condujeron a rendimientos de glucosa en la sacarificacion mucho menores que los otros RLC,
debido a este impedimento para la enzima de acceder a las fibras de celulosa que forman las

paredes de los conductos donde hay aire.
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Figura 4.16. Microscopia de barrido electronico (SEM) de Eucalyptus sp. sometido a diferentes
tratamientos: (a) crudo (sin pretratamiento), (b) delignificado con HPAC y lavado por inmersion,
(c) delignificado con HPAC y lavado en recirculacion con intensificacion por cavitacién
hidrodindmica. Magnificacion aproximada: x200 (izquierda), x2000 (derecha).
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Figura 4.17. Microscopia de barrido electrénico (SEM) de Tipuana tipu sometido a diferentes
tratamientos: (a) crudo (sin pretratamiento), (b) delignificado con HPAC y lavado por inmersion,
(c) delignificado con HPAC y lavado en recirculacion con intensificacion por cavitacién
hidrodindmica. Magnificacion aproximada: x200 (izquierda), x2000 (derecha).
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(a)

(c)

Figura 4.18. Microscopia de barrido electronico (SEM) de Pinus sp. sometido a diferentes
tratamientos: (a) crudo (sin pretratamiento), (b) delignificado con HPAC y lavado por inmersion,
(c) delignificado con HPAC y lavado en recirculacién con intensificacion por cavitacion
hidrodinamica. Magnificacion aproximada: x200 (izquierda), x2000 (derecha).
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a.1) Crudo a.2) Lavado por inmersion a.3) Lavado con HC

a)  Eucaliptus

b.1) Crudo b.2) Lavado por nmersion b.3) Lavado con HC

b) Tipuana tipu

c.1) Crudo c.2) Lavado por inmersion

¢) Pinus taeda

Figura 4.19. Microscopia Optica de tincion de los distintos RLC sometidos a diferentes
tratamientos. a) Eucalyptus sp.: a.1) crudo (sin pretratamiento), a.2) delignificado con HPAC y
lavado por inmersion, a.3) delignificado con HPAC y lavado en recirculacion intensificada por
cavitacion hidrodinamica. b) Tipuana tipu: b.1) crudo (sin pretratamiento), b.2) delignificado con
HPAC y lavado por inmersion, b.3) delignificado con HPAC y lavado en recirculacion
intensificada por cavitacion hidrodindmica. c) Pinus sp.: c.1) crudo (sin pretratamiento), c.2)
delignificado con HPAC y lavado por inmersion, c.3) delignificado con HPAC y lavado en
recirculacion intensificada por cavitacion hidrodinamica. La flecha blanca indica la presencia de
aire ocluido.
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Las Figuras 4.20 a 4.22 ilustran los espectros obtenidos por FTIR de los RLC crudos y
pretratados por HPAC y posteriormente lavados, en el rango de 650 a 1800 cm™. No se incluye el
rango de 1800 a 4000 cm™! porque no aparecen en ese rango sefales diferenciadas, solo un pico
amplio alrededor de 3300 cm™' relacionado con las vibraciones de las uniones O-H y C-H presentes
en los tres componentes y que aparece similar en todas las muestras. En las figuras, se remarca la
zona que se ha considerado para estimar el contenido de lignina, siguiendo la sugerencia de
Kostryukov et al. (2023), quienes tomaron la sefial alrededor de 1512 cm™! (integracion entre 1490
y 1530 cm) correspondiente a la vibracion del esqueleto aromatico, presente inicamente en la
lignina. La integracion del FEucalyptus sp. crudo se asimila al valor que se ha determinado segln
la norma TAPPI y los demaés espectros se refieren a este valor. Estrictamente, es conveniente
incluir un estandar interno (en general, se utiliza tiocianato de plomo), pero en nuestro caso no
disponiamos del compuesto y también resultaba mas engorroso preparar la pastilla para realizar la
medicion. En consecuencia, consideramos como referencia la altura del pico que aparece alrededor
de 1050-1060 cm™ correspondiente a las vibraciones de estiramiento simétricas de los enlaces C-
O y simétricas y asimétricas de los enlaces C-O-C. Si bien esta metodologia introduce un error,
nos permitié realizar una estimacién aproximada del contenido de lignina en los RLC
delignificados y lavados utilizando muy poca muestra. Los resultados del contenido de lignina
calculados siguiendo este procedimiento se enumeran en la Tabla 4.6.

En concordancia con lo observado en Figura 4.19, los resultados de la espectroscopia FTIR
presentados en la Tabla 4.6, indican que las limitaciones observadas en la sacarificacion de Pinus
sp. no estan asociadas a la presencia de lignina en las muestras. Incluso, los pequefios remanentes
que pudieran contener las muestras de Eucalyptus sp. y Tipuana tipu pretratadas tienen menor

influencia que la estructura sobre la sacarificacion.
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Figura 4.20. Espectros obtenidos por FTIR de las muestras de Eucalyptus sp., cruda (sin
pretratamiento) y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersidon o en recirculacion
intensificada por cavitacion hidrodindmica. Se incluye también la muestra de papel de filtro para
referencia comparativa. Las lineas punteadas delimitan el rango considerado en la integracion para
estimar el contenido de lignina.
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Tipa cruda

Tipa-HPAC+HC

Tipa-HPAC+inmersion

Papel de filtro
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Figura 4.21. Espectros obtenidos por FTIR de las muestras de Tipuana tipu, cruda (sin
pretratamiento) y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersion o en recirculacion
intensificada por cavitacion hidrodindmica. Se incluye también la muestra de papel de filtro para
referencia comparativa. Las lineas punteadas delimitan el rango considerado en la integracion para
estimar el contenido de lignina.
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Figura 4.22. Espectros obtenidos por FTIR de las muestras de Pinus sp., cruda (sin pretratamiento)
y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersion o en recirculacion intensificada por cavitacion
hidrodindmica. Se incluye también la muestra de papel de filtro para referencia comparativa. Las
lineas punteadas delimitan el rango considerado en la integracion para estimar el contenido de
lignina.
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Tabla 4.6. Contenido de lignina de los distintos RLC estudiados, teniendo en cuenta el
procedimiento de lavado al que fueron sometidos, estimada a partir de la norma TAPPI o de
espectroscopia FTIR.

Contenido de lignina (%)
Procedimiento de Crudo (sin delignificar y
Inmersion HC
lavado sin lavar)
Eucalyptus sp. 24 3,3" 2,7
Tipuana tipu™ 29 3,1 0
Pinus sp.” 34 0 0

* determinadas por norma TAPI T222
** determinada a partir de FTIR considerando los resultados de Eucalyptus sp. crudo.

4.3 Sacarificacion de los sustratos sometidos a un procedimiento de
lavado intensificado por cavitacion hidrodindmica, con circulacion de
solido

La cavitacion hidrodindmica ocasiona alteraciones de las superficies sélidas que se encuentran
proximas a la zona donde ocurre la implosion de la burbuja, como se describid en el Capitulo 1.
Estas modificaciones son generalmente mayores si el solido es forzado a pasar a través del
dispositivo de cavitacion. La circulacion del so6lido a través del dispositivo de cavitacion fue
utilizada por Naragajan y Ranade (2019) para mejorar la produccion de bio-gas. Estos autores
encontraron mejoras significativas resultantes de forzar el solido a través del dispositivo de
cavitacion, si bien el cavitador que utilizaron fue del tipo vortex, no Venturi como en el caso de
esta tesis. En consecuencia, resulta importante analizar la influencia de hacer circular el sélido a
través del tubo Venturi, como método de intensificacion del proceso de lavado, y analizar su
influencia sobre la posterior etapa de sacarificacion. Ademas, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos para los distintos sustratos, que sugieren que la actividad enzimatica se ve favorecida

ante los cambios en la morfologia del s6lido, se decidi6 estudiar el efecto que pudiera tener hacer

circular el so6lido a través del dispositivo de cavitacion (Venturi) durante su etapa de lavado. En
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este caso se utilizd solamente Eucalyptus sp. debido a los buenos rendimientos observados

anteriormente con esta especie.

Las suspensiones solidas no pueden circular a través de bombas centrifugas comunes sin
destruirlas, por lo cual, para estas experiencias, se utilizd una bomba tornillo de desplazamiento
positivo, como se describid en el Capitulo 2. A fin de proteger el funcionamiento de la bomba
tornillo que impulsa la suspension y de evitar taponamientos del tubo Venturi, se decidié emplear
polvo con una distribucion de tamafios entre 297 y 590 um. Para ser estrictos en la comparacion,
se utilizé el mismo so6lido en la disposicion sin circulacion, formando un lecho fijo ubicado a la
salida del cavitador. La Figura 4.23 muestra comparativamente los resultados obtenidos en la
sacarificacion del polvo de Eucalyptus sp. pretratado con HPAC y lavado posteriormente en
recirculacion, intensificando la etapa por HC con y sin circulacion del s6lido. Como referencia, se
incluye también los resultados de la sacarificacion del polvo de Eucalyptus sp. delignificado y
lavado por inmersion. Se observa que, como ocurrid con las muestras de Eucalyptus sp. de mayor
granulometria, la cavitacion hidrodindmica mejora tanto los rendimientos como la velocidad
inicial de reaccion. Sin embargo, al comparar los dos métodos de lavado intensificados con HC,
se evidencia que la circulacion del solido a través del dispositivo de cavitacion no tiene un efecto
significativo sobre la sacarificacion del sélido resultante, y las diferencias s6lo se observan durante
las primeras horas de reaccion. La velocidad inicial de formacion de glucosa aumenta de 12,7 a
12,9 mg/h, mientras que el rendimiento pasa de 48 a 52% cuando el solido circula a través del
Venturi. Luego de 28 h de reaccion, alcanzan ambos un 64% de conversion. En consecuencia, no
hay clara evidencia de que la circulacion del s6lido a través del cavitador tipo Venturi tenga efectos
positivos sobre la posterior hidrolisis enzimatica. Cabe remarcar que el rendimiento obtenido con
el polvo de Eucalyptus sp. es similar al obtenido con muestras de mayor granulometria, resultado
que indica que no seria necesaria una molienda tan intensa para utilizar este RLC en forma
industrial con el objetivo de generar el sustrato base de carbono de una fermentacion. También
podria ser conveniente incorporar el solido remanente de la sacarificacion, dado que este sélido
practicamente no contiene lignina y eventualmente podria ser consumido por los microorganismos
en crecimiento, o funcionar como soporte de agregados de células en el caso de formacion de

biofilms.
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Por otra parte, la circulacion del solido a través del dispositivo condujo a generar un so6lido
mucho més disgregado, semejante a una pulpa, dificil de filtrar y manipular. Ademas, luego del
filtrado mostr6 una significativa tendencia a aglomerarse fuertemente, complicando la etapa
posterior de sacarificacion, ya que esta requiere la manipulacion mecanica del sélido filtrado para
que pueda efectivamente entrar en contacto con la enzima. Estas caracteristicas no serian
adecuadas, o al menos convenientes, para su manipulacion industrial. En consecuencia, para el
objetivo de generar un sustrato base de carbono por hidrdlisis enzimatica de RLC pretratados por
HPAC, seria recomendable el uso de un lecho fijo ubicado a la salida del cavitador, lograndose el
mismo rendimiento con menor necesidad de intervencion, y requiriendo un montaje mas sencillo,

versatil y facilmente escalable.
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Figura 4.23. Comparacion del efecto del método de lavado sobre la sacarificacion de polvo de
Eucalyptus sp. (a) Velocidad inicial. (b) Rendimiento de glucosa luego de 6 h. (c) Rendimiento de
glucosa luego de 28 h.
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4.4 Efecto del nimero de pasos a través del dispositivo de cavitacion

4.4.1 Sacarificacion de Eucalyptus sp.

El efecto de la cavitacion hidrodindmica en general depende del “niimero de pasos™ a través del
dispositivo de cavitacion. El nimero de pasos se refiere a la cantidad de veces que el liquido
contenido en el tanque reservorio se hace circular a través del dispositivo, y se calcula teniendo en
cuenta el volumen de liquido en el tanque y su velocidad de recirculacion, como se describi6 en el
Capitulo 1. Por lo tanto, la sacarificacion del polvo delignificado de Eucalyptus sp. con menor
diametro de particula se llevd a cabo tomando muestras a distintos tiempos, lo que equivale a
diferentes nimeros de pasos. La Figura 4.24 ilustra la evolucion temporal de la masa de glucosa
generada y los rendimientos de glucosa después de 6 y 28 h de reaccion, para el solido pretratado
y sometido a un lavado intensificado por HC, cuando el sdlido se dispone en un recipiente a la
salida del cavitador formando un lecho fijo. Se puede observar que la influencia del nimero de
pasos en las primeras horas de sacarificacion es baja, pero a partir de las 4 h de reaccion se
comienza a apreciar una diferencia significativa, que finalmente evoluciona hacia el resultado de
rendimiento a las 28 h, donde se aprecia una diferencia progresiva que indica un cierto efecto. Se
puede concluir que, a medida que aumenta el numero de pasos, la produccion de glucosa luego de
6 h fue en aumento hasta los 50 pasos. Cuando el nimero de pasos fue superior a 50, no se
observaron ulteriores mejoras. Este resultado es significativo teniendo en cuenta que la cavitacion
involucra un consumo energético relativamente alto y, en consecuencia, resulta importante evaluar
un compromiso econdémico entre la energia requerida y la mejora en la masa de glucosa que se
puede generar. A partir de los resultados ilustrados en la Fig. 4.24 b y c, 50 pasos pareceria ser un
optimo porque conduce a un rendimiento de glucosa que es cerca de un 50% mayor que con 10 o
30 pasos. De todas formas, para un uso industrial, resultard importante analizar la conveniencia
economica considerando que el tiempo también es una variable a tener en cuenta, dado que
generalmente se requiere una produccion rapida y un mayor nimero de pasos involucra mayor
tiempo de lavado y mayor consumo energético. Finalmente, cabe remarcar nuevamente que, para
el mismo nimero de pasos, los resultados fueron comparables a los obtenidos con didmetros de
particulas mas grandes, lo que indica que el tamafio del sélido tuvo un efecto despreciable dentro

del rango examinado, por lo cual no se requiere una molienda tan intensa.
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Figura 4.24. Efecto del numero de pasos a través del dispositivo de cavitacion sobre la
sacarificacion de polvo de Eucalyptus sp. cuando la etapa de lavado se intensifica por HC sin
circulacion de solido. (a) Evolucidon temporal de la masa de glucosa generada durante las primeras
6 h. (b) Rendimiento luego de 6 h. (c) Rendimiento luego de 28 h.
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Con el fin de analizar la influencia del nimero de pasos en el caso de circular el solido a través
del dispositivo de cavitacion, se realizaron ensayos similares operando con el sistema que incluye
la bomba tornillo de desplazamiento positivo. Como en el caso de utilizar un lecho fijo, se tomaron
muestras a distintos niumeros de pasos. La evolucion temporal de la masa de glucosa generada y
los rendimientos de glucosa a las 6 y 28 h se muestran en la Figura 4.25. El rendimiento de glucosa
obtenido con recirculacion de solidos fue casi independiente del nimero de pasos, e incluso
pareciera haber un ligero efecto negativo al aumentar el nimero de pasos. Ademas, los
rendimientos obtenidos fueron menores a los obtenidos con el s6lido dispuesto en forma de lecho
fijo. Este resultado, aparentemente contradictorio con el que se ha presentado en la Figura 4.23, se
debe a la dificultad en la manipulacion del sélido cuando éste circula a través del dispositivo de
cavitacion. El solido queda completamente disgregado y disperso, formando una pasta dificil de
filtrar y manipular debido a la deformacion que sufre al forzarlo a atravesar el dispositivo de
cavitacion tipo Venturi con alta velocidad, incluso después de solo 10 pasos. El efecto negativo en
comparacion con mantener el sélido en un lecho fijo también podria estar relacionado con un
cambio en las caracteristicas reologicas del fluido circulante (al tratarse ahora de una suspension)
que disminuye la intensidad del colapso de las burbujas de cavitacion. Otra posible causa de una
menor eficiencia de la sacarificacion podria estar relacionada con una oxidacion parcial de algunos
grupos oxhidrilos de la celulosa inducida por la cavitacion al tener a las fibras mas disgregadas, o
a una competencia entre la disgregacion del solido y la remocion de compuestos toxicos que
disminuya su eficiente eliminacion. Sin embargo, como estas diferencias no fueron observadas
previamente en el experimento presentado en la Figura 4.23, consideramos que se deben
fundamentalmente a la dificultad de manipulacion del solido, que a su vez remarca que no es un

método conveniente para su uso industrial.
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Figura 4.25. Efecto del numero de pasos a través del dispositivo de cavitacion sobre la
sacarificacion de polvo de Eucalyptus sp. cuando la etapa de lavado se intensifica por HC con
circulacion de solido. (a) Evolucidon temporal de la masa de glucosa generada durante las primeras
6 h. (b) Rendimiento luego de 6 h. (c) Rendimiento luego de 28 h.
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4.4.2 Sacarificacion de CMC

La cavitacion hidrodinamica, al igual que el ultrasonido o cavitacion acustica, es capaz de cortar
las cadenas de las moléculas de polimeros, modificando significativamente su viscosidad (Hou et
al., 2018; Zupanc et al., 2024). Un estudio previo mostrd que, como consecuencia de la circulacion
a través del cavitador, la viscosidad de una soluciéon de CMC al 0,05% disminuy6 entre un 27 y un
36% (Fleite et al., 2024). Este cambio se debe a la reduccioén del peso molecular medio del
polimero como consecuencia de la ruptura de las moléculas de CMC para dar otras mas pequeias.
Teniendo en cuenta este efecto, podria esperarse que la sacarificacion enzimatica se vea favorecida
al poner en contacto a las celulasas con cadenas mas cortas del sustrato. La Figura 4.26 presenta
los resultados de la sacarificacion de CMC que ha circulado a través del dispositivo de cavitacion
durante diferentes nimeros de pasos. Se observa que, para este sustrato, los resultados no presentan
diferencias significativas en funcion del nimero de pasos a través del cavitador, ni con la solucion
original de CMC sin cavitar. La velocidad inicial es alta y se llega al rendimiento final
relativamente rapido probablemente debido a que la CMC se solubiliza completamente en agua
por lo cual no hay impedimento relacionado con el entrelazado de las fibras de celulosa. Ademas,
la estructura ramificada de la CMC permite el ataque de la enzima por distintos puntos,
independientemente del largo de las cadenas. El rendimiento maximo que se alcanza (~60%) no
es tan alto como con el papel de filtro debido a los grupos carboxilicos que presenta, que no son

atacados por la enzima.
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Figura 4.26. Efecto del numero de pasos a través del dispositivo de cavitacion para una solucion
acuosa de CMC 0.05%.
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En consecuencia, este resultado evidencia que en ausencia de lignina y de problemas estéricos
derivados de la estructura del solido, la sacarificacion de todos modos alcanza un menor
rendimiento cuando las fibras de celulosa estdn parcialmente oxidadas. Teniendo en cuenta los
resultados de la secciéon 4.4.1. y la capacidad oxidante de la cavitacion hidrodindmica,
especialmente en presencia de peroxido de hidrogeno, resulta razonable que no sea conveniente la
disgregacion total de las fibras de celulosa, que pudiera facilitar una oxidacion parcial de algunos
grupos oxhidrilos inducida por la cavitacion, porque se alcanzaria menor rendimiento. Asimismo,
someter al solido a cavitacion hidrodindmica durante tiempos muy prolongados, que también
podria culminar en la oxidacion parcial de algunos grupos oxhidrilos de la celulosa, tampoco seria

conveniente porque podria conducir a disminuir el rendimiento final.
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Capitulo 5 : Intensificacion de la sacarificacion mediante
el empleo de un mezclador estatico de contraccion-
expansion (CE)

Dentro de la busqueda de estrategias de intensificacion en la obtencion de azucares fermentables,
se propuso el empleo de un mezclador estatico de contraccidon-expansion (CE) tanto en la etapa de
lavado, como asi también la posibilidad de emplearlo para realizar la sacarificacion enzimatica
como un proceso en recirculacion. Los arreglos de contraccion-expansion han resultado
especialmente utiles para micromezclado (Yildirim, 2017) y tienen como principal ventaja su bajo
costo de operacion y baja pérdida de carga (Fleite et al., 2020a). Este capitulo incluye el disefo de
un mezclador estatico de CE, que involucrdé una primera etapa de modelado, el montaje del
prototipo y su testeo al aplicarlo para preparar emulsiones. Si bien el objetivo de la tesis no es
estudiar la operacion de emulsificacion, una buena performance del sistema para emulsificar puede
indicar un buen desempeiio en la disgregacion de fibras de celulosa que se desean sacarificar. Una
vez montado el prototipo y confirmado su buen desempefio como emulsificador, se lo emple6 en
la etapa de lavado y durante la sacarificaciéon enzimatica. A su vez, se incluyen resultados de
estudiar el sistema de cavitacion hidrodinamica con circulaciéon de sdlido como alternativa de

intensificacion durante el proceso de sacarificacion enzimatica.

5.1 Disefio del mezclador estatico de contraccion-expansion (CE)

5.1.1 Modelado

5.1.1.1 Determinacion de la configuracion optima

La simulaciéon del movimiento del liquido dentro de un mezclador estatico, formado por
sucesivas contracciones y expansiones interceptadas en el flujo, permite identificar las regiones de
mayor turbulencia. En una contribucion previa del grupo de investigacion (Fleite et al., 2020a), se
empled el programa de acceso abierto (open-source) Gerris Flow Solver, desarrollado por Popinet
(2003), para optimizar la configuracion de un clarificador destinado al tratamiento de aguas
residuales de un feedlot, con un mezclador estatico inicial. En esta tesis, se utilizdo el mismo
software para realizar simulaciones computacionales de la fluidodindmica (Computational Fluid
Dynamics — CFD) en 3 y 2 dimensiones (3D y 2D) para caracterizar el movimiento del liquido en

un mezclador estatico CE a diferentes caudales de liquido (Re = 500 — 20000). El modelo 3D se
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utilizé para verificar la consistencia del modelo 2D. Dado que los resultados fueron similares,
finalmente se utilizaron simulaciones 2D con fines de optimizacion debido al elevado costo
computacional de las simulaciones 3D. Se realizaron simulaciones 2D del movimiento del liquido
para diferentes disposiciones de CE con el fin de encontrar las caracteristicas geométricas que
conducen a la mayor turbulencia dentro del rango explorado de velocidades de liquido.

Las ecuaciones para describir el movimiento del liquido en 2D (radial-longitudinal) dentro de
los elementos sucesivos de CE se resolvieron mediante simulacion numérica directa o DNS (Direct
Numerical Simulation) de las ecuaciones de Navier-Stokes para fluidos incompresibles, con un
mallado cartesiano tipo “octree” (Lagrée et al., 2011; Popinet, 2003). El mallado octree de Gerris
divide el espacio utilizando potencias de 2. En ese caso se empleo el algoritmo nativo del Gerris
para el mallado adaptativo, a fines de minimizar el costo computacional requerido (Popinet, 2003;
2009). Se resolvieron las ecuaciones de continuidad (Ecuacion 5.1) y de momento (Ecuacion 5.2)

para obtener el campo de velocidades del liquido y cuantificadores de turbulencia.

V-U=0 (5.1)

p[5+U- VU] = —VP + uv2U (5.2)

Donde U es el vector de velocidad, P es la presion del fluido, y p es la viscosidad dindmica. Se
establecid la condicion de no deslizamiento en todas las interfaces s6lido-liquido. La velocidad del
liquido en la direccion de flujo en la entrada se establecido como la velocidad superficial en toda la
seccion. A la salida, se dejo una condicion de contorno libre.

Se propuso un mezclador compuesto por una secuencia de 7 elementos (contracciones-
expansiones, CE) en serie, para el cual se realizaron las simulaciones 2D para distintas
configuraciones, a fin de obtener el campo de velocidades. Como variables se tomaron las
relaciones de didmetro de los tramos de contraccion y expansion Dc/De (entre 0,5 y 0,75) y la
relacion de longitudes de estos Lc/Le (entre 0,1 y 1,0) con el objetivo de encontrar la configuracion
geométrica que genere la mayor turbulencia en el rango de velocidades estudiado.

Se registro el cambio en la media cuadratica del modulo de la componente vertical de la

velocidad del fluido estimada por las simulaciones, a fin de encontrar la configuracion que
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maximizara esta variable. Los resultados indican que en general es conveniente tener elementos
CE asimétricos, con contracciones de menor longitud que las zonas de expansion.

En la Figura 5.1 se presenta el modulo de la componente vertical de la velocidad, promediada
a lo largo del CE, para las distintas configuraciones estudiadas y una determinada velocidad de
circulacion (Re=10000). Es notable como la turbulencia depende fuertemente de las relaciones de
diametros y largos de las zonas de contraccion y expansion. Los maximos se observan para una
relacion de didmetros Dc/Dg entre 0,55 y 0,59 y de largos Lc/Lg entre 0,2 y 0,3. Los mismos
resultados cualitativos se obtuvieron para otros caudales dentro del rango estudiado (Re=500 —

20000).
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Figura 5.1. Variacion del modulo de la media cuadratica de la componente vertical de la velocidad
del fluido en funcion de las relaciones Dc/DE y Le/Le. Re= 10000.

En base a los resultados, se decidio construir un dispositivo en acrilico con un arreglo de 7
contracciones-expansiones, con una relacion Dc/Dg de 0,56 y una relacion Lc/Lg de 0,24. Su
longitud total es de 40 cm. El didmetro de contraccion es de 2,3 cm, y el diametro expandido es de

4,1 cm; la longitud de contraccion de 1,1 cm, y la longitud de expansion de 4,5 cm (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Esquema de dos elementos de contraccién-expansion (CE).

5.1.1.2 Comportamiento de las gotas a través de un elemento de CE

Dado que el objetivo era utilizar el mezclador para lograr la desintegracion de los RLC
delignificados, se estudid la eficiencia de este sistema para desintegrar agregados. Dichos
agregados se simularon como gotas inmiscibles. Es posible analizar el efecto de la configuracion
sobre la ruptura de gotas de un liquido inmiscible mediante simulacion. Fleite (2021) ha utilizado
el enfoque del volumen de fluido (VOF) para simular el movimiento de flculos, representandolos
por gotas liquidas de alta tension superficial y viscosidad. Siguiendo los resultados presentados
por Lii et al. (2016), que ilustran que los remolinos generados por un CE pueden inducir una buena
mezcla, Fleite et al. (2020b) probaron un mezclador estatico CE para promover la coagulacion y
floculacion en el tratamiento de aguas residuales de un feedlot. A pesar de la buena mezcla obtenida
para los coagulantes, los floculos formados no se asentaron adecuadamente, lo que llevo a una
mala separacion en un clarificador lamelar. La curva de sedimentacion fue similar a la obtenida
con floéculos formados en un tanque agitado, los cuales generalmente tienen una distribucioén de
tamanos amplia y se comportan peor que los floculos formados en un mezclador estatico tipo
Koflo, que dio el mejor comportamiento de sedimentacion (Fleite, 2021). Para analizar la razon de
tales resultados, que presumiblemente se debieran a una amplia distribucion de tamaiios de los
floculos, Fleite (2021) simul6 el movimiento y la deformacion de los floculos al pasar por un
elemento de CE, y los resultados indicaron una significativa desintegracion de los floculos en un
mezclador estético tipo CE.

El enfoque del volumen de fluido (VOF) es uno de los métodos mas comunes y precisos
disponibles para la simulacion de flujo bifasico. En este caso, para obtener el efecto del esfuerzo
de corte sobre la ruptura de las gotas, seguimos el enfoque del volumen de fluido (VOF) utilizado

por Tomar et al. (2010), basado en un método de acoplamiento bidireccional Euleriano-
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Lagrangiano, implementado en Gerris (Popinet, 2003 y 2009). La ecuacién de Navier-Stokes
puede reescribirse para representar un flujo bifasico incompresible (Climent y Magnaudet, 2006;

Tomar et al., 2010) como se describe en las Ecuaciones 5.3 a 5.5.

p[0:U + U - VU] = —Vp + V - (2uD) + 08.kn + @, (5.3)

Donde p es la densidad del fluido, p es la viscosidad dinamica, p es la presion, U es el vector de
velocidad del fluido y D es el tensor de deformacion, definido en la Ecuacion 5.4. ¢ es la tension
superficial, donde la funcion delta de Dirac, &, indica que el término de tension superficial esta
concentrado en la interfaz, K y n son la curvatura de la interfaz y el vector normal a la interfaz,
respectivamente. @, es el término de momento que representa los efectos de la fase dispersa. El

termino de momento que describe la interaccion VOF y el fluido, @y, se calcula como se expresa

en la Ecuacion 5.5 (Climent y Magnaudet, 2006; Tomar et al., 2010).

. i . d i
@y = Jim 254 [ob (6 = 5) + 0 (5 )] (53

Donde N4 es el numero de gotas, V¢ es el volumen de fluido que contiene N4 gotas, Vies el
volumen de la gota "i", g es la aceleracion de la gravedad y v' es el vector de velocidad de la gota
"i".

La malla se refina automaticamente segtn un criterio de refinamiento orientado a la topologia
(Chen y Yan, 2014) para tener en cuenta los cambios en las interfaces. La eficiencia de la
adaptacion de la malla es importante cuando se trata de la coalescencia y ruptura de interfaces, y
se han propuesto muchos métodos. El refinamiento local de la malla o el agrupamiento en
discretizacion quad/octree no es excesivamente exigente y puede realizarse en cada paso de
tiempo, con un bajo impacto en el rendimiento del software. Més detalles sobre el enfoque y el
método numérico utilizado pueden encontrarse en la literatura (Chen y Yang, 2014; Fuster et al.,
2009; Popinet, 2009; Tomar et al., 2010).

Se asumi6 que las gotas eran inicialmente esféricas con una viscosidad entre 10 y 1000 veces

mayor que la del agua. Por lo tanto, durante periodos cortos, se comportan como cuerpos rigidos.
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Se consideraron cinco gotas equiespaciadas radialmente en el eje central para las simulaciones, y
se registrd su posicion y forma en funcion del tiempo para analizar la region donde la deformacion
y la ruptura fueron mas intensas. La tension superficial y la densidad de las gotas se consideraron
variando el nimero de Weber entre 0,5 y 15.

Las Figuras 5.3 y 5.4 ilustran el movimiento, la deformacion y la ruptura de las gotas de liquido
simuladas en diferentes regiones de un elemento de CE, para Re=2000 y 10000, respectivamente.
Cuando las gotas ingresan a la zona de contraccidn, se deforman debido a la aceleracion del liquido

inducida por la disminucion de la seccion.
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Figura 5.3. Efecto de un elemento CE sobre las gotas simuladas como VOF a Re= 2000. Los
numeros a la izquierda de cada imagen indican el tiempo en segundos desde la entrada.
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Figura 5.4. Efecto de un elemento CE sobre las gotas simuladas como VOF a Re= 10000. Los
numeros a la izquierda de cada imagen indican el tiempo en segundos desde la entrada.

Para la menor velocidad del liquido (Figura 5.3), las gotas alejadas de la pared se mueven

suavemente dentro de la contraccion, mientras que las cercanas a la pared se estiran mucho mas,

deformandose y disgregandose progresivamente. Cuando las gotas deformadas se acercan a la
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region expandida, desaceleran; las del centro recuperan su forma original y las cercanas a las
paredes estan demasiado elongadas, por lo que comienzan a romperse en gotas mas pequefias. La
ruptura continlia en la region expandida y deviene en gotas de tamafios muy diversos, unas pocas
gotas grandes que practicamente conservan su forma inicial y muchas nuevas gotas pequenas. Se
observa que la ruptura de las gotas se induciria por 1) elongacion al entrar en la contraccion (t =
0,2 a 0,4s), 1) compresion, estiramiento y esfuerzo de corte de las gotas cercanas a la pared (t =
0,4 a 1,8 s) y iii) expulsion con un efecto de chorro y ruptura en muchas gotas de menor tamafio
por turbulencia dentro de la regién expandida (t = 1,8 a 3,2 s). Las regiones de altas y bajas
velocidades se pueden observar en la Figura 5.5, que ilustra el campo de velocidades. El efecto
de chorro probablemente seria mas fuerte si la region de expansion fuera lo suficientemente larga
como para que el chorro se desarrolle mas. Por lo tanto, los elementos de CE asimétricos (con una
longitud de contraccion corta y una longitud de expansion larga) llevarian a una mayor dispersion

de las gotas.

0.01 0.04 0.07 0.09 0.12 0.15 0.17 0.20 0.23 0.25 m/s

Re = 2000

Re = 10000  0.01 0.15 0.28 0.42 0.56 0.70 0.84 0.97 1.11 1.25m/s

P

Figura 5.5. Campo de velocidades a través de la contraccion y al inicio de la expansion para un
elemento de CE a t= 5 s para Re= 2000 y a t= 1 s para Re= 10000.

Teniendo en cuenta la ruptura de gotas inducida por el elemento CE, es probable que un arreglo
de elementos CE pueda usarse para promover la dispersion de liquidos inmiscibles para preparar
emulsiones. En esta linea, Vasilev y Abiev (2018a, b) habian propuesto y estudiado un sistema

pulsante como un nuevo tipo de dispersor estatico. El arreglo se asemeja a una linea sucesiva de
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contracciones y expansiones, pero con regiones convergentes y divergentes. En concordancia con
los resultados obtenidos en la simulacion del elemento CE, encontraron que, a medida que
disminuia el nimero de Reynolds (en un rango de 90000 a 20000), el sistema pulsante propuesto
generaba distribuciones de tamafios de gotas mas amplias. También encontraron que para Re <
80000, la region de dispersion después de la contraccion es la region cercana a la pared, como
también se observo en la simulacion del elemento CE (Figuras 5.3 y 5.4).

Cabe mencionar que la Figura 5.3 corresponde al régimen laminar (Re = 2000), mientras que el
mezclador estatico tipo pulsante se evalud dentro del régimen turbulento, para Re > 20000. La
Figura 5.4 ilustra el efecto de un elemento CE en el comportamiento de las 5 gotas de liquido
simuladas para una condicion en el régimen turbulento (Re = 10000). Antes y en la zona de entrada
de la contraccion, el comportamiento es similar al observado en Re = 2000, pero en una escala de
tiempo diferente: las gotas se deforman debido a la aceleracion del liquido inducida por la
disminucioén de la seccion. Para esta velocidad de liquido, la dispersion también se promueve cerca
de la pared. Sin embargo, las gotas cercanas a la pared comienzan su desintegracion dentro de la
contraccidn y ya se crea una multitud de gotas pequenias antes de ingresar a la region expandida.
Ademas, se desarrollan pequefios vortices que contribuyen a la desintegracion y formacion de
gotas de diferentes tamafos. No obstante, aunque el fendmeno ocurre mucho mas rapido, se
observan etapas similares en las simulaciones.

Comparando con el sistema pulsante reportado por Vasilev y Abiev (2018a, b), se encuentra un
comportamiento cualitativo similar con respecto a la dispersion de las gotas en el sistema CE.
Aunque en el caso del mezclador tipo pulsante la ruptura de las gotas se atribuy¢ al efecto de los
remolinos turbulentos, los resultados de la simulacién indican que el esfuerzo de corte en la pared,
el perfil de velocidades del liquido (Figura 5.5) y las sucesivas aceleraciones y desaceleraciones
bruscas tienen una fuerte influencia. Por lo tanto, las gotas también pueden dispersarse a
velocidades significativamente mas bajas, lo que implica un menor consumo de energia, debido a

la turbulencia asociada con las modificaciones bruscas de velocidad.

5.1.2 Evaluacion del dispositivo CE como mezclador/emulsificador
Una vez construido el dispositivo, fue testeado como emulsificador para mezclas de aceite de
girasol en agua con el agregado de Triton X100 como surfactante. Para ello se lo conectd en un

sistema en recirculacion aguas abajo de una bomba centrifuga como se observa en la Figura 5.6.
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La bomba posee un variador de frecuencia que permitid regular la misma en un rango de 5 a 50Hz,

generando asi velocidades de rotacion de 140 a 1400rpm, respectivamente.

;rl MEZCLADOR DE CE

BOMBA
CENTRIFUGA

Figura 5.6. Esquema del setup empleado para evaluar la eficiencia del CE como emulsificador.

Los ensayos realizados tienen por objetivo evaluar la estabilidad de emulsiones de aceite de
girasol en agua con Triton X100 obtenidas gracias a la dispersion que se genera una vez que el
fluido atraviesa el dispositivo de CE. Los resultados se contrastaron con aquellos obtenidos en un
sistema igual pero que tiene un tramo de cafio recto con el mismo didmetro interno que el
dispositivo de CE, pero sin contracciones. Esto ultimo se hace para poder tener en cuenta el efecto
que pudiera tener la bomba centrifuga sobre las emulsiones obtenidas. También se compararon con
aquellas emulsiones obtenidas en un batch empleando un agitador magnético.

En primer lugar, se estudiaron distintas relaciones volumétricas de aceite/agua (5/95, 10/90,
20/80) y de surfactante/aceite (0.1/10, 1/10, 2/10 para cada relacion de aceite/agua), generando
emulsiones con un agitador magnético, a fin de encontrar la composicion que produce la emulsion
mas estable. El mejor resultado en términos de estabilidad se obtuvo para una composicion de
5%v/v de aceite (una relacion de 5/95 de aceite/agua) con el agregado de un 0,5% de surfactante
en la solucion (una relacion de 1/10 de surfactante/aceite). Luego, esta composicion fue la
empleada en todos los ensayos realizados para testear la capacidad emulsificadora del dispositivo
de CE disenado.

Los ensayos en el dispositivo de CE se llevaron a cabo para distintas velocidades de circulacion
(Re=2000, 10000 y 16000). Se tomaron muestras a diferentes nimeros de pasos por el dispositivo,

de 10 a 250. Lo mismo se realizo para la configuracion con el tramo recto sin contracciones. El
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volumen total de circulacién se mantuvo siempre en 5 L, y los ensayos se llevaron a cabo a una
temperatura de 20°C. El aceite de girasol empleado tiene una viscosidad de 80 = 3 mPa.s (medida
en un redmetro Anton Paar MCR302) y una densidad de 904 kg.m™ (determinada con picnémetro).
La tension superficial se estimd a partir de bibliografia en 37 mN.m™! (Cong et al., 2020). Se
empled agua destilada para evitar cualquier tipo de interferencia y de efectos no controlados. Como
surfactante se empled TritonX100 (Biopack), que es cominmente empleado para emulsiones de
aceite en agua.

La estabilidad de las emulsiones puede ser caracterizada mediante diferentes técnicas analiticas
que incluyen turbidimetria, imagenes Opticas, medicion de impedancia, espectroscopia Raman,
entre otras. La turbidimetria es la mas utilizada por su alta precision y su facil aplicacion (Deb et
al., 2022; Shahidi et al., 2017). En este caso, la estabilidad de las emulsiones generadas se
determino por turbidimetria, midiendo la absorbancia a 860nm en funcién del tiempo durante 300s.

Para cada ensayo, se lleno el tanque reservorio con 5 L de la mezcla liquida de aceite, agua y
surfactante que luego fue recirculada a través del dispositivo de CE. Para una dada velocidad de
flujo, se tomaron muestras de la emulsion generada para distintos nimeros de pasos a través del
mezclador, desde 10 hasta 250. Estas muestras fueron analizadas por turbidimetria a fin de
determinar la velocidad inicial de separacion de fases. Andlogamente, se realizaron los ensayos
con un tramo recto sin contracciones y se compararon los resultados de las turbidimetrias.

Las Figuras 5.7 y 5.8 presentan las curvas de turbidez en funcidn del tiempo para las emulsiones
obtenidas en los dos sistemas trabajando a Re=10000 y 2000, respectivamente. La Tabla 5.1
resume las velocidades de separacion de fases, calculadas como la pendiente de las curvas de las
Figuras 5.7 y 5.8 durante los primeros 300 s, tanto para los sistemas en recirculacion (con y sin el
mezclador de CE) y para las emulsiones obtenidas en batch con el agitador magnético.

Para un Re=10000, la velocidad de separacion de fases de la emulsion generada gracias a la
circulacion luego de 100 pasos por el mezclador de CE es 2,4 veces menor que para aquella
generada con un agitador magnético. Incluso se observa que la emulsion generada luego de s6lo
10 pasos a través del CE presenta una velocidad de separacion de fases levemente mayor,
indicando que es posible obtener una buena emulsion con poco tiempo de circulacion. Para el
sistema en el que se reemplaz6 el mezclador de CE por un tramo de cafio recto, se obtuvieron
emulsiones significativamente menos estables. Para alcanzar una emulsiéon medianamente estable

es necesario que la mezcla liquida circule al menos 100 pasos y a mayores velocidades. De todos
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modos, para la mayor velocidad posible de circulacion (Re=16000 que equivale a la bomba

operando a su velocidad nominal), la emulsién alcanzada circulando 100 pasos a través del

dispositivo de CE tiene una velocidad inicial de separacion de fases un 20% menor que aquella

obtenida circulando por el cafio recto.

Si bien para un Re=2000 se obtuvieron emulsiones menos estables, fue posible prepararlas

incluso con la mezcla circulando 10 pasos a través del CE, mientras que para el cafio recto no fue

posible lograr una emulsiéon ni siquiera luego de 250 pasos. En este ultimo caso, las fases

permanecieron separadas evidenciando que la bomba por si sola no promueve la emulsificacion a

bajas velocidades de circulacion.
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Figura 5.7. Curvas de turbidez en funcion del tiempo de las emulsiones obtenidas a Re= 10000.
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Figura 5.8. Curvas de turbidez en funcion del tiempo de las emulsiones obtenidas a Re = 2000.

Tabla 5.1. Velocidad inicial de separacion de fases evaluada a partir del cambio en la turbidez
durante los primeros 300 s para mezclas de 5% v/v de aceite de girasol en agua con un 0.5% de
Triton X100 como surfactante, para los diferentes sistemas y condiciones estudiados.

Numero de pasos

Sistema Re
10 50 100 250
2000 4,78 4,48 3,25 -
CE 10000 0,31 - 0,22 0,24
16000 - - 0,23 -
: Velocidad
2000 No se formd una emulsion inicial de
separacion
Tramo Recto 10000 - - 8,48 - (Aabs/h)
16000 - - 0,30 -

Recipiente con
agitador
magnético

0,51
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5.2 Lavado en recirculacion intensificado por la promocion de turbulencia
impuesta por un mezclador estatico de CE

Una vez disefiado el dispositivo de CE y habiendo testeado su funcionalidad como mezclador
emulsificador, se decidi6 emplearlo en primera medida como método de intensificacion en la etapa
de lavado del so6lido. Teniendo en cuenta los resultados presentados en el Capitulo 3, se decidid
realizar estos ensayos con FEucalyptus sp. siendo el residuo lignoceluldsico con el cual se
obtuvieron mayores rendimientos de glucosa. Asimismo, también se empled papel de filtro como

sustrato de referencia, al igual que en los capitulos anteriores.

5.2.1 Efecto del niimero de pasos a través del CE

El dispositivo de CE disenado se empled en la etapa de lavado en un sistema igual al que se
utiliz6 para el lavado intensificado con cavitacion hidrodinamica. En este caso, el so6lido, con una
granulometria entre 590 y 3350 pm, circula a través del sistema con una carga de 1 g/L.
Analogamente a lo estudiado para el lavado con HC, se decidio en primera medida establecer el
efecto del nimero de pasos a través del mezclador de CE.

En la Figura 5.9 se presentan los resultados de las sacarificaciones de papel de filtro que
previamente fue sometido al lavado en recirculacion intensificado con el mezclador estatico de
CE. Se observa que a medida que aumenta el nimero de pasos la produccion de glucosa fue en
aumento hasta los 50 pasos, como asi también la velocidad inicial de reaccion. Al superar los 50
pasos, si bien pareciera haber un efecto negativo sobre el rendimiento y la velocidad inicial, las
diferencias en los resultados se encuentran dentro del error del método de determinacion de

glucosa.
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Figura 5.9. Efecto del nimero de pasos a través del dispositivo de CE para papel de filtro. (a)
Velocidad inicial de generacion de glucosa. (b) Rendimiento luego de 6 h. (¢) Rendimiento luego
de 28 h.

Al igual que lo presentado en el Capitulo 4, es probable que estos resultados tengan que ver con
el efecto de humectacion del papel, generando que a mayor nimero de pasos y en consecuencia
mayor tiempo de contacto del papel con el agua de lavado, las fibras se separen mas y se encuentren

mas disponibles para la actividad enzimatica. De todos modos, los resultados de haber expuesto al
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papel de filtro a inmersion por 1 h o de haberlo recirculado y expuesto a cavitacion hidrodinamica
sin y con peroxido de hidrogeno, solamente alcanzaron un rendimiento del 80%, mientras que en
este caso se llegd al 100% de rendimiento. Esto sugeriria que la recirculacion intensificada con
promocion de turbulencia por el mezclador de CE, que tiene muy baja pérdida de carga, pero es
capaz de disgregar muy eficientemente gotas y floculos, también disgrega y humecta los
segmentos de 5x5 mm de papel de filtro, permitiendo que la hidrolisis enzimatica progrese hasta
consumirlo completamente.

La Figura 5.10 muestra los resultados de las sacarificaciones de Eucalyptus sp. con una
granulometria entre 590 y 3350 pm que fue lavado en recirculacion con intensificacion por efecto
de intercalar el mezclador de CE luego de la etapa de hidrolisis acida-oxidativa. Para este sustrato,
se observa que si bien la velocidad inicial de reaccion se ve levemente favorecida al aumentar el
niamero de pasos (un incremento del 10%), el rendimiento no mejora, e incluso da levemente
menor. Ademas, no se observaron aumentos en el rendimiento luego de 6 h de sacarificacion de
aquellos sustratos que fueron lavados durante 50 y 100 pasos. Este resultado indica que el efecto
de la cavitacion como método de intensificacion no es solamente el de incrementar la disgregacion
y acceso a las fibras de celulosa, sino también el de eliminar simultineamente los compuestos
orgénicos que pueden quedar en la matriz luego de la delignificacion, y que pueden inhibir la

accion de la enzima.
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Figura 5.10. Efecto del numero de pasos a través del dispositivo de CE para Eucalyptus sp. (a)
Velocidad inicial de generacion de glucosa. (b) Rendimiento luego de 6 h. (¢) Rendimiento luego

de 28 h.
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5.2.2 Comparaciodn con los distintos procedimientos de intensificacion de la etapa
de lavado estudiados

En la Figura 5.11 se comparan los resultados de las sacarificaciones de papel de filtro que
previamente fue sometido a una etapa de lavado intensificada con cavitacion hidrodinamica sin y
con peroxido de hidrogeno o con promocion de turbulencia por intercalar el mezclador estatico de
CE. Como referencia se incluyen el papel de filtro sin mojado previo (crudo) y el que fue mojado
por inmersion con agitacion mediante una bomba de pecera durante el mismo tiempo.

La Figura 5.12 presenta las imagenes de la microscopia SEM de las muestras de papel de filtro
que fueron sometidas a los distintos procedimientos de lavado. En ellas se observa que las muestras
que fueron lavadas en recirculacion empleando el mezclador de CE como promotor de turbulencia,
presentan una superficie mayormente rugosa, similar a aquellas que fueron lavadas empleando HC
como proceso de intensificacion. Las fibras se observan mas abiertas, rugosas y desentrelazadas
comparando con aquellas muestras que s6lo fueron lavadas por inmersioén o con HC, aunque no se
ven tan adelgazadas como las que han experimentado una intensificacion por HC con el agregado
de H>0». Es posible que en el caso de HC con peroxido de hidrogeno, parte de las fibras se hayan

disgregado parcialmente, modificando su diametro.
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Figura 5.11. Comparacion de los efectos de los distintos métodos de lavado sobre la sacarificacion
enzimatica de papel de filtro. (a) Velocidad inicial. (b) Rendimiento de glucosa luego de 6 h. (c)
Rendimiento de glucosa luego de 28 h.
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Figura 5.12. Microscopia de barrido electronico (SEM) de papel de filtro sometido a distintos
procedimientos de lavado. (a) Lavado por inmersion, (b) Lavado en recirculacion intensificado por
cavitacion hidrodinamica (c) Lavado en recirculacion intensificado por cavitacion hidrodinamica
con adicion de H>02 (0.3%). (d) Lavado en recirculacion empleando el mezclador de CE como
promotor de turbulencia. Magnificacion aproximada: x2000 (arriba) y x10000 (abajo).
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Evidentemente, cuando el sustrato es papel de filtro (100% celulosa), humectar el papel es un
paso necesario para mejorar la sacarificacion posterior. Como se mencion6 en el Capitulo 1, esto
fue varias veces sugerido previamente y estudiado en trabajos que analizan la sacarificacion de
celulosa pura. El rendimiento que se obtiene es alto, cerca del 50% y sube a mas de 70% por la
humectacion previa, lo que indica la buena eficiencia de la formulacion enzimatica de Novozymes
utilizada. De todos modos, la cavitacion hidrodindmica conduce a mejorar el rendimiento, y el uso
del mezclador de CE lo lleva al 100%. Esto indica que, para esta relacion sélido/liquido, se puede
alcanzar el 100% de conversion de celulosa a glucosa mediante un procedimiento de remojado que
a su vez desintegre las fibras convenientemente, sin oxidarlas.

El uso de cavitacion hidrodindmica también conduce a un mayor rendimiento, pero es probable
que induzca una oxidacién parcial de algunos grupos oxhidrilos que impide alcanzar el 100% de
rendimiento. El mezclador de CE desintegra las fibras sin promover oxidacion de compuestos
organicos porque es un proceso energéticamente mucho mas moderado que la cavitacion, no se
alcanzan presiones y temperaturas locales tan elevadas como las que se generan por la implosion
de la burbuja. En consecuencia, tampoco es esperable que haya generacion de radicales libres
capaces de oxidar compuestos organicos como en el caso de la cavitacion. Estos resultados
indicarian que, si el sustrato a sacarificar contiene inicamente celulosa pura, seria mas conveniente
emplear un promotor de turbulencia para intensificar el mojado, que utilizar cavitacion
hidrodinamica, tanto para evitar la oxidacidon como por razones econdmicas, dado el menor
consumo de energia.

En la Figura 5.13 se comparan los resultados de las sacarificaciones de aserrin de Eucalyptus
sp. delignificado mediante HPAC y sometido posteriormente a procedimientos de lavado
intensificados por cavitacion hidrodindmica con perdxido de hidrégeno, o por intercalar el
mezclador estatico de CE como promotor de turbulencia. Como referencia se incluye los resultados
de la sacarificacion del RLC sin pretratamiento (crudo).

Al igual que en el caso de las muestras de papel de filtro, las muestras de Eucalyptus sp.
delignificadas y lavadas por los distintos procedimientos propuestos, fueron examinadas por
microscopia SEM para observar sus cambios morfoldgicos (Figura 5.14). En este caso, las
muestras sometidas al lavado en recirculacion intercalando el mezclador de CE presentan fibras
mas desordenadas que el resto. Si bien la superficie se observa mas rugosa que en la muestra cruda

y en la que fue lavada por inmersion, aquella cuyo lavado fue intensificado por HC es la que mayor
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rugosidad presenta, pudiendo ser ésta una razon mas que mejore la accesibilidad a la enzima. Para
este sustrato, la microscopia SEM indicaria que el mezclador CE no resulta capaz de desentrelazar
las fibras de la matriz delignificada.

En este caso, claramente la cavitacion hidrodinamica es la mejor opcion porque ademas de
promover la disgregacion de las fibras de celulosa que formaban la matriz del residuo, es capaz de
remover compuestos inhibidores que pudieran haber quedado residuales de la etapa de
delignificacion y/o residuos de lignina en la matriz. En este caso, la capacidad oxidante de la
cavitacion hidrodindmica es conveniente para eliminar estos compuestos, que al permanecer
adsorbidos al sélido finalmente ocasionan la inhibicion de la enzima. El mezclador estatico de CE
no tiene la capacidad de remover estos compuestos y los resultados de promover el lavado
mediante su empleo son similares al lavado tradicional por inmersion con agitacion.

Las Figura 5.15 ilustra los espectros obtenidos por FTIR de las muestras de Eucalyptus sp.
delignificadas por HPAC y posteriormente sometidas a diferentes procedimientos de lavados, en
contraposicion con el espectro del Eucalyptus sp. crudo y del papel de filtro. La Tabla 5.2 presenta
el contenido de lignina de las distintas muestras de Eucalyptus sp., el cual fue estimado a partir de
las espectroscopias FTIR, como en el Capitulo 4, considerando en particular la sefial alrededor de
1512 cm™!, que corresponde a la vibracion de anillos aromaticos, los cuales solo estan presentes en
la lignina. Se observa e integra la zona entre 1490 y 1530 cm™, y se refiere al valor de integracion
del crudo, para el cual se ha determinado el contenido seglin la norma TAPPI. Se observa que el
contenido de lignina es muy bajo, alrededor del 3% en todos los casos, resultantes del buen proceso
de delignificacion, pero permanece una pequefia concentracion residual, que podria estar dentro
del error del método. Dicha concentracion es levemente menor para los procedimientos de lavado
en recirculacion a pesar de que los resultados son comparables para los tres procedimientos de
lavado si se tiene en cuenta el error. Estas pequenas diferencias pueden deberse a la turbulencia
generada en los procedimientos de lavado en recirculacion, siendo mayor en el caso del sistema
que incluye el cavitador de tubo Venturi. Este resultado indicaria que las diferencias de rendimiento
en este caso no se deben fundamentalmente al contenido residual de lignina, y que podrian estar
mas relacionadas con compuestos inhibidores no aromaticos que se generen producto de la
oxidacion parcial de oligosacéaridos y queden adsorbidos en el sdlido, ademas de las diferencias

morfoldgicas observadas en las microscopias SEM.
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Figura 5.13. Comparacion de los efectos de los distintos procedimientos de lavado sobre la
sacarificacion enzimadtica de Eucalyptus sp. (a) Velocidad inicial. (b) Rendimiento de glucosa
luego de 6 h. (c) Rendimiento de glucosa luego de 28 h.
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Figura 5.14. Microscopia de barrido electronico (SEM) de Eucalyptus sp. sometidos a diferentes
tratamientos. (a) crudo (sin pretratamiento), (b) delignificado con HPAC y lavado por inmersion,
(c) delignificado con HPAC y lavado en recirculacion con intensificacion por cavitacion
hidrodinamica, (d) delignificado con HPAC y lavado en recirculacién empleando el mezclador de
CE como promotor de turbulencia.
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Figura 5.15. Espectros obtenidos por FTIR de las muestras de Eucalyptus sp., cruda (sin
pretratamiento) y delignificadas con HPAC y lavadas por inmersion, en recirculacion intensificada
por cavitacion hidrodindmica o en recirculacion intercalando el mezclador de CE como promotor
de turbulencia. Se incluye también la muestra de papel de filtro para referencia comparativa.
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Tabla 5.2. Contenido de lignina de Eucalyptus sp., teniendo en cuenta el procedimiento de lavado
al que fueron sometidas las muestras, estimada a partir de la norma TAPPI o de espectroscopia
FTIR.

Contenido de lignina (%)
Crudo (sin
Procedimiento de
delignificar y sin Inmersion HC CE
lavado
lavar)
Eucalyptus sp. 24 3,3" 2,7 3,07

* determinadas por norma TAPI T222
** determinada a partir de FTIR considerando los resultados de Eucalyptus sp. crudo.

5.3 Sacarificacion en recirculacion

5.3.1 Sacarificacion en recirculacion intercalando el mezclador estatico de CE
como promotor de turbulencia

Habiendo sido util el dispositivo de CE como intensificador de la etapa de lavado y teniendo en
cuenta que incluso a bajas velocidades de circulacion a través de éste se logra promover un buen
mezclado, se decidio testearlo como método de intensificacion de la sacarificacion enzimatica. La
influencia del mezclado durante la sacarificacion ha sido estudiada, como se ha presentado en el
Capitulo 1, sin que hasta el momento haya una conveniencia establecida respecto del
procedimiento Optimo. En este caso, la hipdtesis fue que la disgregacion de las fibras y el suave
mezclado podria contribuir a mejorar el contacto entre la enzima y el sustrato.

La Figura 5.16 presenta los resultados de las sacarificaciones de papel de filtro llevadas a cabo
en recirculacion cuando en la misma se intercalaba el mezclador estatico de CE como promotor de
turbulencia. Los ensayos se realizaron a distintas velocidades de flujo, pero respetando todos ellos
las relaciones solido/liquido y enzima/so6lido de los ensayos en batch presentados en los Capitulos
3 y 4. Se observa que en todos los casos se obtuvieron rendimientos considerablemente mas bajos
que los obtenidos en batch, sin siquiera alcanzar el 40% al cabo de las 24 h. El rendimiento es
levente mayor a baja velocidad de flujo (Re= 2000), sugiriendo que el problema principal es que
la enzima se inactiva por los esfuerzos a los que resulta sometida como consecuencia de la

circulacion a través del sistema. En consecuencia, se concluye que no es conveniente promover la
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turbulencia durante la sacarificacion enzimatica para evitar la inhibicion de la enzima por estrés

hidrodinamico.
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Figura 5.16. Curvas de rendimiento (%) de las sacarificaciones de papel de filtro en
recirculacion con distintas velocidades e intercalando el mezclador de CE como promotor de
turbulencia. El grafico presenta un salto de escala en el eje horizontal entre las 6 y las 23 h para
mayor claridad.

5.3.2 Sacarificacion en recirculacion intercalando un dispositivo de cavitacion
hidrodinamica del tipo Venturi

Independientemente del resultado de la seccion 5.3.1, se realiz6 un experimento para determinar
que ocurria en el caso de realizar la sacarificacion con recirculacion del soélido a través del
dispositivo de cavitacion hidrodinamica. La Figura 5.17 presenta los rendimientos de las
sacarificaciones de papel de filtro cuando se realiza la sacarificacion en recirculacion, tanto
intercalando el mezclador de CE o el cavitador tipo Venturi; en ambos casos se utilizé la bomba
tornillo para impulsar el movimiento de la suspension. Para el sistema que incluye al mezclador
de CE, se decidi6 hacer un ensayo con el agregado de surfactante como método de proteccion de
la enzima, teniendo en cuenta los resultados obtenidos para el proceso de sacarificacion de papel
de filtro en batch presentados en el Capitulo 3. Se eligio el surfactante de Dow (Dowfax 63N10)
dado que es el que tiene menor tendencia a formar espuma. Se encontré que en ningin caso se
supera el 25% de rendimiento ni luego de las 24 h. Cuando se emplea el surfactante, se observa
una leve mejora en el rendimiento, aumentando de 14 a 23%. De todas maneras, los rendimientos

siguen siendo muy bajos, incluso menores que los observados para el sistema en recirculacion
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incorporando el mezclador de CE y empleando una bomba centrifuga de impulsor abierto. Esto
podria indicar que la enzima se inactiva con mayor facilidad al circular a través de la bomba
tornillo, debido probablemente a los esfuerzos de corte que hace el tornillo en las zonas cercanas
a la pared, o bien a que pudiera quedar adsorbida sobre la superficie del estator, que es de nitrilo.
Si bien no es posible determinar si el bajo rendimiento al realizar la sacarificacion con cavitacion
simultanea se debe al estrés que sufre la enzima como consecuencia de las ondas de choque que
se generan, o estd asociado a limitaciones de la bomba tornillo (o ambos motivos), claramente el

uso de cavitacion simultdnea con la sacarificacion no resulta conveniente y es desaconsejado.
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Figura 5.17. Curvas de rendimiento (%) de las sacarificaciones de papel de filtro en recirculacion
intercalando el mezclador de CE o el dispositivo de cavitacion hidrodindmica tipo Venturi, e
impulsados por la bomba tornillo. El grafico presenta un salto de escala en el eje horizontal entre
las 6 y las 23 h para mayor claridad.
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Capitulo 6 : Conclusiones y perspectivas a futuro

6.1 Conclusiones principales

En esta seccion se presentan de forma concisa las principales conclusiones derivadas de los
resultados obtenidos en este trabajo. Dado que el objetivo central de esta tesis fue proponer y
analizar estrategias para intensificar la sacarificacion de residuos lignoceluldsicos (RLC),
abordandolo desde diversas etapas del proceso, las conclusiones se organizan segun las distintas

propuestas estudiadas.

6.1.1 Eficiencia de la hidrolisis acida oxidativa sobre los RLC empleados

La hidrolisis 4cida-oxidativa empleando mezclas de 4cido acético y perdxido de hidroégeno
(HPAC) demostro ser un pretratamiento eficaz para la remocion de lignina en los RLC estudiados,
logrando en todos los casos porcentajes superiores al 68%. En el caso de los sustratos de madera,
este porcentaje super6 el 86%, alcanzando incluso el 100% para el caso del Pinus sp. Este resultado
es consistente con lo reportado en la literatura, donde se destaca este método como especialmente

util para la delignificacion de maderas.

Todas las maderas delignificadas mostraron un aumento en el rendimiento de glucosa durante la
sacarificacion enzimatica en comparacion con las muestras no tratadas. En las muestras crudas,
los rendimientos de glucosa oscilaron entre el 1% y el 8%, lo que resalta la importancia de la
eliminacion de lignina previa a la sacarificacion. Tras el tratamiento con HPAC, el rendimiento de
glucosa se cuadruplico en Eucalyptus sp., mientras que en Tipuana tipu 'y Pinus sp. fue mas de 15
veces superior al de las muestras sin pretratamiento, independientemente del procedimiento de
lavado empleado previo a la sacarificacion. Si bien no era un objetivo especifico de la tesis, en
funcion de los resultados obtenidos podemos concluir que hemos confirmado que la hidrdlisis con
HPAC es una estrategia efectiva para remover la lignina de residuos de madera, con el fin de

someterlos posteriormente a una sacarificacion enzimatica.

6.1.2 Intensificacion de la hidrolisis enzimatica inducida por el procedimiento de
lavado del s6lido a sacarificar

6.1.2.1 Sustratos modelo

El lavado de papel de filtro como etapa previa a la hidrolisis enzimatica resultdé mejorar los

rendimientos de glucosa en todos los casos, sugiriendo que los procedimientos de lavado tienen
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efecto sobre la morfologia de las fibras de celulosa. Las muestras que fueron lavadas con
procedimientos que promueven la turbulencia conducen a fibras con una superficie mas rugosa, y
una matriz mas abierta que aquellas que fueron lavadas por inmersion. Esto facilita la entrada y
adsorcion de la enzima, lo que probablemente explica la mayor eficiencia de las sacarificaciones.
En el caso de las muestras que fueron sometidas a HC, los rendimientos de glucosa fueron
levemente mayores para aquellas a las que se les agregé H>O», encontrandose en las microscopias
SEM fibras mas adelgazadas que en los otros procedimientos. Sin embargo, los mayores
rendimientos se observaron para las muestras lavadas en recirculacion intercalando el mezclador
de CE como promotor de turbulencia, alcanzando casi un 100%. Esto ultimo sugiere que la
disgregacion fisica, sin oxidacion, es mds eficiente para el caso de un sustrato que puede
considerarse celulosa pura. Es posible que la oxidacion parcial de los grupos oxhidrilos de la
celulosa pura, la cual podria ser inducida por la HC, no permita lograr el 100% de rendimiento. En
consecuencia, para el caso de matrices de celulosa pura, seria suficiente emplear un promotor de
turbulencia somo un mezclador de CE durante el procedimiento de lavado, siendo no sélo mas
eficiente sino también mas econémico que emplear lavados intensificados con HC que implican

mayor pérdida de carga y por lo tanto mayores costos energéticos.

La sacarificacion de una solucion 0,05% de CMC no se vio afectada por el empleo de HC. La
velocidad inicial de reaccion en este caso es alta y se alcanza rapidamente el rendimiento final.
Esto puede deberse a que la CMC se solubiliza completamente y tiene una estructura ramificada,
lo que la hace mas accesible para la enzima. Sin embargo, el rendimiento es menor al que se
alcanza en el caso del papel de filtro, ya que los grupos carboxilicos que presenta no son atacados

por la enzima y podrian incluso interferir con su actividad.

6.1.2.2 Residuos lignoceluldsicos

Los RLC delignificados con HPAC que lograron mayores rendimientos de glucosa en la
sacarificacion fueron aquellos sometidos a un lavado intensificado con HC. Para estos sustratos,
el efecto de la HC en la estructura y morfologia de la matriz varia segiin la especie vegetal. Para
las especies Eucalyptus sp. y Tipuana tipu (latifoliadas) la matriz resultante del pretratamiento se
observa mas abierta que la original, mientras que en el caso del Pinus sp. (conifera), conserva su
estructura mostrando mayor estabilidad. Esto es consistente con los resultados de las hidrolisis

enzimaticas, siendo el Pinus sp. la especie que conduce al menor rendimiento de glucosa.
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El indice de cristalinidad de los RLC disminuye cuando se utiliza HC durante el proceso de
lavado, lo que indicaria que aumenta la cantidad de celulosa amorfa disponible para la
sacarificacion. Sin embargo, los aumentos observados en los rendimientos de glucosa son
significativos e indican la accion de varios factores. Ademas, el papel de filtro es el sustrato con el
mayor indice de cristalinidad (superior al 80%), y aun asi los rendimientos de glucosa en su
sacarificacion fueron siempre elevados. Esto evidencia que el coctel Cellic CTec3 puede hidrolizar

eficientemente el sustrato independientemente de su grado de cristalinidad.

El Eucalyptus sp. delignificado que fue lavado con promocion de la turbulencia generada por el
mezclador de CE, no present6 mejoras en los rendimientos enzimaticos, a diferencia de lo ocurrido
con el Eucalyptus sp. cavitado. Si bien las microscopias muestran fibras més desordenadas en
comparacion con otros procedimientos de lavado, su superficie es menos rugosa que la del
Eucalyptus sp. lavado con HC. Esto podria explicar las diferencias en los rendimientos de glucosa
obtenidos en la sacarificacion. En este caso, la cavitacion hidrodindmica se presenta como la
opcion mas adecuada, ya que no solo favorece la disgregacion de las fibras de celulosa de la matriz,
sino que también elimina compuestos toxicos remanentes de la etapa de delignificacion. Su
capacidad oxidante resulta especialmente util para eliminar estos compuestos, que podrian inhibir
la accioén enzimadtica de las celulasas. En contraste, el mezclador estatico de CE no posee esta
capacidad de remocion, y sus efectos en el lavado son comparables a los del método tradicional de

inmersion con agitacion.

El procedimiento de lavado intensificado por HC se aplico a muestras de Eucalyptus sp.
delignificado para evaluar el efecto del numero de pasos por el dispositivo de cavitacion y la
influencia de hacer circular el solido a través de éste. Cuando el so6lido se mantiene como un lecho
fijo aguas abajo del cavitador tipo Venturi, el rendimiento de glucosa aument6 con el nimero de
pasos hasta alcanzar 50, sin mejoras adicionales al superar este nimero. Por el contrario, el
rendimiento de glucosa obtenido cuando se fuerza la recirculacion de solidos se mantuvo
practicamente constante independientemente del nimero de pasos, e incluso se observo una ligera
disminucion al aumentar la cantidad de pasos. No se observaron mejoras significativas al hacer
circular el solido a través del tubo Venturi en comparacion con mantenerlo en un lecho fijo.
Ademas, al circular a través del tubo Venturi, el solido se convirtid6 en una pulpa dificil de

manipular, lo que representa una desventaja operativa. En conclusion, para este sustrato, se
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recomienda usar HC en la etapa de lavado disponiendo el s6lido como un lecho fijo posterior al
dispositivo de cavitacion, y utilizar un nimero de pasos optimizado para equilibrar rendimiento y

consumo energético.

Para poder circular a través del tubo Venturi sin producir la obstruccion del mismo, el Eucalyptus
sp. debio ser molido mas finamente que cuando se lo mantuvo como un lecho fijo aguas abajo del
cavitador. Dado que no se observaron diferencias significativas en los rendimientos de
sacarificacion, la granulometria del solido no parece ser una limitacion relevante dentro de los
rangos de molienda estudiados. Por lo tanto, no seria necesario alcanzar una molienda sumamente
fina para obtener buenos rendimientos en la hidrdlisis enzimatica, lo cual reduciria los costos

asociados a la misma.

6.1.3 Hidrolisis enzimatica

6.1.3.1 Condiciones generales de operacion

Las enzimas celulasas suelen trabajar en un rango de pH 6ptimo que se encuentra entre 4,75 y
5, razén por la cual la sacarificacion suele llevarse a cabo en un medio que contiene un buffer
regulador de acetato/acido acético. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que es posible
obviar el uso de la solucion reguladora de pH para las relaciones sélido/liquido y los sustratos
examinados, siendo suficiente con ajustar el pH al 6ptimo indicado para el coctel enzimatico al
comienzo de la sacarificacion. Esto reduce el uso de reactivos y, en consecuencia, los costos del

Proceso.

Por otro lado, se comprobd que una agitacion orbital durante la sacarificacion resulta mas
favorable que no agitar, pudiendo mejorar el contacto entre la enzima y el sustrato. Ademas, el

area de la interfase liquido/gas no pareciera influir en la eficiencia de la sacarificacion.

6.1.3.2 Uso de surfactantes no ionicos durante la hidrolisis enzimdtica

El agregado de surfactantes no i6nicos durante la sacarificacion del papel de filtro result6é en un
aumento de los rendimientos de glucosa para todos los surfactantes evaluados. Este efecto
beneficioso podria atribuirse a una mejor dispersion y separacion de las fibras de celulosa que
forman el papel, lo que facilita su degradacion enzimatica. En contraste, el incremento en la
produccion de glucosa fue considerablemente menor cuando se afiadieron surfactantes no i6nicos
en la sacarificacion de CMC. En el caso de la CMC, como se disuelve totalmente hasta generar

una solucion homogénea, no hay problemas de morfologia de las fibras que ocasionen un
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inconveniente al contacto enzima-sustrato, por lo cual cualquier mejora del agregado de
surfactante no estaria relacionada con mejoras en la dispersion de las fibras. Esto sugiere una
influencia de la estructura de la CMC, que es més entrecruzada que en el caso de la celulosa, y
contiene grupos carboxilicos. La presencia de estos grupos en la estructura puede interferir con la
adsorcion de la enzima y disminuir su actividad, y no permitir que se alcance un 100% de
rendimiento. La interaccion de estos grupos funcionales con el surfactante mejoraria la actividad
de la celulasa, dado que se observé un mayor rendimiento al utilizarlos. También debe considerarse
que, al disolverse en el medio, la CMC se disocia y adquiere carga, lo que podria interferir en la

adsorcion de la enzima.

En el caso de las hojas de Platanus acerifolia y del aserrin de Eucalyptus sp., la adicion de
surfactantes tuvo un impacto minimo o incluso negativo en el rendimiento de glucosa y en la
velocidad inicial de la sacarificacion, tanto en la biomasa cruda como en la delignificada. La falta
de reaccion de los RLC sin pretratamiento podria explicarse porque la celulosa esta ocluida en la
matriz vegetal, ya que la lignina cubre y protege estas estructuras en las plantas, impidiendo el
acceso de la enzima al sustrato. Aunque ciertos surfactantes no i6nicos, como el Tween 80, pueden
solubilizar la lignina, el hecho de que esté soluble no evita que inhiba a la enzima, dificultando en

consecuencia la hidrolisis de la celulosa.

En el caso de las hojas de platano delignificadas, el agregado de surfactantes no tuvo un efecto
significativo. Cabe mencionar que el pretratamiento con HPAC no resulto ser tan eficiente para
este sustrato, quedando un remanente de lignina del 14% en el solido, lo que dificulta
considerablemente su sacarificacion. El agregado de surfactantes tampoco se tradujo en una mejora
en la eficiencia de la sacarificacion de muestras de Eucalyptus sp.; por el contrario, presentd un
efecto levemente negativo. Como consecuencia de la hidrdlisis dcida-oxidativa con HPAC previa,
la muestra de Eucalyptus sp. pareciera presentar una matriz accesible y el agregado de surfactantes
no 10nicos no ocasionaria una mayor apertura. Por lo tanto, el uso de surfactantes para optimizar
la hidrdlisis enziméatica debe evaluarse en cada caso particular, considerando su costo y el hecho
de que no siempre genera una mejora significativa en la eficiencia de la sacarificacion. Ademas,
la cantidad requerida puede ser considerable y permanece en solucion, por lo que también seria
importante analizar su impacto en la fermentacioén posterior que haréd uso de la glucosa obtenida

como sustrato base de carbono.
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6.1.3.3 Hidrolisis enzimatica en recirculacion

La sacarificacion de papel de filtro en recirculacion no resultd ser una buena alternativa. Tanto
en la circulacion a través del mezclador de CE como en el cavitador tipo Venturi, los rendimientos
de glucosa fueron significativamente mas bajos que en las sacarificaciones en batch. Los mayores
rendimientos con el mezclador de CE se obtuvieron a bajas velocidades de circulacion (Re=
2.000), lo que sugiere que el principal factor limitante es el estrés hidrodinamico que afecta a la

enzima.

Para el caso del cavitador tipo Venturi, los rendimientos fueron siempre bajos, muy inferiores a
los obtenidos en batch. Aunque no es posible determinar si el bajo rendimiento de la sacarificacion
con cavitacion simultanea se debe al estrés hidrodinamico sobre la enzima, causado por las ondas
de choque generadas, a las limitaciones asociadas al material de la bomba tornillo o a una
combinacion de ambos factores, queda claro que este método no es conveniente y su uso es

desaconsejable.

6.2 Perspectivas a futuro
A continuacidén, se enumeran algunas propuestas de actividades a futuro que resultaria

interesante abordar teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis.

» Considerando que el Pinus sp. es la especie de estructura mas estable de las estudiadas,
seria interesante realizar el lavado intensificado por HC con circulacion del solido a
través del dispositivo de cavitacion, a fin de observar si forzar a este material a través del
dispositivo de cavitacion logra desestabilizar su estructura.

» Se propone analizar los resultados de sacarificacion considerando diversos modelos
cinéticos que se hayan propuesto en literatura, y evaluar coémo se modifican los
parametros relacionados con la morfologia de las fibras de las muestras que fueron
sometidas a cavitacion hidrodindmica. Asimismo, analizar la posibilidad de incorporar
esta informacion en alguno de los modelos.

» Como una propuesta a futuro, que involucra mayor analisis, se propone evaluar la
posibilidad de reutilizar el licor de HPAC para sucesivas delignificaciones. Esto
permitiria reducir el uso de reactivos. Ademas, el licor obtenido estard mas concentrado

en lignina lo que podria facilitar su recuperacion como subproducto.
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» Continuar explorando aplicaciones en otros procesos del prototipo de mezclador de CE
disefiado. En particular, una propuesta relacionada con el plan de beca postdoctoral que
abordaremos prevé el uso de este equipo para promover el mezclado de efluentes textiles
con radicales libres formados previamente en un reactor de lecho fijo en el cual se realiza
el proceso tipo Fenton heterogéneo, pero circulando solo peroxido de hidrégeno. De esta
manera, el efluente no circula por el reactor de lecho fijo, evitando la desactivacion de
los catalizadores por adsorcién de los compuestos organicos presentes en el agua
residual. Ademas, esta estrategia permitiria contactar los radicales hidroxilo formados,
incluso con algo de hierro proveniente del leaching del catalizador, sin tener que agregar
una concentracion alta de hierro que termine en un barro Fenton al neutralizar el efluente
tratado.

» Como otra propuesta a futuro que involucra mayor andlisis, se podria continuar
explorando otras aplicaciones del prototipo de mezclador de CE disefiado y de los
sistemas de HC, orientado a promover la extraccion de compuestos bioactivos a partir de

residuos alimentarios u otros residuos forestales, como hojas de olivo o frutos regionales.
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