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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 lignocelulosicos (RLC) se vueblennterés por la posibilidad de
emplearlos como materia prima para la obtencién de glucosa que a su vez resulta Gtil como materia
prima en la produccion de biocombustibles y otros productos por via fermentativa. Sin embargo,
los RLC presentan una serie dificultades que imposibilitan al dia de hoy su uso masivo como
materia prima. Este tabajo detesis 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, srealizé una hidrolisis acidaxidativa con peroxido de hidrégeno y acido
acético como método eficiente de delignificacion, reduciendo inhibidores y facilitando la posterior
hidrélisis enzimatica.

Por otra parte, la cristalinidad y estabilidad del complejo cekilesacelulosadificultan la
etapa de hidrolisis enzimatica (sacarificacion). Si bien es un proceso prometedor por ser seguro y
considerado limpio, se requieren altas concentraciones de enzima para obtener buenos
rendimientosconvirtiéndola eruna etapa costos@onsiderando estas dificultadeg,evaludla
cavitacion hidrodinamicéHC) y el uso de un mezclador estatico de contraeeixpansion(CE)
como técnicas innovadoras para mejorar la biodisponibilidad de la celulosa y optimizar el
rendimiento del procesésimismo, se evalb el impacto del uso de surfactantes no idnzmso
aditivos en la hidrélisis 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, hidrolisis (sacarificacion) enzimatica, cavitacion

hidrodinamica, mezclador estéatico de contracegxpansion.
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of lignocellulosic wasdaedddbdr t
compounds

Abstract

Considering the current environment al crisis
devel opment , the reuse and valorization of |
Particularly, l i gnocel l ul osi c irtkeisliidtuye so f( LICRI) n
obtain gl ucose, whi ch i n turmn i s usef ul t o
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Int rodywcobjmrtivos

La crisis energ®tica y ambiental actual surg
f-siles, responsaémesi emegrade gasee de éfascto
clim8tico. A medida que | 0os recursos no renov
agravan, se vuelve fundament al una transici -n

cont exst oendr g2 as alternativas deri vadas de I
prometedora, trat8ndose de un recurso renovahb
y biopr(@Hdaxchars et lkads , bi2ORbgegfiner2z2asenpuegdmr u
transici - n, al permitir el aprovechamiento in
petr -1 eo, estas Il nstal aci ones procesan resid
productos qu?2micos Yy mat eam8s ede dreedadctior vliad so

carbono, |l as biorrefiner2as promueven una eco
at i | es, contribuyendo a | alCabpseeneghi hdtdantieead
al 201PVaalni, )EHO0O2B3te sentido, | a presente tesi:¢
alternativas sustentables para |l a obtenci - -n di
con el concepto de biorrefinerza ys swalpiodsens.i
En este contexto, |l os residuos Ilignocelul - si

alternativas debi do sau spycstlgeanpcoi @dEcasdfegn i2lDi2Raal yd a d
et al;Sul 262®2Sijad .embar go, el aprovechamiento
para | a obtenci-n de az%cares fermentabl es,

productos qu2micos de val or (Baugerkeograodno ,e tc oanlt.i,n ¥

Una de | as barreras m8s <cr2ticas para el us o
materia prima para | a producci-n de productos
lignina y |l a estabili écdhaedili ddBls@v@alolraigd u11rat dal |
Guo et al ., 2018;;ZBangacet awd Pptr 286RRia MM0O19vo,
m®t odos de pretratamiento severos antes de po
materias prsmqmas hAt eeventemante conducen a | a
complican | a hidr-lisis enzimdtham prosgleestoad n
y variados m®t odos en | as %Y timas d®cadas, pe



pretratamiento eficient@eyeeéecan:emhicddenegyn t2k2E0rmM
2019)

La hidr-1lisis alcalina es una de | as propue:c
el iminaci-n de | igni naadcdon ghuej o ecqaun ser neo cden da nc
rel ati vamenSien neondbearv@aoma canti dad de (rkeiancitn gveo s
y GogateZh2032¢gygeakra B80amha, alnd i dwmal dessgwrd eisn
uno desea wutilizar |I(lai u ietniala. ,c 02nd2 4s;ulkedgra8odIluic u
Hi l ares gt palede Z20Inp) i car | Re rseicraa i;&d 8 rcaakti ,- aaR @
2025)En estutilimeailsi sreolxii slias i §ai ddae empl ea 8cid
de hi dprargaenloograr | @idel ngmoisf iREa&ciden ade a di sp
Aut -noma de Bseaobi Aroxeibdsatsi v@ac isdea parl d seemtaa i ¢
prometyadaomna uce a un alto porcentaje de remoci
rendi miento de s-lidos sacarificabitiedat iOna aed
baja generaci-n de inhibidores que puedan per
porque se trabaja en condici Moedsaa mdadadadax0de
201Y5 ng.,e202I13)

Apesar dhea gpudedigdemr una eficileommd eRID@, ilgami éstta
cri st aleicleiddual dopsraeseat di fi cud¥wmadnaxteashelrtaa de |

cabo |l a hidr-lisis, enizéem@oirenma(pacari daiaativin
(Roc-Martin et al ., ;20dnwg, &&0nkhIdbt bdle.n, ex0AaM pr oc
y segur o, se convierte en una et amaimastgasxea sd

requi eren para obtener buenosTerncinedn da eett s de
di ficuletsaddsaenedbeviaat eal t eraamd rvtasio dyiuaep opreirbmilt
de cled ul os a, mej orando as? Llaa calvit @isedciesipa rcdae, | a
ultrasomoddi dredi h@8micoa)verti do eqqueanat rdeee n ag!
atendsadmu capacidad para inducir una intensi f
proceseoey du@éxsmicoos. 2(028en gh ae tp ralpcuaevsittoa cqudee leas ¢
desalramamatri z |Jpir@moowheanlddosliicani fi cac¢ci poda emajoa
ademS8sducrrstalinidad de | a celulosa y mejorar

(Verdini 202 Epnl particul ar, |l a cavitaci- -n hidr



numer osos progesepriesems ar ual enewmii De elcogr ai con
en procesos que puedenelseemamaschestmoscporosud te
ener g@®%ucets al ., 2020n eWVobeaertgoa,l .en 2c00lmMpar aci - n
emer gemtmodiscr(opmldtasasoni do) , el uso de HC como
sido escasamente investigado, a pesar de | os
202Rn .esteuocontdextos objeti veos gl Ineclz epcatl @ sd ed ea |
HC comizxiomadhi 8 caotixiishdsRiL\S obr e | a posterior hidr

En I 2nea con |l a b%squeda de procesos scke int
deci di - analizar el efecto de inexepposniern unCl
durante el proceso de | avado-odke dlddossvRie& cp oasdtoer!
est8ticos son dispositivos que permiten | a m

necesi dat- degytpeernteens muchas ventajas en ospmpar a
como su disefo compacto, bajo cop®odrdhatevoa
y excelente c@Pntkctee ve;ettC aavldtacsr&My Gerts adt). ,all.9,9 €
E el caso de | os mezsd aldao reevsi deesrt c8ita dcoo sq udee pu e

n
uspendirdaoas seorat dmi ent o deasgdas e efsic@a@lbeaicin
e

s
sedi me dteabd id-on ,a |gau etgusrebeFlheen ctiea €Sti  ali.e,n 2nM02 Or)e.s L
convenientes para mejorar | as caracter?2sticas
total , pueden seCofsi desandns @3 & gisieaainlledsa dobe

umezcl adduraet €Eel pd e cleesn RileC | chevla@idgontirefiibcaai dro s
di sgregaci -n de |l as fibras de celul oEa, fac
consecsencctc adisse fia mezloor de QGErutaimiiendrmdo compu
par a sidmwl8ani claaddkeertfrlouiddeds si st ema buscando co
turbulLeneta)al codated)®i prototi po disefado y est
mej orar l a biodilaupomsiabigluied asdubEdyeep &deet ideud aRL. C e |
espedaeftfirbéadesei s essi aenlalemepzaceloa ddoerl est 8ti co de CI
el proceso de | avadobi dres ®@be®tICa ded stgern if 0 c aldiodk
Tambi ®n se b@acti kRisttiudadrde realizar | a sacar |

el mezcl ador de CE como promotor de | a turbul



Por otdoelrsee, estudi os han investigado el us
| a sacari ficlaici -ent jeanlzom8ad x&BIMArt2ml1&E8AReblea 20:
MufYoz., et®a8B;.,et2®IEn particular, se ha evidenci
mej orar significativamente | a eficiencia de |

s e encuentran muchos resul tados contradictor

efemwedi a noockdst@nhardad. tLa i nformaci - -n relaci on:
sustrato o el m@stooldroes def pceosatdaml eaAtpanrfiact da
un ans8lisis de | asebiimlfticedgeatqglueendi spoBet bl eerte

beneficiosos reales que se pueden obtener con
obtener m8s inforela@di oneefdepcetcod mieen ltdailf srodmtee s

|l aacari ficatuldotsodse yREACI gmsDiuiraad e el desarroll o

pl ante:- cempeaabnfaclldazsaori nieuenhcl agar varios sur |
soberle rendi mi ent ooad @ aglt u o o 9 a&A dyelanSasiyisdieca e hd r o

ef edcd out i |l i zasrobgwr flaacthandtred i si s enzi m8tica de
de ansil iimedyl uenci a deuksaraeasoPoel atasdélbdo, | a
di sponi bl e sobre el ef escothor édieo mhassa spurre tarca taand a
Por | o tanapnalitambie®b osee afadidrurduat feaicd ra-nltiess

enzi m8t iRcLad edlei goossé d claat Bi dr -olxii sdiast i &cai.d a

En resumen, el objetivo mreopeoandal dyz ags tees ttrraa lx
permitan intensificar | a saccaan felca€ti nndde co
incrementar desarrollos tecnol  -gicos que empl

|l al abodacproductos y de energ?2a.

Este objetivo general se abord- a partir del
i An8lisis cr2tico de | a relavansi aodte anm
durante |l a hidr-1lisis enzim8tica de celul os

este proceso

1 Est udifoacdtei tleal udiadi zar cavitaci-n hidroc
| avado posteri oroxa duanta vhaudgra-eleifobeidanefididdeiac a c i
RLG proceso HFPAC) mMmBtodo de intensificaci-n



residuos. Comparaci-n con resultados que su
y carboximetil celul osa).

1 Estudio de |l a importancia de utiErlizar
ex pancsoimon pr omot ord ulreanttuer blud esmtcamal dpr t aesad
HPAC como m®t odo de intensiRLQCaCdmmardaecil - an

resultados que surgen de trabajar con sustr

La organizaci-n del documento involucra sei
analizar 8 |l a bibliograf2a de | os temas rel aci
tesis en relaci-n con | os ok ptriesexntas pac sfeiga
gue describe |l os materiales utilizados y | os |
se presentan | os resultados del trabajo real
cap23udos. Finnellmemtpe,t ul o 6 se resumen | as co
de |l os resultados presentados y el an8lisis d



Cap2t:Revoi 81 -n bibliogr8fica

En este capPitondouse exnteemcsead aretva s iobninb®dhidoagsri8sf i

|l os temas relacionados con | os objetivos espe
secci - -n breve sobre | a i mportancia de | a de
i ndi spensabl e para mejorar |dco elfa cnamn-cn aque
utilizar el procediomi @t o vdeqbedwutlilsiza 8ci d:

hidr-gendcalféilPAEmarcar que en esta tesido no s

porque fue parte de un trabajo previo (Kildec
seleccionar | as condiciones qDuee tuotd osi znaondooss ,e nf
correcta interpretaci-n de | o0os resultados y de
algunos aspectos de |l a constituci-n de |l a I|ig
Luege@resenteviassi@acni ada a | as estasttedii ddasden i
| ade®e abopdianclipales aspectos de | a hidr-1isis
uso de surfactantes no i -nicos ¢ onPoradedteiovtorso,
presenpanndiopi os fundamentales de | a cavitac
eficjyensus aplicaciones en el tratamiento de
f er me nAsaibrhiessmo, se discuten | os fundamentos vy
en el contexto de | a oFfpsttiamirzeavciis-in- nd ep eersntiotsi r 8
objetivos y metodolog2as adoptadas en el proe
estrategias sostenibles para el aprovechamien

1.1 Delignificaci-n de | os RLC

1.1.1 Cargemteara?l stsi adees | os RLC

Cada afo, |l os sectores ygrahderstai dyadaegr odeor e
l' ignoce(RLEBpMaessubdletadas actividades. Se esti me
asciende aprbdADmagelgaat@maneel es, pl anteando un de

t ®r minos de gesti(-Dnevy. a&p 0O@adgecrhaal mmesrittes r esi du
incineradosdes sc,imadtoemcmpatneticbugena ami naci -n del a

de | a calidad del suel o y |l os recursos h2zdric



No obstante, |l os residuos lignocelul -sicos p
renovable, de bajo costo y abundante, con apl:.
product olsogslepn@d ®@scdashs eRL @ ieomr rusnfeal meis UBnieqqurean | a
llLa convémnsiem Celmer g2a es un enfoque innovadoc
de residuos, mitigando simul (§¥Yekamehi2éea?2y ak on
reutilizaciesn ura |alst eRLNG tdii vsami adwecadrcdnsd ivdiu gpsa r ean
ur banahsmed, eZ@ladect or d Als&¥er 7 eklf®Rst prebeal es al

2021)
RLC EN
Bl ORREFI N
v \/

PROCESO PROCES PROCESOS
Bl OQUE MI TERMI C TERMOQUEM

COMBUST| Pl RG LI GASI FI CAl
—>
ENERG
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XILlrT
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HI DROXI METI LFURF

Figufi&2a® conversi-n bOBeoft ogfaiRfy&mrieamd uctados que
pueden obtener a partirda&sSdienel ebsal Refd0m2) ado



ElI materialebt §gnboemasocpmmpone(®i gsnNp@ardeal@ulpad &
( 390 %) , henmli@BBWUI|l §s h-BEopENtparsopOr ci ones var 2 an
tipo de biomasa, a | a especie, e incluso debi
recolectado, per o se encuentdreasnc ngea naexm.lad Imesnd ey
hemi ce(bbbsasiuetenappiprwxi madamente el 70% de
est8n fuertemenpoernl mice@a sy apvladieetinetgedsi n@eno, | o (¢
a |l a estructur Buwema dwoam nr ediingtlyeennt iy Biuok et 20
202Ba frédechelnode #40G que se obtiene | pegdede ¢
convertirse ena azaa®es dei mmlaeshi dr - |.iLsa s en:
sacarificaci-n requiereparesagmar haghaacomat ac iz
(celul asas) con (Albod ws ter gtt op ad e |) wol 2- 0sa #c}oo , el i m
eficiente |l a lignina que protege |l as fibras
hidr - -1lisiAseezcim@t;bicaal . ShpieMmlg. et2@l6, 2

ol OH OH
(

1 HyC )\ 1
I 0 o Y (3]
OH on Cm3 on Cu3

Lign

Hemi cel

COOn

Figu2@omposi ci - ndey leas thriuocmausréd hlainggnzdtlgdadl.- si c a



La |ignina es un heteropol 2mero que dsee leansc ue
pl antas, raippiscoe8nn @®nl ¢ Marcedtaurmralyalpr,ot2elc2cli)- n cor
celul d NN Inkaaus eA difer0ORi2a de otros pol 2meros
|l as prote2nas, | a lignina no tiene una defini c
uni dades estructural es, | as cual es nNo Siguer
cmposi ci - n pyueedsetnr uvcatruiraar en funci -n de su or i
extracci-n OhSwbaesd ami est; dac¢ada,, ex200241B | i gni na e

compuesta por tredemriilmpaiopalneos dmon gomomaod 2i | gi ncod

(p-hi droxi fenil o), coni fer2lic®i gugdaayBhambiohPhn ys
consideran como mon- meros est ®utcetruersal cees @o nmof
&teres de sinapilopcum8rdirox, ci@eamiaaioe Y 8si da,

sinapal deh?2do, §chiddr dxeirc/d nicfoe rya lad echo?hdod 5

Guayac

odel o estructur al Rleef olranull iagmC me& v mdaer t ma
Sifont@961L8t al



La obteefniccid-ennd 2%cares fermentabl es ta agarmiierntad
previo para eliminar | a |ligesnanadet agai funda
alterar | a estructura recalcitrante de | a |igr
parpobsaerior hi,dr202009iss p(rveut reatt aamli ent os qu?2 mi
o alcalinas, solventes org8nicos y | 2quidos i
de |l a celul osa(Haksaap@Dd@&i b miahdiegie®sdaar i sdlal i ni c
componente celul(Vei.e02@b0) a bi omasa

Los procesos tradicionales de delignificaci

producci de papel, y | os m®todos que empl ea

> S O

generar u sustrato bi ¢Ads po,yiabllel gpsh rpar eltar aftearn

cl 8sico

(7]
(@]

on 8§cidos diluidos y procesos que r
necesitan altas temperaturas, y |l a lignina re€

cel uHas

jo1]

an et Adtem®9D,18)as altas temperaturas
formaci -n de 8ci dbi®me@ui®fir8etz, ceo2s0 &4 Jfeursamos nhi bi
| acsel u( 8basg?2®ayl )dl- xi cos para | os mi(¢tovesganet:
al . ,;M2@ab3Sal am 2e0t209Por | o tant o, el desarrol |l
temperaturas es <cruci al para reducir el consu
de | a actividad ehZomEte2ddady) f er ment ati va

La mezcla altamente oxidante HPAKXese xhaosudege.l
como un pretratamiento de baja temperatura cc
reducci -n de | a cri S(tMoltianie®d®®daBde qluien dpred roe retieaurl
significartdcvuapreernacei -lma de Mep¥WgaeesWfegtm2OP8p | e s

1.1.2 Hidoxildatiisva&cida
Lehi dr - | iosxiisd a8tciiviaa de | os RLC es sél prvacasacat
con una mezcla de per - xi do (H&®ARYHaj- g echedt gr mBicn ¢

condi ciopee gpceiirernn t e depol i meri zar paEgstieal m2tnd ko
de delignificaci-n wutiliza reactivos que se
sustrato que mejora | a productividad de | os
bi ol - (Mocadset al ., 2,Zi Oy &Vi )i sal 2020pboporci

10



mezcla HPAC han sido empleadas en diversos e

remoci -n devalriRgpp8i.. ndDepama smo modo, |l as condi ci
temperatur a, | a agi tsaocni -wa ryi atbil emp oc odrsnmead @i
encontrar aquellas que conduzcan a | os mayore
y recuperaci - -mkEndéobBolMbddtcelmolso=ag.os, se han publ

efectividad dexlialaha ddat stotbirs @l§ v Rd@nadsi biag me s .

Kuznet so0@thplad merdt gprrooceso dexhddti Vascensgel
de delignimadaracdepg!| demo yl oasb ameaey. o rkns ersetned i m

observaron para una relaiconmel apg®H2®apd/€HIEC

respecto a | a masla esveacnad od ea lcaa bnoa dlear ar eacci - n a
sin agitaci-n con una2.reBajco-estsasi dohd?tqubpbd
recuper agi% nendeples®6 de | a celul osa palraakdt e.a

Estos rendi mi ent os se Vvieron aument ados a l [

procesao.

Por su par(t2e0,1 0Tananneatl iazZlar on | os rendi mi ent os
bagazo de cafa de azWcar y su efe€bmosbbrerl d
di gestironodmpliemsnes acuosas con distintas prop
deOFal 30% y 8ci doasacdc®tdircd igsliascisael .real i zaron ¢
de 42Al. aumentar | a camumemdtraemoai de HEALC|i gni n

h de r®iamcemmaegowvaron que el feunmytoo deel &1t gmy

l a concentraci-n de HPAC, alcanz8&§ndose un 97 Y%
tenttn , 1690 de HPAC, cuando | a reaccibnhasrea | d tvas
condiciones de reacci - n, |l ograron recuperar u

obtenido condujde® @arcchalvied smdoymeer seas | amdgadBTddes d e
sacarificaci-n enzim8tica en contraste con e

pretratamiento.

Wi et2@&5)udi aron l-axhddtriVasena Eontmaaposici
otros solmee@t e€CDOH O, H 8ci do perac®tico,Lys di sti
sustratos el egidos npaja Hecarrek, amgbesasdeue

Como indicadores de | a eficiencia del trat ami
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hol ocelulosa en |l os s-lidos, y |l a conversi-n

para obtener etanol . Se estudi adgn GEHDBH, nt as
alcanz8ndose | os mayores rendi mientos de gl uc
gue fueron tratadas con mezclas Ragmuadadobum®tsr
sust,ehtbsatamiento con HPAC fue eddequeae Ycamdkisj
| as sacaridiemdo oeegri M8satkifeami vo para | as m
arroz. La temperatura y el tiempo de reacci -n
l os rendi mientos en | ass ks al8alrliafd gcoagcsi yonnae sv eazu ngeu
superan |l as 2 h de digesti-n, | os efectos sobi
vez que | a temperRaetaulriaz aanldcoa nlzaas Idoesl i8gonUd.i caci o
porcentaje de lignina di smiyneyne uean 9886 da%ap &1
maderas. A su vez, se oObserdiasmiapuyd i @adn teeneind
et ratamient o, |l o que indica que |l a hidr -1l isi
remoci-n de | ignina. Otra ventaja que present
debido a Il as condicionexi ¢ adaiveesi, tdaen |laa hdiedgrr-aldi
monosac8ridos ahi duokumati lyfuaf usr al ( HMF) , g

mi croesmganifer mentador es.

Mot a.(e201a9) real i d&r pmajlaa dei gn@astzi,- fbagazo de
de Euccalni pmmeozcl as equi vol um®tricas de HPAC du

s-lido/l 2quido de 10@&g/claumzL4a5 % epreorca -Ilna dpajla gdo
para el bagazo y UuEm 7c5% tpraarpao selc iEuwc aleil ptpoo.r c en
aumeen todos | os casos, mi @mtsma@®euryf uen | &%)h epna r
bagazo. Las posteriores hidr-1lisis enzim8tic
pretratamiento con HPAC. Laugemaracti odoslel @az ¥s
pretratados con respecto a aquellos sin trata

e Euc aluinpatsoez;e§ rente a 7 para el bagazo y 2 par

a gqgue | a adsorci - n fdev draenccimiaay ma tmeachhid@n pae av e
para | os otros sustratos delignificados. En
hidr - | iosxiisd a& d ivdaa no detectadeédMFaocumeuellaclii-cnord e
reali zaron experimentos con est8ndares de fur

12



degradar estadtx acaeBpuestos a degr aslauceig on dceo ndpOl en

de incubaci - -n

Meng .e20242) estudiaron el pretratamiento con
de tratamiento empleareny meeictl @as a e @b epo/|pu od@en r
HSQcomo <catalizador. E I tratamiento fue real
remoci -n de |ignina de entre el 70% y el 85 %.
mayores rendimientos de az?%¥c aruees afgeurerhd mtsa bg uees
delignificadas por otros proc®@i miae rmtiadsr -dama s
con KO#Hr gt &mi émoeto®r mi co (que comdedj@m®Wmjlor de | c

Todos | os estudios presentados sugieren que
remoci -n de |lignina y altos porcentajes de re

demasi ado sevelr@as mdes wlpteadaxcs -0n significatiyv

maderas que para | os AdembBa, budtrhi sesaoa@ahi A&
generacompuéegekmae@es surgen de | a oxi daamihiirbide al
|l as enzimas yumiliroshgamnés meaci -n y I|l.a fer men
1.2 Hidr-lisis enzim8tica

La obtenci-n de az%cares ferment dblsefRLeCd @ art i
|l l evarse a cabo mediante hidr-1lisis 8cida o h
segura ydelriodo ga caus @ jandeincoiroense sr eng8use rsiyni ent o ¢
baja gener ac(Ror-Maet irres e;dSuad $n.i, e2.0 1adi.n, d2@®b2a2r g o

cristalinidad y estabilidad de I a celulosa | o
dosis de enzi ma ®@ue klio ev@u@dl va2td PBIP3t, PH0 €St os
de gran i mportancia encontrar alternativas qu

1. Zokteles eoaci mBasasnws de
La estructura de | a biomaparl i gnqgaeV asrlei- sdeagsa i
enzi mas wapraotuenlanasf i ci ente saclaas fcelol amag As

enziaoempaces de descomponer | aaset pladas py odugt
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az%cares fLarsmeretlaldlassa.s i nqluey dn ediemt inretcas i sme
espec2ficos sobre Easr@goeel egswentgrossa c B alsadse a d
cel obi ohi dirgd luxzaskadsaseamdogl ucanasas hidrolizan
b-1 -4l ucos2di ades liantceerlnuwolsosa aclriigoadd i, dogse ne e «
l ongi tudes. Laagt acdmbdedder bblaaestacenowas | ddr e
gener andoParel b gma rait.ceo, pirbagg&cswr cosa a partir de
| ael olSiadeta al Zhed@d®9Q221l).L,&i20reas du #dmdt imecani s mo
acci-n de ®echraes leamzbimamasa | ignocelul -sica

Lignq:sa
/Hemicelul/osé;elulosa
W :

b °

¢ °
JQ - -

[ J
Celoblohldrolasa. x K
Celobiosa>Gluc
I Gluco das&ndoglucan a
Figud Mecani smos de acci-n de las distintas ¢

Reformul addohaeatp aa2lfli r( 20

Adem8s de lexs stcelnuloasa@as, grupos del ae npzriondausc cqi u:
de az¥cares fer me(nAdasbu le seta egla.r,t iZM@AH0e;h &IreCicreil ud te
son | as ckcevc@emgardars denlos alt g mamenisad isgenasas | 2
polisac8risdors qdmPMOker adasenearvgmdasadeebar hadr
celufiosghdni a. et al ., 2021)

Todas estas enzimas act¥an de manera sin®rgi
celul osa(ZhegbuebtGeanle.r,ar2 u2nla) .me 2zalzacr@mlgwli d li btriad
es esenqgueall gpahlriadr - i si's enzi m8t$aianis eat edli .c,i
Actual mente s@grdamsperdedecdesmcaomerci al es que
enzimas celul ol 2ticas, |l ogrando una eficienci

cada d¢Ymznigmet .lal ef i 2023 )i ad edpee redsd odse cdpcceot seol seass |
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el pH, | ayette nepneproatduer ar esi denci a, | i mitedciucme 9 ¢

aditivos (Baksi et .al., 2023; Yang et al ., 20:
1.25urfactantes no i -nicos como aditivo
Numerosos estudios han analizado |l a utilizac
eficiencia de |l a sacarificaci-n. L asyp orsasz a weos
son diversas coasiemdeelde seof encot o afppuen g eanteraln. , 202
Yu et2@i8&8nh demostrado que | os surfactantes c:
en |l a hidr-1lisis enzim8tica de fibras de papel

|l as cuales contienen principal mentgameal aho ga

durante epr paweceispn dedbs gulupas hidroxil o (T OH)

de | a celul osa, as? como | os grupos 34casr boni |
(1T COOH) , gue tendr2an carda snegatnizyian8al cp.H K
surfactante cati-nico tendr2a un efecto posi
celulosa y |l a enzima, mejorando |l a adsorci -n
No obstante, |l a mayor2a de | os estudios sobr

obtenil da sacar icfeil uddodBlal ygpeetlt atuaados surfactant e
(S&nMb§ms., e PPblxX) .ej empl o, ( P&A O mlpaorl aun eal adf.ect o

pol 2meros no i -nicos (polivinilpirrolidona, P
pol 2meros i -nicos (poliacrilamida <cati - -nica

celul osa | i bRé @de tits{ag emsdh a r v & ddoe® jn@ma 2gzo)nc | uy endo
|l os pol2meros no i -nicos generaron mejoras si

glucano.

Hsi eh(206éamfontraron que el efecto del PEG col

vari aba s eg¥n el tipo de enzi ma, siendo pa:
cel obiohidrol asas ( CBH) y con casi nibAhguna

gludasas. Los c-cteles enzim8ticos comercial e
porcentaje de CBH. Los autores tambi ®n ar gumet
|l as inter-agoaaongsa BEG& loamoavdeirc’ia- n ad emoPvBEQ ipdrad d
se infiere de | os valores asumemtTazd.os del ti em
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Lou ¢éR20&aBfontraron que, en condicidbemesde en

|l a actividad enzim8tica est8 fuertemente inf]l
agitaci-n mec8nica o0 por -ll2agupd®s en\voisa réGe onn:
condiciones, l a adici-n de satrifvaacmeamtte s| a0 a
enzi m8tica. Estos autores tambs ®mirae scteulduilaorsoan
observa®dm owe modi fica solo |igeramente en |
concluyeron que |l os surfactantes no i -nicos
debido all auamésndmomciden de celul asa sobre ell a.
Chen B20)la8kncoéntraron que el aumento en | a di
adici-n de Tween 20 en | a hidr-lisis de paja
para todas | as velocidades de agctanican pBOOT
Tambi ®n reportaron que | a adici-n del sur fac
digestibilidadobprtrmae cair,gadmmpol p/ pla ventana - g
aumento en el reingiisni eebioda eal aefthedtro | del sur
rango ,8%0,pH c¢dual ando casi |l a di ge &t iypbG® n dlaod ol
cual, coreclflexearm aqgwd agregado de Tween 20 dur a
condiciones aellasmigaapaasec@ereduc m8s significat
severas. Poesbbsaapaotes encontraron un fuert
hidr-1lisis enzim8tica de paplene edce 2f0i latlr op.a pSeiln
mezclado con diferentes tipos de I|ignina tuv
enzi m8tica.

Zhou 20)1%tamlpi ®n i nformaron una influencia ne
| a hidr-1isis de celul osa mi crocristalina p
concentraciones. Los autores conclugercehugosa
depende de | a estructura de | a celul osa, |l as
enzi m8ti co.

Zong 2O0)YBéncegntraron que | a sacarificaci- -n de

PEG como surfactante mostlro-diedaat amecrcdom viga jsa r- an

qu
me

e |l as alcanzadas al usar rastrojo de ma?2z

zcl ar PEG con |l a enzima antes de |l a sacar i
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mej or a. En contraste, premezcl ar erhe zsculsatrr att cod

el nicio.

Zhang (e2MRdakportaron el efecto beneficioso c
significativamente el rendi miento de glucosa
bagazo de cafa pretratado con etanol catali za

alamzar un rendi miento de glucosa de aproxi mad:
al agregar Tween 80 y reducir el tiempo de hi
(2028portaron una i mf lduee nTcwieae np d8s0i teinv ae |Is irmei nl dai |
bagazo de cafa pretratado c¢ogmete(al0.2tdagMmhb ic®d c
evidenciaron | as ventajas de wusar Tween 80 pa
pretratado con un m®t odm§ scxointba cnidEmot @lsei dSacsi udl ot a

puendener relaci-n con( 20,1 5legorramdo spoolru cXiuo neets
80 capaces de disolver | a |lignina.

En conclaengone | a influencia de |l os surfact
estudaiViamd @& xi sten inconsistencias e informaci - -n
beneficioso y el .Becamwmissmas@usleiediod lgpisn € uad leusl oss

influencia fue positiva 0o negativa dependi en:
vel ocidad de agitaci-t hqguwi deol. 8Proera |itoe tsteéasr taszei abk

det erlmisnarnf | uevracii adl ks ent @34 rendi miento de g

de filtro, utilizando varios surfactantes no
Adem8est eé¢i efecto sobre | habrdoxl metsl eazumgs
de analizar el efecto en un suesnrmaédomaeae®rudo si
Por otro | ado, l a informaci-n disponible sokt
sacarificacietmetsad RIMG t@ada. Se ha estudiado e
di stintos m®t odos de pretratamiento, resul tan
a |l a reducci-n de | os efectos inhibitorios d

trabi ®assedi efecto de afadir surfactantes no i
RLC (askuc2inypRluat anus) agreatifattacdos con HPAC.
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1.3 Cavitaci -n hidrodin8mica

1.3.1 EI fen-meno de | a cavitaci - -n

Laavitaci-n es un fen-meno caracterizado por
burbujas dentro de un | 2quido en un intervalo
dado por una s¥bi(Wangaétdaakn,| a0ptesi Las camb
entre el vapor y el | 2quido generan microchor:
m/ s, acompafYfados de una presi-n de iIimpacto qu

20283t os microcHHoujros tplrwdadcgemmadsr oci rcul aci
optimiza |l a transferencia de masa entre | as f
reacciones qu?2mi,cax0 2(3As k\Wahglyet Adil srgpla e ¢ezs,t ol
mi cr occhoonrtrroass | a pared opuensina derlia® der bwjdas <
pueden propagarse a veloci dauduegoede caprapxsiomadd

principal da |l ugar a un conjuntoedeebonadds ,h deoI
Adems8s, |l a i mplosi-n de |l as burbujas gener a
circundantes, alcabzakPdo (Dalj arekxt aef ldcirsz a 2i8r0t8
i mpl osi -n puede serl cesapagauésnmelods vedsosampenp u e

mol ®cul as de agua pueden romperse en diversas
radi cal e$OH)i,drcoaxpialces( de reacci onRodltewngeélosetco
202Mang .,et2@2dT) e st oh auletsi tngobsbhegcei edgoa Dap uckeked eH mej or a
el efecto de |l a cavitaci- -n diObMHi comada coasmawen
l a di sooeli ager nxi do de hi drWaggn e 2dREIGMda veg eek  eptr
(2021) realizaron estudios mediante | uminisce
radicales | ibres formados por cavitaci - -n empl
ocurre posterior a | ar bzuoWaas gd ed t2i On@pbl )o sd e mo sdter al
existencia de una sinergia entre Ixxpanai tl aci
degradaci -n de rodarRiorsd eB i @emr memlt lec ie.snt aa suU xa .g
HC por agregado de per:-xido de hidr-geno par
confirmada ©por numer osos Porakaj opsar (.@2QdBl3d )Y e
observaron una mejora en | a disminuci-n de |

residual essOdur agtegaft Hr at ami eenntcoo nctorna rHbQG.. qSuien
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una concentraX©i - queptdiemander B de tdgda doea scoa vea rt

contaminante, etc.)

Por otro | ads, chpamandae&nt aecfiemnt os f 2a ilcaoss fsuoebrrze
de ceoxrttreemas producidas durante | a i mplosi-n e
suspensi onelsa pdiosvmicrannadoe np det 2 @aunlaHso yp rcoapmbei doasd e
reol -gicas de suspensi dmMeg ay afanhaz@e dR0esE8Lde p
condi deoanésal ppaexdandacapacepegdeepPpavwdperi foraci or
en superficiesemi-diidmsde demdal®s &Ge l@ahoque y | a
de alta velocidad que se dirige hacia | a supe
podr2a ayudar en | a degradaamermasa es t mantt eersi a |Pe sa

2022) .

La caviteancil-on gque a oper acieompaxsdye pbhbacpdes s as
seg¥%n | as causas que .| a2 028heginga BAR2a2ashkiatr ana iy-an
hidrodi H&mi, c gpeovearmdbd s der U acdpleslif kpaBd ot aci - n
ac¥sti geaneA@Xda poEsudbotsomams dmisdom8s empl eadas a
debido a | a faciolnidd ad okes sgpuUesrsguardabesy i t aci - n y
simple operaci 2002@2Zheng et al

La frecuencia de irradiaci-n en | a cavitaci -
|l a cavitaci- -n hidrodin8§mica tienen efectos si |
de cavit asii -bni eanctliavaAC es ampli amente estudi ac
producir (sonogqu2mica), l a corta longitud de
capacidad dleo tguaen sdmifsiic-unl ta | a escal abilidad d
esc®loa. sul apaH®@ees m8s f 8ci |l mefnd i leisdcaad add e o d

pertur baca odiiens§ nliecya ad e cfolnwicd ars e€ntnme ddspami ol le
fl ajgmas abajo dei kemBolresorposi bhesrealizar si
el di sdeifsop okse It i vo &@ cawaint @acialn consumo energ®

menos enecommparaci -n con | a ACGodat eq,ulrd @ 1aé htac!

motivos, en | os hWaaonmesthiadaeaterrmatHGuaepaupeedae
l a AAC | o referido a sus pOKBolbK &rs TZhaInde &k aci gn &5
20)LOundament al mente relacionada con | oketcost o
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et ala.De20@8dogpamadas ertos efluentes recalcitr

cuando | os vol Y¥fmenes n oansboons etxitproesmaddea neeanvtiet agcori
e igual mente eficientes y convenientes, espe
procesos de oxidaci-n avanzados, como el proc

1.3.2 Caracter2sticas y par8metros r el
La <cavitaci - -reshigemediad&mipcoard e c mleisd asapilodr u s ¢ 0 S
perturbaciones encaimbefrd s1ljao vgenlevo camoeladsdioounBaging u i d o
prodycipose &l eatplimdy ecs@antracci -n (placa orificic
rotaci-n de un ob(teurobidneanst,r oh ®lelc els?) quiodopor i
l 2quido por determinadas ¢(Aeggoamektort?i a s5ti( mgas.o,n adda?
Ranade, 2019

En sistemad oden8KI| o @lcause nd centersacuctiidnezsar( como ¢
generar aumentos emod as w ediomp ldiadiSdlgd i ye hhdaojde | ¢

de Bernoulli alEataaivesall anaeldedit dadmdedhdna a
expensas de |l a presi-n. En consecuencia, en |
un tubo Venturi, sCu adnbdao8 p t @ sdmesmma pnougya @ e bajno de

presi-n de vqgauwpeonrg ullegeam buimdpas de caabvadeoadia- n.
contratéigdngdmeélnuy e cluaa hvadeol soeca cdieydheae ¢ ulpgerreas i - n

comprimi ®sndbsebuijamdy c ohiagE®da&st .o punoav oeclaev ad a

turbulemcaamgnt o | ocal de Fresuktmperpdat ena owndais
altament e (dHeaat rdy c t2i@2aB9li nt ensi dad de | a tur bul
grande es | a ca2da de presi-n en el di sposi ti
r§pvuel ve al aupneengigon de Il.a contracci -n

Seg¥n Madl( 80,e7Tett amafo de Illaas ibnurebnasji asa\dd edieic m e
si endoelmagfoect o cuantuenalyogr e@sebeamimmf®ona
baja presi-n enEdtaoxsualt cgarer xupm@asgdiesam emidmer o d ¢
cavi tpauceid-em al t er arbiloamaessat rau c tcuorlaa pdsear . Def i ne
comompar 8§8metr o gqiurap pruteadret ed,et erlma ndiir steamc ipaarqu e
burbuja antes de col apsar. La Avida de | a bur

cavitaci -nDei ¢ovneosef encatd odse, Ilaas fbourrnbuj as t ambi (
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intensidad de | a implosi-n y |l as burbujas peqg
esf®rica y ocasionar efectodfPomuytirmnt éadoms (Cwan
déa compresii-mplysposnt,erliaort emper at ur av aleote d
de0O6D®OO0 K y presioneB8O0l actml €,Bazlteedh aWitjanglaar d
2016; Pav) .enkot 0o 2¥dAid tmos gleintealse s ndensi dades de

condicionesrpmpei ceakapasay/ o promover | a for

Y S
P;;

X] XJ X2

Figub@avitaci-n a tra@®gold@®thBalt ubo Venturi

Al moment o de disefar lhindrdd cipmSmitmpad ot aderet e« afv

par 8metros gue &fxe stt @n uel npamec ®seadhanensi 6 na

ampl i amenatrea g aarra a ali ltaammadnoe f o0 de 0c)awiytaa diefn n( ci
m8s frecuenttembol astdablleeceenci a entre | a presi
cavitaciyn dd Ppresi -n de vapor del v)lr2edwardladaoa |
predgdi n@mivc)an(l a gBcgaoif 8ahahr2an .et al ., 2012)
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5 — (1.2)

ElI n¥amer o dequevipuedda -dheomdircpengbsvagaadmetd a3
del c aevs tYatdiolr ,para determinar | a Giahddadndmayl a
probabilidad de que | a cavitaci-n ocurra o ur
-ptimas de cavitaadi -p snei eanltaarsz agnu ec upaanrdao v al o
bur baug @aisl an en | ugar de col apsar, |l o qu,.e redu
2023)Bagal y Gogate (2014) 6ae@wrcar id wa leln draanc
gue a menoroepueckducre s do & be sbfuardbousjeas gr andes

|l as pequefYfas en lugar del colapso de | as mism

En sus inicilas,efdaeiemei aadlwe Fal aavohada: - noe:
tratamient o. eS¢ omaqueantb acragnob,i asre | a vel ocidad de ¢

el mi smo tiempo de tratamiento, se obtenzan r
gue |l a eficiencia & h#&menovipdeaipascad@gddeée¢ d
(Ranade etWaalg. ,2t@2D42)E] mi s mo , para un sistema

cociente entre el) gaedalvovalmem®t(NV)cei tQul ant e
por el tiempo (t) de., opeéfia8ri (Bcg&arvothabkhan e

0 -0 (1. 3)

Engener al , un aumento en el nYamer o de pasos
embargo, por arri ba de -sckeagt¥enr nelil nreasdaos oreYineecrt 00 sd es
menos significativos. Adems§s, aumentar el n Y
tratamiento y/ o el caudal , |l o gue conduce a U
conveopénmezar el nYmero de pasos en ury deter

Ranadg022)
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1. Jidpos de dcaposati voshder odi n8mi ca

Existen distintos tipos de dispositivos de
constrhEmtti ®AMi.N0S genereaslteSst i scatslad@amdoassu fnacmb n
indi ca, | os npprairmeerso sm-emo8ldeisgs@meci | | os ,deohabric
me ntoendede s glaealt emateelr itaillesecpponatont oenen un rotor

con hendi dur as (Fs aghurred Estusdsow p ¢ afio clieas ceas?2td8at idceo sp r

es mayor qtuceried®l Qqeerbobmplica un mayor costo er
| os r ottiaetnoerni oost r as compl ej i dadesc gams®q cci candsaesc uae nl
de |l a rotaci - -nsededemertao rmayidrz naduwmecnot,o0 de | a t e
|l a eficiencia del proceso y podr?2a, i ncl uso,

trata de dispositivos m8s complepoguyg ®menomeer

utilizados (@Garmmegmtreredatail @&l . et2@&@16, 2023
Dentro de | os c aviisttathogelsesioeess i 8t ptasaseoerifici
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Cap?t:iulMet2zodol og? a

El principal objetivo de este trabajo fue analizar estrategias de intensificacion de la etapa de
sacarificacion enzimética de residuos lignoceluldsicos, con el fin de maximizar la produccién de
azucares fermentables. Este capitulo contiene la descripeitos dnateriales 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 lignocelulésicos. En primer lugar, los sustratos fueron
tratados mecanicamente para obtener una granulometria uniforme. Luego, pasaretapa de
hidrélisis acida oxidativa que tiene por objetivo reducir el contenido de lignina en el sélido sin
descomponer en gran medida el contenido de celulosa. Posteriormente, se incluyé una etapa de
lavado del sélido para eliminar losaaivos empleados en la hidrolisis aeaadativa. Es en esta
etapa en la que se incorporaron estrategias de intensificacion. Finalmente, el sélido resultante se
sacarific6 mediante una hidrdlisis enzimética. A continuacion, se detallaran cuales fgeron lo
sustratos estudiados y se describiran los detalles de cada una de las etapas esquematizadas en la

Figura 2.1

%AcondiciongmHEOtoli-s S, | Hidr-lis'is

%%( y molielndha oxidatilva Lavado enzim§tpétaefmi'

)\ de gluc

Fi gwrnabi agrama de flujo del proceso de obten
l ignocelul -sicos.

2.1 Sustratos empl eados

2.1.1 Sustratos model o wutilizados como

Con el fin de analizar el efecto de las distintas estrategias sobre un sustrato compuesto
Gnicamente por celulosa, se empleé papel de filtmoktellgrado 3W de 80g/ficomo sustrato
modelo. Todos los ensayos realizados sobre los distintos sustratos lignoceluldsicos fueron

contrastados con los resultados obtenidos con este papel de filtro. También 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 soludgea. En IRigura 2.2se

pueden observar las estructuras de estos dos sustratos modelo.

a)

b)
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Dado que el objetivo del trabajo es la valorizacion de residuos lignocelulésicos, como sustratos

lignoceluldsicos se han empleado residuos de madera de distintas especies, Hroedjtpt(s

sp), Tipa (Tipuana tipy y Pino Pinus sp), y hojas secas de Platarfdtanus acerifoliy La
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madera de Eucalipto se obtuvo de cajones de frutas, la de Pino de residuos de mobiliario, y la de

Tipa y las hojas de Platano de residuos de poda.

2.2 Caracterizaci -n de | os sustrat

2.2.1 Determinaci-n de humedad

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

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

2.2.2 Morfolog?2?a y Composici - -n

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

Por otra parte, también fueron observados mediante microscopia 6ptica de tincién con el objetivo
de ver no so6lo su morfologia, sino también la presencia de lignina. Se empled el método de
preparacion de muestras indicado en el AATC (manual americano ailentirextil) 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 lignineacciona con el floroglucinol en medio
acido formando un compuesto coloreado caracteristico de color rosado o purpura; se conoce como
reaccion de WiesnebDgvidson et al. 1995;in & Dence, 1992 TapiaTorres et al., 2014). La
microscopia se llevo a cabo en un microscopio Olympus CX31 (GEMABA) con una camara
acoplada AmScope, permitiendo el registro de imagenes.

Dado que se busca analizar la eficiencia de los pretratamientos, se estimé 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). Lgposinion de los mismos se estimo a partir

de un analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (Kostryukov et al.,

30



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 (INQUIMAEBA, CONICET) en

un espectrofotémetro FTIR Vertex 70 en el rango de 4000 a 65@ ecma resolucion de 4¢in

2.2.3 Cristalinidad

La cristalinidadde 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 (INQUIMAEI UBA, CONICET) en un difractdmetro Panalytical Empyrean, usando Cu
K U 11.54y un detector PIXc®. El indice de cristalinidad (%) fue estimado mediante la ecuacion

(2.1) segun lo propuesto en literatura (Segal et al., M®anquiMendoza et al., 2023).
Y O SN ©)
onQuowastQﬁsa—Q—pnn (2.

donde O e O son la intensidad de los picos de las regiones cristalina y amorfa,
respectivamentéO corresponde al maximo de intensidad correspondiente a 22,5°, mientras que
‘O 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 cristalinidadstfateis 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 d
Todos los sustratos debieron pasar por una etapa inicial de reduccién de tamafio. Segun el tipo

de sustrato, metodologia de recoleccién y estado inicial, se plantearon diferentes operaciones de

acondicionamiento. El caso mas sencillo fue el del papeltds fijue fue cortado en cuadrados

de 5 x5 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 debid ser primero triturada con

una chipeadora={gura 2.3d) y luego en un molino de héliceigura 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 listén 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 poronyirautenta 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 grgundeguedaron por fuera de
esos rangolieron nuevamente molidgdamizadas.

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

geB&qui pos de reducci-n de tamafYfo. (a) Chip
|l ice (Potencia: 850W;, veloci-8@a@meg2BPOrpm; d

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

la proliferacion de microorganismos.

2.4 Delignificaci-n

La lignina es un polimero fenodlico que recubre y une las fibras de celulosa y hemicelulosa de
los sustratos lignoceluldsicos. Dado que la misma no es sensible a la actividad de las celulasas que
seran empleadas en la hidrélisis enzimatica para obtenarsgludebe ser removida. Ademas,

como se discutio 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 hidrdlisis &cigidativa con una mezcla equivoluniésr de HO> 100 volimenes
y acido acético glacial (HPAC), dado los buenos resultados que presenta esta técnica tanto en el
porcentaje de lignina removida, como en el rendimiento de sélidos. Asimismo, como se lleva a
cabo en condiciones moderadas, permitgemer un producto final con una muy baja
concentracion de sustancias inhibidoras de celulasas, las que podrian perjudicar la etapa siguiente
de hidrdlisis enzimaticaota et al., 2019Wi et al., 2015; Ying et al., 2023). Bajo determinadas
condiciones de temperatura, y favorecida por la agitacion orbital, esta reaccién permite
depolimerizar parcialmente y solubilizar la lignina, dando como resultado un sélido mayormente
delignificado, enquecido en celulosa y hemicelulosa. Las condiciones para llevacaesta
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 sélido/liquido de 60g/L, en ufidtermostatizado a 90°C y con agitacion orbital
a 100 rpm, durante 1 Figura 2.4).

Selec
Tesaanbie
Velooamnn
Tiempo?

FigkdaaBaffo termostatizado con agitaci - -n-orbiteée
oxi dati vas.
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2.5 Proceso de |l avado de |l os resid

Las muestras delignificadas deben ser sometidas a una etapa de lavado a fin de eliminar el
remanente de acido acético y peroxido de hidrogeno que queda en ellas. Esto es necesario dado
gue concentraciones apreciables d®tpueden inhibir la actividad de las celulasas que actuan
luego en la hidrolisis enzimatica. Asimismo, tampocodeseables altas concentraciones de acido
aceético debido a que las celulasas trabajan en un rango de pH-804,75

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 hidrélisis enzimatica. Estos nsédetinm 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 hidrolisis enzimdta posterior, promoviendo la disgregacién y separacion 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 procedimientosvpara Il
a cabo el lavado de los solidos delignificados, que se detallan en las secciones siguientes.

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

la solucién aceticd.0O; utilizada durante la hidrélisis acixidativa.

2.5.1 Lavado por inmersi-n

Es el procedimiento de lavado mas sencillo de todos los estudiados y es el mas aproximado al
meétodo convencional que se utiliza tipicamente en procesos industriales, dado que el uso de agua
en cantidades importantes esta restringido por su costo. A fio derder masa en el proceso, el
sélido 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 @iacion y promover la turbulencia alrededor del contenedor del

sélido (Figura 2.5). La temperatura se mantiene a 35 * 5°C.
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Fig@25.Bsquema del sistema empleado para el |l av.

2.5.2 Lavado con recirculaci-n de agua

En este caso el sélido se mantiene contenido en una expansion cénica, soportado sobre una tela
filtrante que lo retiene, evitando asi su circulacion a través del sidtagoaa(2.6). Se coloca el
sélido 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 hrigura 2.7 representa
esquematicamente sétupde este procedimiento de lavado. La temperatura se mantiene a 35 +
5°C.

Fig26.£ono empl eado para soportar el s-lido. (
tela filtrante.
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Figev.&Esquema del setup empleado para el pr oce
agua sin circulaci-n de s-Ilido.
2.5.3 Lavado con recirculaci-n intensitf

El uso de la cavitacion hidrodinAmica como métodmtmsificacion de procesos de oxidacion
avanzada ha sido sugerido en los ultimos afios y se emplea cada vez con mayor frecuencia. La
cavitacién ocasiona ondas de choque expansivas que tienen efectos mecanicos de disgregacion
sobre los sélidos con los quetéractian. Ademas, promueve la generacién 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 hidrodinamica durante la

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

2.5.3.1 Sinsclirgal aci -n del
En este caso, el sistema es similar al de la seccién 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 dige@sentado 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 nUmero de cavitacion (Cv).
LaFigura 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 friccibnbemlaa centrifuga, se

genera un aumento indeseado de temperatura que afecta directamente la pérdida de carga y, por lo

tanto, al @. Por esta razén, es fundamental controlar la temperatura del sistema.
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Durante el lavado, se termostatizo el sistema colocando una serpentina de acero inoxidable en
el tanque reservorio a través de la cual se hizo circular agua de red, permitiendo mantener la
temperatura alrededor de los 35 = 5°C Hgura 2.9 presenta un esquema deltupempleado
para este método de lavado. Se realizaron ensayos manteniendo la circulacion de agua por distintos

periodos de tiempo, lo que equivale a diferentes niumeros de pasos a través del dispositivo de

Nm /
X TV, | e

]ﬂmiij _ 18mm 67mm L 0mm

cavitacion.

(b)
Fi gwBaEsquema y foto del di spositivo de <cavi
siguiendo | a propuesta de Saharan et al . (20
circulando a trav®s del Ventur.i
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Fi gw@kBaEsquema del setup empleado para el proc
intensificado por cavitaci- -n hidrodin8mica, s
2.5.3.2 Con circulaci-+-n del s-1lido

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 suspensidn con una carga de
soélidos de 1g/L se impulsa desde un reservorio de 5 ketipde este método de lavado se
encuentra esquematizado effrigura 2.10.

Para asegurar el adecuado funcionamiento de la bomba y evitar también posibles taponamientos
del tubo Venturi, se emplean solidos 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 variadfsedeencia acoplado a la bomba. Dado
gue para |l a frecuencia nominal no se alcanza
sistema para lograrlo. En este caso, a diferencia del anterior donde la friccion en la bomba
centrifuga es considerabley 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 quepermite 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 situ.
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2.5.4 Lavado con recirculaci-n intensitf

expansi - -n (CE)

En este tipo de lavado se hace circular el sélido a través de un mezclador estatico de centraccion
expansion (CE), el cual fue disefiado en el marco de esta tesis. Se construyé un dispositivo en
acrilico de 40 cm de largo, con un arreglo de 7 contraccexmansiones. El didmetro de
contraccion es de2cm, y el diametro expandido es d& dm; la longitud de contraccién dg. 1
cm, y la longitud expandida debdcm. Una descripcion mas detallada del mismo y de los criterios
adoptados para su disefio se dar&l Capitulo 5. El esquema detupse presenta en Eigura
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 sdlido/liquido de 1 g/L. Este método de lavado se aplicé sobre el
papel de filtro y sobre la madera de Eucalipto con una distribdeié@manos 590 y 13%6n. El
sistema cuenta con una bomba centrifuga de impulsor abierto que permite la circulacion de sélidos.
El caudal de circulacion se ajustd mediante un variador de frecuencia acoplado a la bomba, de
forma t al de t dimde gue sea coRpammidledcONdo8 ensaMos intensificados con
cavitacion hidrodinamica, se decidid 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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A fin de poder cuantificar el efecto gpedieratener 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 missgiupen el cual se reemplazé el dispositivo de CE por un

tramo recto de igual diametro, pero sin contracciofiggifa 2.12)

RESERVQI

BOMBA
CENTREFU

Fi gt aEsquema del setup empleado para el proc
trav®s de un caffo sin contracciones.

2.6 Sacarificaci -n enzim8tica

Luego del pretratamiento mecéanico y quimico, y de la etapa de lavado, se realizé una hidrdlisis
enzimatica (sacarificacion) de las muestras sélidas. 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 6ptimas informadas por el proveedor
de cada enzima comercial.

Los ensayos de sacarificacion se realizaron mayormente en batch, aunque también se evalu6
realizarlos con recirculacién empleando los distintos métodos de intensificacion propuestos, para
evaluar su efecto al aplicarlos durante la hidrdlisis enziméatica.

La evolucién de la sacarificacion se siguio mediante la determinacién 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 efectbargtenido las etapas
previas, ademas de las condiciones en las que es conveniente llevar a cabo la sacarificacion

propiamente dicha.

2.6.1 Celulasas empl eadas

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

En primer lugar, se empled el coctel Surenzyma®1AC provisto por la empresa nacional
Surfactan [ttps://www.surfactan.com.ar/es/homsganish/textil/lavaderos/enzimas/surenzima
ac1000, comercializado como celulasa acida 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 empresauealdmera donacion en 2019
gue se empled en los primeros ensayosesta tesis, obteniéndose buenos resultados. En
consecuencia, se solicité 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 parpoder continuar con el plan de trabajo previsto.

Dado que en Argentina no se comercializa un coctel con funcion especifica de sacarificacion de
celulosa, salecidid buscar en el extranjero. Afortunadamente, se obtuvo una donacién de la
empresa Novozymes (de su sede en Brasil) del coéctel comercial Cellic CTec3® HS
(https://www.novozymes.com/en/products/ethanol/ceflec3hs), tratdndose de celulasas de
Trichoderma reeseilna vez que se probd dicho coctel, al obtenerse aiin 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 procedid 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 unidpdpel de
flitro (Filter Paper UnitsFPU- 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 azucares

reductores a partir de 50 mg de papel de filtro en ErnlaTabla 2.1se presentan los resultados

obtenidos.

Tab2laConcentraci -n de prote2na y actividad de
empl eadas.

Enzima comercial Concentracion de proteina (mg/mL) Actividad (FPU/mL)

Surenzyma® AG100 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 Erlenmayados con film en un bafio
termostatizado a la temperatura éptima de trabajo de la enzima (al igual que como se realizaron
las hidrdlisis acidaxidativas durante la delignificacion). Este bafio cuenta con agitacion orbital.

La mayoria de los ensayos fueragitados 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 laxiooedi 6ptimas para la hidrolisis
enzimatica. Los resultados de estos andlisis y mayores detalles se presentan en el Capitulo 3. En
funcioén de los resultados obtenidos en los ensayos de optimizacién, se definieron los parametros
para las sucesivas sacardtiones 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 promoci - n
Con el fin de evaluar si la promocion del mezclado del solido 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 igreindel soélido por
recirculacion sin y con promotores de turbulencia. En particular, se estudiaron los mismos sistemas
presentados en la seccién 2.5 para la intensificacién de la etapa de lavado con circulacion de
solidos. Estos métodos fueron examinadwao posibles intensificadores de la etapa de hidrolisis
enzimatica.
En todos los casos se mantuvieron las condiciones 6ptimas de trabajo para la enzima, para lo
cual fue necesario ajustar el pH inicial y mantener la temperatura alrededor d&8/€5@ara
regular la temperatura, se empleé un serpentin sumergido eemtbiré por el cual circula agua
caliente proveniente de un termostatizadfagijra 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 acidacético 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 delavalua
generacion de glucosa y los correspondientes rendimientos.

De esta maner a, se estudiaron |l as sacari ficac

T Circul acid-@nn ametzrcdva®sor es¥&piansidea contracc

T Circulaci-n a trav®s de un cavitador tipo
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Como fuera mencionado en la seccion 2.6, la eficiencia de la sacarificacion se determiné a partir
de la generacion de glucosa, dado que es el principal sustrato base de carbono en muchos procesos
biotecnoldgicos. El objetivo fue analizar el rendimientdadesacarificaciones de los distintos
sustratos sometidos a los distintos tratamientos, durante las hidrolisis enzimaticas. Para ello, se
fueron tomando muestras del fluido del proceso a distintos tiempos para realizar la determinacion
de la concentraciéde glucosa y calcular la velocidad inicial de sacarificacion y los rendimientos
de glucosa obtenidos. La determinacién de la concentracién de glucosa se realiz6 empleando el
test de glicemia de Wiener Lab@t{ps://www.wienetflab.com.ar/eg\R/search/glicemip Se
trata de un kit enzimético que viene provisto de un reactivo A, que contiene glucosa oxidasa
(GOD>= 10 kUI/L), peroxidasa (POD>= 1 kU/L);atninofenazona (AF= 0.5 mM), buffer
fosfato (100 mM, pH= 7,0) y-Aidroxibenzoato (12 mM).

Para realizar el test, se toma 1pL 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
bafo termostatizado a 37°C. Las ecuaciones (2.2) y (2.8segian las reacciones que suceden

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

lab.com/VademecumDocumentos/Vademecum%20espanol/glicemia_enzimatica_aa_liquida_sp.

pd).

VA6 WED OO0 1 <O SO EO0D (2.2)

¢O0 1T 80T MQI £ ®QROQHAE OWE £ ¢ Q& VED (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, exigenerado 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 medicién de la absorbancia. De esta manera, luego de la incubacion, se mide la
absorbana de las muestras a 505 nm en un espectrofotbmetféiglea 2.14 esquematiza el
procedimiento de determinacion depsa.

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 concentracion de glucosa.

Medi cia-brs odd anci

O

FigRt4Esquema del procedi miento para deter mine

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

contenido de bED. remanente de la etapa de pretratamiento. Es por ello que es necesario siempre
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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. Cakeanaqgue, a los fines practicos, 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 sélido a sacarificar.

Donde6 fpy0 pson | as

concentraci

ones

de

e

(2.

en g/L, yo j es la concentracion inicial del sélido seco, también en-gi:

A su vez, es posible determinar la velocidad inicial de reaccion a partir de la curva de glucosa

p

4)

gl ucosa

a

generada en funcién del tiempo. Para ello se calcula la pendiente de la recta tangente a la curva

durante las primeras horas de reaccién, obteniéndose ladaelooomo 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. lHgue 2.15 se esquematiza el

método de determinacion de la veladdnicial de reaccion.
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3.3 Optimizdaictmrde qgqueogpuedan te

sacarificaci-n enzim8ti ca.

3.3.1 Evalwuaci-n de | a posibilidad de e
Los resultadofipguedejBad@ddors ewnmi deanci a | a posib
buffer durante | a sacarificaci-n de papel de
observaron cambios significativos en el pH du
inicpadi klse trabajar en |l a condici-n - ptima si
el sustrato es celulosa pura. Se puede observ
siendo incluso |l evemente mayor rpeanrda nmele nd as o e:
tambi ®n1 fue mayor para el ensayo sin agregado

sacarificaci-n, y de 69 a 77% luego de 28 h.

1 0%
o
8% °
o
g 1 s ° o
£ 6 M 02
3 . eCON BUF
C 4% oSI N BUF
o
[ J
2% o
O..
[ J
8
0%
0 5 10 15 20 25 30
tiefpo
Figar&acarificaci-n de papel de filtro asisti
regul aci -n de pH. Condiciones experimental es:

3.3.2 Efecto de | a ag#Httagwiidm y del 8r ea

En base a estudios previos que sugieren que
gals2 qui do tienen un efecto negativo sobre | a

2021b), se decidi - hacer epsrtuaesb avsa rpiaarbal easn.al i z a
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En Fliagursae 3pBesentan | os resultados de | a hid
di stintas dosis de surfactante no i ni co ( D
concentraci-n de surfactante es mayoirt @airanagq
Adem8s, | a agitaci-n orbital mej ora el rendi m
menor | uego de 28 h de reacci - n.
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FigB8Bfecto de | a agitac n sobre | a sacari fi
(b) Rendi miento |uego de 6 h, (c) Rendimiento
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LaFi guramué8s®ra el efecto-ldglui 8pea EI nt8earefaa ciit

modi ficada realizando | os experimentos en Er|l
de | 2quido de 50ml. As?, Sse gengearsarmal &m eys
respectivament e. Los resultados obtenidos no
del 8r ea Hrftqeurifdaoc ieanl lggassacari ficaci-n, en cor
(Lou et al, 2018) .
; (a BMAYOR CREA | NT(ERBA (
c
@M” OMENOR CREA | NTERBA (
Oy
)
©
- C
[&]
OI'I
B
>H
04wlv. DOWFAX SIN SURFACTANTE
1 09
° (b mMAYOR CREA | NT(ERBA (
c 8® @MENOR CREA | NTERBA (
g
€ 6w
-
S 4m
(]
@
20
0%
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Vel ocidad inicial, (b) Rendi miento |uego de 6
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3.3.3 Efecto de |l a relaci-n s-lido/l?2qu

LeFigurpr@&stbta | os resultados correspondient
|l a sacarificaci-n de papel de filtro para dis
l a velocidad inicial aumenta coxnsliideo/alb3d guned
rendi miento al cabo de 6 h es inversamente pr ¢
28 h es simil ar eesn ot gpducesd el odse bcearssees a que en | ¢
de s-lidos ocurra una posible inhibici-n de |
Teniendo en cuenta estos resultados, se decid
el resto de | as experiencias. Esta carga de ¢
sacarificaci-n en recirdaulcaoni an,t al prowpalr cs e nv
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3.4 Efecto del agregado de surfact
| i gnocel ul - sicos

LaBi gur as3 .3m3lelst ran el efecto del agregado d
sacarificaci-n de |l os RLC (residuosoxi djamtoiced u
(HPAC) para su delignificaci-n. En estieptaso,
para realizar | os ensayos. El porcentaje de |
por HPAC fue determinado previamente en un trz:
nor ma TAPPI , y heosj adseldel 4924 Ptaamo lyasresul t - desp
aclarar que, independientemente de que haya r

del rendi miento de glucosa se asumi -R que | a m

Para | os RLC sin pretratamiento, se oOobtuvier
sacarificaci-n, que apenas se Vvieron incremen
pl 8tano delignificadas di er ome rponadd nd feend tossd a sn

con i mpacto | evemente negativo) por el agrega

El aserr2nEdealmppteesrdppgado di o resultados co
filtro, alcanzando rendi mientos de alrededor

surfactantes no se tradujo en una mejora en |

preseemtefecto | evemente negativo.

Para este sustrato tambi®n se teste: Tween
presentados en | iteratura cuando se | o wutild@i
l ignocelul -sica pretratada (Lv2eerilal. Si2022n
|l as primeras horas de reacci - -n el efecto fue
12% en el rendi miento de glucosa, al canzando
obtenidos sobre | a madenm al alehiEak aldiapit v a pcied a i
indican que el m®t odo de pretratamiento pued
surfactantes. En consecuenci a, es i mportant e
pretratamientotanwtek ovosmodaedsturirfvases de intensif
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La contribuci-n beneficiosa del uso de surf a.
de filtro podr2a asociarse con una mejor di s
forman | a estructura del papel, mej orando as
degradaci +-n enzim8tica. El aumento significa:
observado al agregar surfactanse§aha probabbke
una fuerte influencia de | a estructura del su
estructura contiene grupos carbox2licos que p
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sobre el sustrato como con | a interacci-n con
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ocia y se carga, | o que tambi ®n podr2a 1inh

el caso de |l os RLC, | a adici-n de surfact:
rendi miento de glucosa alcanzado y |l a vel o
da como en | a deligniteocadas tos sesukrbaos
|l icado principal mente por dos efectos dado
enzima y | a separaci-n de |l as fibras de ¢
ervada papraetlroast aRili & ngion puede explicarse p«
ido vegetal, ya que |l a lignina cubre y pro
: 2021) , evitando el acceso de | mpentzamae
to inhibidor sobre | a mayor2za de | as celu
I Cap2tulo 1, Xu et al. (2015) informaron
nzando concentraci ang@orde am&s 10® [0 dg de
gib-1 @e Tween 80: agua en peso. Sin embarc
rberse sobre | &olrid@amsimanuliirl?ear asdua ,a cd @ vti oddaad:
) . En consecuencia, si se encuentra sufic
pendientemente de | a cantidad de tensi oac

uemal anomihsa si do removi da del medi o.

bien | os RLC delignificados reaccionaron |
ra haberse visto afectada por | &l caamtniuckad
ripfreltirat adasEuchll ygeraegdrr?snp addco con HPAC cont
preciable de |lignina y produjo altos rendi
abierta y accesible alcanzada con el pr et

ontr adaj apsa ndad lilicags d ahso, versus el papel fildt

i buirse, por | o tant o, a |la oclusi-n de | a
|l a estructura del tejido, y/ o al glfeéct o |
factante implicar2a tanto | a mejora de | a
cci-n, como | a separaci-n y ed@poGosxtianNagu¢d
al ., 2022, Li et al., 2016)
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En resumen, de acuerdo a | os resultados obten

|l a sacarificaci-n de | os RLC pretratados con |
residual , en el Plcatsan udse ayaesa i huoojlaa s sdter uct ur a |
accesible a | a enzima | uegdboucdadly ppriest reaptnasmicairetn
el uso de un surfactante para mejorar | as con
para cada RLC ewalpaandocul a relaci-n costo/ benc

y que no siempre conducen a una mejora signifi
l a masa que se requiere agregar esassaidei Busar.i
y queda en soluci - n, por | o cual tambi ®n debe

la cual se wutilizar8 | a glucosa gener ada.
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Cap?tiullontdensi ficaci -n de | @

cavitaci-n hidrodin8mica du
En este cap2tulo se presentan | os resultado
posibilidad de intensificar |l a producci -n de
aplicaci-n de cavitaci-n hidrodriinf8ntiacra sEonb reel
residuos |ignocelul  -sicos (RLC), el s-lido e:
sometidos para eliminar convenientemente | a |

di stintas especies ev@getselndsa, uaarma Erairmert elru garc,

fin de tener m8s herramientas para interpreta
Luego, se detallan |l os resultados de | a hidr -
de slam@ari ficaci-n de papel de filtro, wutilizad
Como se detall - en el Cap?tulo 2, |l uego de |
sometidos a | os diferentes procedi mientos de
m®t odo de intensificaci - n ustiiolniaz aedfoe cdtuorsa nptoes ilt
rendi miento y | a velocidad inicial en | a etap
bien el mi smo no requiere de una etapa de | av
someti do a leodsi mmienmmoms ,praocfin de analizar | os

independi entemente de que no habrza restos de
l os RLC luego del pretratamiento por HPAC.

En el caso de | os procedi mientos de | avado gLl
de filtro se hicieron | avados con aguaOdestil
en distintas concentraciones. Esto se debe a
hidroding&§mica se ve i ntOensEnfiedada spordeell oasg rRe
HPAC, siempre h&gupaesenel al dea#lo pues dicho

hidr - | rosxiisd aGcivlaaa quedando siempre un remanent
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4.1 Caracterizaci-n de | os sustrat
4.1.1 Morfolog?2a y Composici-n de | os F
Al proceder de distintas especies vegetales
di ferentes estructuras a nivel mi crosc:-pico.
clasificaci-n e influyen si gsniffliuciadto svadmeemttreo sc
l ignocel ki gsireaduémati za | a estructura de | os
di stint asEwcsglexcytelbtap &Ed npae rttiepnuecen a | a famil i a
(angi ospermasoldogoit al meénnheakl amadas frondosas
mi entr aPs nupe sghplenece a | as con2feras (tipo de
di ferencias es | a estructura anat-mica de | a
especies |l atifoliadas presentan una esgeuctur
di ferencian de | as con2feras por poseer vasos
cuyas paredes finales (respmensuanbol eys odterlo cvoanstoa)
me mbr anas. Estas c¢c®l ulas se ubican superpuest
tubi forme continua de | argo indeterminado cuy
tejido vegetal f(fFamgiod.dl byil edma @&é¢ Icadasn con?2f
de su volumen por traqueidas axial es, gue son
menos puntiagudos. La funci-n principal de | ¢
paresd presentan puntuaciones areoladas a trav®
otra (Fig. 4.1 a). Por |l o general, |l os vasos
traquei das. Como consecuenci anadael ai estufact u
|l ati foliadas es m8s eficiente que el de | as ¢
flujo de agua.
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(b)
Fi guirlaesquema de | os Si st emas de <circulaci - -n
conductores (latifoliadas). Reformul ado a par
ElI xilema es un tejido heterog®neo compuesto
Es por eso que el aspecto de |l a madera var?z2a
anat - mi cos, se establecen doslesicgouitent ecsorpleec
(perpendicul ar al eje del tronco), corte radi
l os anillos de creci mi ernitgourpa pder2pendi cul ar a

Figd2.@btenci -n de un cubo a partir de | os tre:
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L&igurmuedst3ra c¢c- mo se observan |l as estructur
de | atifoliadas (Fi g. 4.3 b) cuando se obti

y

cortes anat- micos. Cabe destacar |l guayr aamanél
anat - mi co, |l os cortes que fueron inspeccionad
resultado de | a trituraci-n y molienda a | os
anat - micos de fmaomantcoonde odélmasear varl | as estruc

encontramos con cortes de distinto tipo en di

Vas-e

Radi L ! TraqueHaz
Ieﬁ'sg'ﬁ : C®l &+
7 Y radi
(a) (b)
FigdB8Aspecto microsc-pico de | a madera. (a) C¢
LaFi gurprelselnta | as i m8genes de microscop?a
pretratamiento). Estas im8genes resultan Yt il

servir8n para contrastar con aquelilndsolptreorcieds
de pretratamiento. En todos |l os casos, se o0bs
fibras separadas y <cuyas superficies son ma)
anat - micos sino mauesdelasprécagarde etsuilt amado

claramente distinguible alguna parte estructu
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Figd4d am8genes de | a microscop? a ERSEMI d/o;tluss )sxpu
(dni puana (&hipnuu(sf )sMagni ficaci-n: a la izquierda
y aelreecha x2000 (escala indicada de 4 Om).

En RFiagur gyb.s6k. pueden observar | as i m8genes de
|l os sustratos crudos (sin pretratamiento). Pa
color p%rpura, que indica | a presenatipagdell dgr
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(Fig. 4.5) que se ve completamente incoloro.
fibras bien sepaEuwdalsy p thilisp udapnya s kilgnouep red pent an
estructuras m8s compactas, sin poder distingu

Figu4bd m8genes de | a microscop?2a -ptica de Papg
x10 (escala 187:1) y a |l a derecha x40 (escal a
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Figd8.a mS8genes de | a micr oskucpalay.p;tplifsipdsepnde tli pu
(P nusMasgmm.i.f i caci -n: a |l a izquierda x10 (escal

En primera instancia se midi- €&ucebypenmdo d
hoj a’Bl adteanus madeanftfel e m®todo qu2?mico T222 d
Association of the Pul p Eauncda |Pyapptearsa e snpdnu s2t4r% )d.e |
mi entras gquwd altasnnulsd pereddohi 44% (Kildegaard e
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m®t odo es Yt i | para estimar el contenido de |

de masa. Como el objetivo de este trabajo es

de pretratamiento, es nedadasgariinca dleet esrunsitnraart oesl
tratamientos. Y, dado que |l uego de | os proces:
l imitada y se necesita para someterla a | a e
t ®cni cas i nnsot rluameerstpaelcas ocscc op2a i nfrarroja por
esti mar aproxi madamente el contenido de | ign
determinadas bandas del espectro I R con el C (
tnen en cuenta |l as vibraciones de |l os anill o:
cercanoda, 5gli2e cmp est 8&8n pr esetndtess etn dla. ce2 2 b
2015; Wittner et al ., 2023)do de esktulmasa: - pr g
error, dado que | as bandas cuyas sefales se r
|l a hemicelulosa (son | ongitudes de onda asoci
grupos funci oonse st rperse sceonmpeosneennt els) . Es por este
a todos | os sustratos delignificados como si

rendi mientos de glucosa de | as sacar iaflicaaxcieo n ¢
un rendi mi entToa bd eap rdel D 4. a Leal cont eniarouddoes ,| i ¢
estimados en algunos casos a partir de | a norrt
teniendo en cuenta |l a relaci-n con | a estimac

0S espectros se pr eseamteanrt®&n cnods | aade [daen tleo sc osm

resaltando | a zona considerada para | a esti ma
Tab4laContenido de |lignina de |l os RLC crudos,
espectroscop?a FTIR.

Sustrato Contenido de lignina (%)

Eucalyptus sp. 24

Tipuana tipu™ 29

Pinus sp™* 34

Platanus acerifolid 44

determinadad32g@r nor ma TAPI
** determinada a partir deEUCTdIRy ptons i dp
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4. 1.2 Cristalinidad

A partir de | os resultados de difracci-n de

espectros sé€&Eipguesaesdet &neteer niian- el 2 ndice de cr
se describi:- en el Cap?2Tabloaaé4d akbkbg%uestasecasaan
verse que el papel de filtro presenta el may o
se trata principal mente de fibras de celul osa
presens$ ade pmewor intensidad en | a zona <crista
un menor porcentaje de celulosa en su composi

I nt erfuai dad

—EUCALIPTO

—PAPEL DE FILTRO

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Cngglroa)dos

FigdrBspectros obtenidos por DRX de | os sustr

punteadas i ndigc2anhc éerltaSmguallo pdieco cri stalino a
intensidad de | a=k®émtasa arlbi dathd remialnoap dlea sient
relacionada con | a celulosa amorf a, ambas seg
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Tabd42a ndi ce de cristalinidad de | os sustratos

Sustrato indice de cristalinidad (%)
Papel de filtro 82,4
Eucalyptus sp. 53,2
Tipuana tipu 30,8
Pinus sp. 38,3
4. 1.3 Determinaci - -n de humedad

Larabl gpresxxnta | a humedad promedio de 5 medi
sustratos s:-lidos estudiados. Todas estas mec
|l uego de ser molidos y sin ning%ndei pb8§danpr ¢
ebieron ser humectadas para | ograr una mol i e

d

su contenido de humedad no resulta comparable
e l a cual l a muestea@audnei alaeanacepuntda de ema rctoin
e

n
Xperimentos.

Tab43aCont eni do de humedad de | os sustratos s- |
Sustrato Humedad (%)
Papel de filtro 4.8
Eucalyptus sp. 8,6
Tipuanatipu 11,4
Pinus sp. 9,1
Platanus acerifolia 76,1
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4 . 2 Sacari ficaci - n de | os sustrat

| avado intensificado por cavitaci
s-lido

4. 2.1 Efecto de |l a insacairfiifcaaicinndaele
model o

La&diguravidde&nci a el efecto de |l os distintos p
sobre su sacarificaci-n. Se incluyen | os rest
l avar ni moj ar) como referenciae bBavathesetwvane
efecto positivo sobre | a posterior hidr-Ilisis
cavitaci-n hidrodin8mica (HC), | os efectos fu
en | as queO.seLaagirnefgl-uethci a se observ: tanto s
vel ocidades iniciales. Sin embargo, se obser\
solamente fueron inmersas en agua desds |laadm d!
H0.. En consecuencia, | os r es wlrteaddars niamdiec adre | u
humectaci -n del sustrato.
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y se increment - a 73% al sumergir el papel €
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enzi m8tica. La intensificaci-n del | avado po
rendi mientos (alrededor d@&lal 8@®uas dleo | avamdaoo
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| di sgregaci -n f2sica de materiales por esfuer
de radicales hidroxil o, y su velocidad de ge
concentr aXid olkems oceeB, el efecto de intensific
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aumentando su accesibilidad para | a enzi ma.

Con el fin de analizar el efecto de | a HC sol

examinadas por microscop?2a FEMuUr.lao@b. s9eerswd nt caa o
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FigubaMi croscop?2a de barrido electr-nico (SEM)
procedi mientos de |l avado. (a) Lavado por i nmer
cavitaci-n hidrodin8§mica (c) Laaaid-on emi dreadirrc!

con adi©i(-On 3d® .H Magni ficaci -n aproximada: x20
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4. 2.2 Efecto de | a intensificaci - -n del

| i gnocel ul -sicos

4.2.2.1 Hojas de pl8tano (Platanus acerifolia

Los resultados de la sacarificacion de hojas crudas y delignificadBta@aus acerifolia
sometidas a distintos procedimientos de lavado, se presentarFiguria 4.10. Las hojas sin
pretratamiento dieron una velocidad skearificacion muy baja, alcanzandose rendimientos de
glucosa de sdlo el 5% al cabo de 6 h, sin observarse aumentos durante las horas posteriores. Cabe
recordar que, como se detall6 en el iidp 2, los rendimientos se calculan en base a la masa seca
de sdlido, asumiendo que el sélido s6lo contiene celulosa.

Para las hojas que fueron sometidas a hidrolisis -@cidiativa 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 inmemsigeciy@ulacion sin cavitacion
hidrodindmica. Las muestras que luego de la hidrdlisis -@widkativa fueron lavadas en
recirculacion intensificada con cavitacion hidrodinamica alcanzaron un rendimiento del 22% luego
de 6 h. El incremento mas significatise 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, dedeloci

de sacarificacion disminuy6 notablemente para todas las muestras luego de las primeras 6 h,
alcanzandose un rendimiento de solo el 25% luego de 28 h para las muestras cavitadas, y de

alrededor del 20% para las sometidas a los otros procedimientosde. la
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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 reteagel solido, 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 delignificateras (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 decidio utilizar residuos de madera de tres especies distintas, cuya
disponibilidad es abundanta 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 hidrodindmica dieron lugar a resultados similares; las diferencias
entre ellos pueden ser consideradas dentro de la ircelééanétodo 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 sélido erghr 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 especi es
L&Eigurmuésita comparativamente |bBscalpplioads
Ti puanyPitnisugsu t ant o crudos como delignificados

di ferenci aPdatlamushagsegddotilrieas sustratos prese

y hasta despreciable de | i gndxiad atuievgao. dCGo moa ee
anterior, |l os rendimientos Beecamdicdid raaan et @6 ¢
contiene solamente celul osa, incluso para el

Los RLC de madera wutilizados fueron sometid
descritos anteriormente | u-egbndatei vilaa €eEtna peas t doe

empl earon muestras de aserr2n c8850né&mdi guei b
|l avadas por inmersi - -n, y por recirculaci--n in

intensificaci-n por HC si exXdpprreo ceeadretn:t ec are Um
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pretratamient o, a l guedar esta adsorbida u oc
alguno de | a concentraci-n de per - -xido de hid

sobre su posterior sacar itfeint8aciic-anme nstee deesctiad ic-o

el agua de | avado de | os RLZC.

LaTabl ar e4s.udme | os rendi mientos |l uego de 28 h
sustrato. Las TmupewsamePstniopgi dpondeg endi mi ent os
glucosa, |l l egando s-I1 o al 1% |l uego de 6 h, si
eEucal ypresespa una velocidad inicial tres ve
3% luego de 6 h que continu- aumentando hast

rendi mi Ental y@isusneg p.r emiucko ep a rodPtll aatsa nhuosj, aasc edrei

sigue siendo demasiado bajo para un uso 1indu
empl ear un pretratamiento qu2mico previo a | a
a | a mEastarlay gdams pseptratamiento a un procedi mi
cavitaci-n hidrodin8mica, encontr8ndose wuna i
sacarificaci - n. En consecuenci a, elnted eccuan doe
se intensifica el |l avado de | as muestras pret
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Tab44aRendi miento de glucosa |luego de 28 h y Ve

de madera, empleando diferentes procedi miento
Rendimiento de glucosa Velocidad inicial de
luego de 28 h formacion de glucosa (mg/fF
Procedimiento de lavado Inmersion HC Inmersion HC
Eucalyptus sp. 33% 61% 34 6,1
Tipuana tipu 21% 53% 29 7,5
Pinus sp. 15% 24% 3.2 4,3
‘consideranddoelgiugeniefli cRARLA® s-1 o contiene cel ul
La delignificaci-n con HPAC de | as muestras
rendi mientos y velocidades iniciales de reacc
de | a matriz |l ignocel ul - siccaar ipfaircaa ca u-me netnazri nhS8at
aquell os sustratos en | os que | a etapa de | 8

produj eron rendi mi ent os de glucosa y velocic

superiores a | os roehtreantiaddooss cl ocanv aldooss RBLoG p nmer s

El mayor rendimiento de glhbecoaslay atl a xmdmwt ared

rendi miento m8s de siete veces en comparaci - -n
cuyo |l avado fue intensificado por HC alcanzar
de | os valores obtesidesl avadbosrpdbcednal esnt
a¥un m8s noitpbaea paeawl canz- sl o un 1% de r e

muestra cruda Yy sunmbuestala 3% dedndwmni facada
cavitaci-n hidrodin8mica en el proceso. Con |
menos de |l a mitad, alrededor del 20 %. El ef ec
la hidnzl m8t sca. Riarsusmukemsgmiafsi cdeedas mostrar on
con una mejora casi mar gi nal al i ntensi ficar

cofmi nusSuepon compar abl ePd aa alnauss. daec elrasf oHadjaas de

Los mayores rendi mientos obtenidos con | os R

intensifica con HC pueden atribuirse a | a ruj
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compuestos inhibitorios que podr2an haber per
haberse formado dur a8nctiedal.a ENi dcro-llaipssios doex ildaast i
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Tabd45é ndi ce de cristalinidad de | os distintos

el procedi miento de | avado al que fueron some
indice de cristalinidad (%)
o Crudo (sin
Procedimiento de o . y
delignificar y sin Inmersién HC HC con H02
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 electronico (SEM).
LasFiguras 4.16a4.18 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 sustfa@E®que
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 muestalyptes
sp.y Tipuana tipuse puede ver que aquellas cuya etipkavado fue intensificada por cavitacion
presentan una superficie mas rugosa que las lavadas por inmersion. En particular, en el caso de
Tipuana tipuse observan fibras mas disgregadas y dispuestas en una estructura mas desordenada.
En contraposicion, para Binus spno se observan diferencias significativas entre las muestras
gue 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 muestRisuespdelignificadas 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
guedado, se observaron por microscopia optica las muestras de los RLC sin y con pretratamiento.
Estas muestras fueron inicialmente sometidas a tincion con urveeaspecifico que permite
visualizar la presencia de restos de ligninaFigaira 4.19 presenta microscopias representativas,

a partir de las cuales se evidencia que hubo una efectiva remocién de la lignina en los sustratos

tratados con HPAC. Notar partlaamente que en el caso de los crudos (sin pretratamiento) la
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tincion desarrolla un color borddolaceo que indica lignina, el cual desaparece completamente

en las muestras delignificadas por HPAC. Las fibras de las muestiascdlyptus spy de

Tipuana tiputratadas con HPAC, para ambos procedimientos de lavado, se observan disgregadas,
adelgazadas y desordenadas, sugiriendo una buena accesibilidad para la enzima. Las muestras de
Eucalyptus sptratado con HPAC presentan las fiboras mas abiertas, sugiriendo una mayor
disponibilidad de la celulosa para la reacciéaimatica y efectivamente son las muestras que
condujeron al mayor rendimiento de glucosa. Por el contrario, las muestras delignifidauias de

sSp. conservan una estructura de fibras mas densa y entrelazada. A su vez, en las muestras
delignificadas dePinus 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 hidrolisis acidaxidativa seguida del lavado en recirculacion intensifigaatdHC, lo

gue remarca la estabilidad de la estructura de esta especie. Este resultado no sélo indica que las
muestras dePinus 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, dago que h
aire ocluido en los mismos. Esta puede ser una razén por la cual las muefiassdsp.
condujeron a rendimientos @gucosa 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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Las Figuras 4.20a 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 1800ucse incluye el
rango de 1800 a 4000 cnporque no aparecen en ese rango sefiales diferenciadas, solo un pico
amplio alrededor de 3300 cmelacionado con las vibraciones de las union¢syOC-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 estishaontenido de lignina, siguiendo la sugerencia de
Kostryukov et al. (2023), quienes tomaron la sefial alrededor de 151ntegracion entre 1490
y 1530 cmt) correspondiente a la vibracion del esqueleto aromaético, presente Gnicamente en la
lignina. La integracién ddtucalyptus spcrudo seasimila al valor que se ha determinado segun
la norma TAPPI y los demas espectros se refieren a este valor. Estrictamente, es conveniente
incluir un estandar interno (en general, se utiliza tiocianato de plomo)gepanuestro caso no
disponiamos del compuesto y también resultaba mas engorroso preparar la pastilla para realizar la
medicién. En consecuencia, consideramos como referencia la altura del pico que aparece alrededor
de 10561060 cm' correspondiente a las vibraciones de estiramiento simétricas de los enlaces C
O y simétricas y asimétricas de los enlace3-C. Si bien esta metodologia introduce un error,
nos permitié realizar una estimacion aproximada del contenido de lignina enL@@s R
delignificados y lamdos utilizando muy poca muestra. Los resultados del contenido de lignina
calculados siguiendo este procedimiento se enumerariiabla4.6.

En concordancia con lo observado en Figura 4.19, los resultados de la espectroscopia FTIR
presentados en Teabla 4.6, indican que las limitaciones observadas en la sacarificaciemde
Sp.no estan asociadas a la presencia de lignina en las muestras. Incluso, los pequefios remanentes
gue pudieran contener las muestrassdealyptus spy Tipuana tipupretratadas tienen menor

influencia que la estructura sobre la sacarificacion.
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TabWé& Contenido de |lignina de | os di stintos
procedi miento de | avado al gue fueron somet i
espectroscop?a FTIR.

Contenido de lignina (%)
Procedimiento de Crudo (sin delignificar y y
i 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 deEWclTdIRy ztomssodpe.r ando

4 . 3 Sacari ficaci - n de | os sustrat
| avado intensificado por cavitaci
s-li1do

La cavhitdarcodinn8 mi ca ocasiona alteraciones de

pr-ximas a | a zona donde ocurre |l a impllosi - n
Estas modi ficaciones son general mente mayor e:
p
I

di spositivo de cavitaci - -n. La circulaci -n del

ut i i zada por Naragajan y Raln addeg ab6i200 ES )t oparal f
encontraron mejoras signidlicatlivase aesuvhtv®st e
cavitaci - -n, si bien el cavitador que wutilizar
esta tesis. En consecuenci a, resulta i mportan
trav®s Vealt urubo como m®t odo de intensificaci

influencia sobre | a posterior etapa de sacari
obtenidos para |l os distintos suster avteo sf, a vgouree cs
ante | os cambios en | a morfolog?2a del s-lido,
circul ar el s-lido a trav®s del di spositivo d
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este caso se HRwutcialiyzpdeusiodsapmantiees buenos rendi

anteriormente con esta especie.

Las suspensiones s-lidas no pueden <circul ar
destruirl as, por | o cual, para estas experien
positivo, como <d @desAcrfiibni -de npredt e@eepr el fun
tornill o que impulsa | a suspensi-n y de evita
polvo con una distribuci-n de tamaffos entre 2
se uell mgsmo s:-Isido-ensia dispaol aci - n, f or man
salida del Ficaqwin ana4és23 aLxomparati vamente | os 1
sacarificaciEuwc aleyl pptipuest vsoag .addkeo con HPAC y | ava
recirculaci-n, intensificando | a etapa por HC
incluye tambi®n | o0os result &dacsal gatedd gsiadarciafdi
| avado por inmersi-n. Se obserfEwal gwpd.,a sanampaoroc
granul ometr 2 a, |l a cavitaci-n hidrodin8mica me
inicial de reacci - n. Sin embargo, al comparar
se evidencia que | a cirowsliddgiv-on deelcaw:iltiado - a
significativo sobre | a sacarificaci-n del s- 11
|l as primeras horas de reacci - n. La velocidad
12mg/ h, mi entras que el rendi miento pasa de /
Ventur i . Luego de 28 h de reacci-n, alcanzan
hay cl ara evidencia de que |l arctipol ¥entar det ¢
positivos sobre | a posterior hidr-lisis enzim
el poEwmaldepsusi snpl ar al obtenido con muestr a:
gue indica queananasemdbhi eamda&sanan intensa par
industrial con el objetivo de generar el sust
podr2a ser conveniente incorporar el s-lido r
prt§iccamente no contiene |ignina y eventual ment
en creci miento, o funcionar como soporte de
biofil ms.
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Por otraparte, la circulacion del solido a través del dispositivo condujo a generar un solido
mucho mas disgregado, semejante a una pulpa, dificil de filtrar y manipular. Ademas, luego del
filtrado mostrdé una significativa tendencia a aglomerarse fuertemente licaimdp la etapa
posterior de sacarificacion, ya que esta requiere la manipulacion mecanica del sélido filtrado para
gue pueda efectivamente entrar en contacto con la enzima. Estas caracteristicas no serian
adecuadas, o al menos convenientes, pamnaanipulacion industrial. En consecuencia, para el
objetivo de generar un sustrato base de carbono por hidrolisis enzimética de RLC pretratados por
HPAC, seria recomendable el uso de un lecho fijo ubicado a la salida del cavitador, lograndose el
mismo endimiento con menor necesidad de intervencion, y requiriendo un montaje mas sencillo,

versatil y facilmente escalable.

102



- -
N B

=
o

Vel oci demd /Ml Inw c
o

I NMERSI ENHC SI N ClI RCUHCACIONN ClI RCUL
DE S¢LIDO DE S¢LIDO

1 0%

(b

Rendi (i@ nt o
E~ (2] [ee]
S g S

N
S

0%
I NMERSI ¢NHC SI N ClI RCHHCAACONN ClI RCUL
DE S¢LI DO DE Sc¢LI DO

1 0%
(c
8 %

o
S

Rendi hi¥ent o
S
g

N
§

0%
I NMERSI ¢NHC SI N ClI RCWHICACIONN CI RCUL
DE S¢LI DO DE S¢LI DO

Fig4urad8Comparaci - -n del efecto del m®t odo de | a
Eucal y.pt(uas) sMel oci dad inicial. (b) Rendi miento
glucosa luego de 28 h.

103



4. 4 Efecto del n Yamkeir op adsei tpiavsm sd ea

4. 4. 1 Sac éruicfail cygpctiu-sn sdpe

ElI efecto de |l a cavitaci-n hidrodin8mica en ¢
di spositivo de <cavitaci - -n. El nYamer o de paso:
contenido en el tanqgue r esseprovsoirtiiov os,e yh ascee ccailrc
cuenta el volumen de | 2quido en el tanque y s
Ca?pt 4. o Por | o tant o, | a sacafEufrtiat g @itowns neglorpo
di Smetro dél partacuwladbosd omando muestras a di
di ferentes n¥YhRemgas addisdsaod.a leavol uci -n tempor
generada y |l os rendi mentos de glucosa despu®
y sometido a un | avado intensificado por HC,

sali davdeélador formando un |l echo fijo. Se puec
pasos en |l as primeras horaaspaded i gacader ilfascadi h |
comienza a apreciar una diferencia significat
rendi miento a |l as 28 h, donde se aprecia una

puede conceduiida gqoguuee, aume nt a el nYamer o de pasos
6 h fue en aumento hasta | os 50 pasos. Cuand
observaron ulteriores mejoras. Este rasiulimado
involucra un consumo energ®tico relativamente
un compromi so econ-mico entre | a energ2a requ
puede generar. A partir idge l4a X 4r ébs wl tcad D iplaws:
pti mo porque conduce a un rendimiento de gl u
30 pasos. De todas for mas, para un uso indust
econ- mica cceenseldetriasmmdmo qtuambi ®n es una variat
general mente se requiere una producci-n r8pid
tiempo de | avado y mayor consumo ener g®ti co.

el miYsmmeor on de pasos, |l os resultados fueron <co
part?2culas m8s grandes, l o que indica que el

del rango examinado, por | o cual no se requie
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Con el fin de anali zar |l a influencia del n ¥Yam

del dispositivo de cavitaci-n, se realizaron
|l a bomba tornill o de desgdo zdemiuetnitloi zpaors iutni vloe.c
muestras a distintos nYameros de pasos. La evo

|l os rendi mientos de gl ucFoisgau raa |HEa.s2r¥%e nyd i2n8i ehn tsae

obtenido lcaaxcn -meccier csu- | i dos fue <casi i ndependi
pareciera haber un |l igero efecto negativo a
rendi mientos obtenidos fueron menores a | os o
fjilo. Este resultado, aparentemente contradictoa
debe a |l a dificultad en | a manipulaci - -n del S
cavitaci - n. El s:-lido queecasoomploemamamt al n@i P
filtrar y manipular debido a | a deformaci - -n

cavitaci-n tipo Venturi con alta velocidad, i1
comparaci - nr celn gnalniteémeen un | echo fijo tambi
cambio en | as caracter2sticas reol -gicas del

gue disminuye | a intensidad del c o luaspas od ed eu nl aa
menor eficiencia de | a sacarificaci-n podr2a ¢
grupos oxhidrilos de |l a celulosa inducida por

a una competencia esntlriedol & dias grreengoaccii--nn ddee | c o

di sminuya su eficiente eliminaci - n. Sin embar
previamente en el experimento presentado en
fundament al merdt ed ea maan i (piufl iacd I-tn  d el s-lido, g u
m®t odo conveniente para su uso industrial
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4. 4.2 Sacarificaci-n de CMC

La cavitaci-n hidrodin8mica, al il gual que el

| as cadenas de | as mol ®cul as de pol 2meros, mo
al ., mapaBe¢ et al ., 2024). Un estudio previo mc
a trav®s del cavitador, | a,0bi% dosimdadyde ennta e
36% (Fleite et al ., 2024) . Este cambio se de
pol 2mero comolaonsetuencde Has mol ®cul as de C
Teniendo en cuenta este efecto, podr2a esperart
al poner en contacto a | as cel Uliasuasp rcéosne Gictaad e
|l os resultados de | a sacarificaci-n de CMC qu

durante diferentes n¥“wmeros de pasos. Se obser\
di ferencias signifirmatdpaassea fuacec®snddlkl c aWvim
original de CMC sin <cavitar. La velocidad i

el ativamente r8pido probabl emente debido a ¢

-

por | o cual mantbayel smmpednado con el entrel aza
|l a estructura ramificada de | a CMC permite
independi entemente del | argo de | as cadenas.
esan alto como con el papel de filtro debido
atacados por | a enzi ma.
© 20
(2]
o % e ;
© 15 83’55 g oSin ca
> e¥%080
_ ‘Eo Xl0Pas o
(@]
10 A2 0®asao
o e30Wasa
S * o4 0fPas o
5 e50MPas o
0
0 5 10 15 20 25 30
Ti erip o
Fi gd26Ef ect o del nYmer o de pasos a trav®s del

acuosa de .CMC 0. 05%
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En consecuenci a, este resultado evidencia qu

derivados de | a estarcactbidraadieln sdéi dodod amo
rendi miento cuando | as fibras de celul osa est
resul tados de l a secci-n 4.4.1. y |l a capaci
especial mende eerpxesendieahi dr-geno, resulta
di sgregaci -n total de | as fibras de celul osa,
grupos oxhidrilos inducida por | a cAwiimiaxcmo ,n,
someter al s-lido a cavitaci-n hidrodin8mica
podr2a cul minar en | a oxidaci-n parcial de al i

conveniente porque podr3iandonduamniad .a di sminui
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Cap?t:ullontbensi fi caci -n de | i

el empl eo de un mezcl ador
expansi-n (CE)
Dentro de | a b%squeda de estrategias de inten

Sse propuso ekzempldeo eést@sxpansgie- cop€CEpctanmno
| avado, como as? tambi®n | a posibilidad de er

cC omo un proceso en recircul-agpansi -Lmshamrreg

espieal mente Ytiles para micromezclado (Yildiri
costo de operaci-n y baja p®rdida de carga (FI
un mezcl ador est8tico de CHe aquweeiadol ued- - mwo
prototipo y su testeo al aplicarl o para prepe
estudiar | a operaci-n de emulsificaci-n, una

indicar un budan shesxsgmxrd fan adre Ifd bras de cel ul o

vez montado el prototipo y confirmado su buen
|l a etapa de |l avado y durante |l a sacarificaci
esudi ar el sistema de cavitaci-n hidrodin8mic
intensificaci-n durante el proceso de sacarif

5.1 Disefo del mezcl-apansest Bt ( Ck)
5.1.1 Model ado

5.1.1.1 Determinaci-n de |l a configuraci-n - pt
La simulaci-n del movi mi ento del | 2qui do de
sucesivas contracciones Yy expansiones interce,|
mayor turbulencia. En una comntmilfekcieinepreviad
empl e- el programasderaereS&eranbseFlLow(8pkner,
(2003) , para optimizar |l a configuraci- -n de u
residuales de url bded!| @tst 8tconounnimeizal . En e
software para realizar simulaciones computaci

DynamCé&€®) en 3 y 2 dimensiones (3D y 2D) para
un medocrl est8tico CE a diferdg06860raudh!l enpdde:
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utiliz- para verificar | a consistencia del m
final mente se wutilizaron simulaciones 2D <con
computacional de |l as simul aci®lnemoBiDmi &ret 0 edé |
para diferentes disposiciones de CE con el fi
conducen a |l a mayor turbulencia dentro del ra

Las ecuaciones para describirl cengintowdim aln)t od ¢

| os el ementos sucesivos de CE se resolvieron r
Numer i cal Simul ati on) -Sd ® k le 8 sdpoesc @ andcloamperse sdieb | Nea
mal |l ado cartesiano tipo fAoctreedo (Lagr ®e et a
di vide el espacio utilizando potencias de 2.
para el mal |l saaces adapti antiimi z,ara efli cost o comput a
2009). Se resolvieron | as ecuaciones de conti
para obtener el campo de velocidades del | 2 qu
nH T (5.1)

md RO n0 tnf (5.2)

Dontdes el vector de velocidad,| & essd¢asipdaedsid
estableci- | a condici-n de no-ldaguliidomamiLantve | e
| 2quido en | a direcci-n del & lwglooceinddd swungaearrafdi
secci-n. A la salida, se dej:- una condici-n d
Se propuso un mezclador compuesto por una
expansi ones, CE) enr esaelrilzeasr opa mal a&di ocnweasl 2sDe
configuraciones, a fin de obtener el campo
relaciones de di8metro de | aksb(ternamos 0de& cyo not,r
relaci-n de | entgentudesOde ¢s1p8) Lcon el objeti
geom®trica que genere | a mayor turbulencia en
Se regcambino dla media cuadr 8tica del m- dul o
vel ocidad del fluido estimada ©por l as si mul a
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maxi mi zara esta variabl e. Los resul tados indi

CE asim®tricos, con contracciones de menor | o
En Fligurse 5prlesenta el m- dul o de | a component
a | o | arpgaot adse |ld iGE,i ntas configuraciones estud
circulaci-n (Re=10000). Es notable como | a tu
di S8metros y |l argos de | as zonas de coanturnaac C i
relaci-n d&Dedn€&@met 0p855Dy dAed®t rye de&, 2 ay g0 s3.L |
resultados cualitativos se obtuvieron fJfara ot
20000) .
0.75
0.96
0.70
0.80
| 0.64
 0-65 2
Q <
i j—
CSJ 0481
0.60 —
0.32
0.55 1
0.16
0.50 . . 0.00
01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
Lc/Le
Figbt¥ariaci -n del m-dulo de | a media cuadr 8t

del fluido en funrfcBy-dLtdeRel=aslOr0ell0aci ones D

En base a | os resultados, se deci di - constr
contraexpameisones, cclod eu n(a, Sr6e lyacwntd e DOI, 2 i. - 15U
l ongitud total es de 40 cm. EI di8metro de col
4,1 cm; l a longitud de contracci - nFidgeurlg 15 .c2n,
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D, De

Le

Figb2Bsquema de dos el exm@rtnhes ke (Ce&nt.racci - n

5.1.1.2 Comportamiento de | as gotas a trav®s

Dado que el objetivo era wutilizar el mezcl a
delignificados, se estudi - l a eficiencia de

agregados se simularon como gotae Ilmamicoanifhlges
sobre I a ruptura de gotas de un | 2quido i nmis
el enfoque del volumen de fluido (VOF) para si
por gotas | 2qui dfaiscidael aytwai semnsiidad.suPiegui end
por L¢ et al. (2016), que ilustran que | os rer
mezcl a, Fleite et al. (2020b) probaron un mez
fl bagi -n en el tratamiento de ldgeasa mMmegicd aalod
para | os coagul antes, |l os fl -culos formados n
mal a separaci-n en un <clarificador | amel ar. L
con fl - -culos formados e€muadrst yreqee adagnenado .t i e
tamafYos amplia y se comportan peor gque | os f
Kofl o, que dio el mejor comportamiento de sedi

tales gesqglée agdgpesdmbb&eemmat amglei a di stribuci
fl -cul os, Fleite (2021) simul - el movi mi ento
el emento de CE, y | os resultados indicaron un
mezcl adotri pst@E.i co

E I enf oque del vol umen de fluido (VOF) es u
di sponi bl es para | a simulaci-n de flujo bif$8s
de corte sobre | a ruptura de dasflgoitdse , ( @MU I

por Tomar et al . (2010) , basado en un m®t oc
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Lagrangiano, i mpl ementado en Gerris -§JtPokeasnet ,
puede reescribirse para r eprCdseretnar yunMafglnujud e

Tomar et al ., 2010) como se describe en | as E

mRR A Dot oA £ [T (5.3)

Dondes | a densicdadl deVi §tasddad dUesn8enli camaectporre
velocidadbDdsel efl tedsoy de deformadéesnl adeénasi
superficial, donde)] ai hdhca-gudebkt at ®demDnoade
concentradoagmsona liantceurfvaazt,ur a de | a interfaz
respecti veasnealt et. ®r mi no de momento qQque represe.]

t ®r mino de momento que descr,i bee l@aalinulea acamo

en | a EcGChcment 5y 5Mgpmmaurd edat, &10.0,6 2010) .

$ -TH5 TS5 (5. 4)
| EB —m ¢ — m-1 ¢ (5.5)
Dondees el nY¥amebr eos deel gwdadlasmen de ¢ ¢ tuGeslsSo eque

vol umen deCelsal qotam elieracles ele Vactgoraveae avdelyo

La malla se refina autom8ticamente seg¥n un
(Chen vy Yan, 2014) para tener en cuenta | os
adaptaci -n de |l a malla es i mpprtapt er @ udeadionts
se han propuesto muchos m®todos. E I refi nami
di scretizaci-n quad/ octree no es excesivament
ti empo, con un bajo ignpfatcwar e.n MIs rceeatdd IMi eexnt o
m®t odo num®rico utilizado (hueend eyn Yedrnegs,h ¢2rOaleds e a
20009; Popinet, 2009; Tomar et al ., 2010) .

Se asumi - gue | as gotas eran inicial mente es
mayor que | a del agua. Por | o tanto, durante
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Se consideraron cinco gotas equiespaciadas r a

se registr- su posici-n vy forma en funci-n del
y |la ruptura fueron m8slanttensadadlLdet knsi gnt
variando el nYamer o de Weber entre 0,5 y 15.

Laki gurgs.idu3d3tran el movimiento, | a defor maci

simuladas en diferentes regiones de un el emen:

Cuando | as gotas ingresan a | a zonandeekolhiguai
inducida por | a disminuci-n de | a secci:-n.
R | ]
o
02 e
L J
L 4

|
L
NS
0.4 =
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—
| 1
1 ]
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18 =
M o
1
| ] —
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26 o
o

/

32

4.6

Fi gbB&fecto de uBobltaesmeghatoasCEsi mul adas como V
nYmeros a | a izquierda de cada i magen indican
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Para | a menor vé&ligairhaddl.aBel go ? @i dloeujeavdeans d e
suavemente dentro de | a contracci - n, mi entras

deform8ndose y disgreg8ndose progresivamente.
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regi-n expandi da, desacel er an; |l as del centr
paredes est8n demasiado el ongadas, por | o que
ruptura contin%a en | a regi-B exxpaddveasypsdewu
gotas grandes que prs8§cticamente conservan su

observa que | a ruptura de | as gotas se induci
02 d&s0, ii) compresi - n, estiramiento y esfuer
04 8 ) vy ii1i1) expulsi-n con un efecto de <cho

por turbulencia dentro8d® &3 .radeq@is- megx pardi d:
velocidades se pgugde,m gbbebeirlviagt resn dla campo de

de chorro probabl emente serza m8s fuerte si I

como para que el chorro se desarrolle m8s. Po
|l ongidwandt daecci -n corta y una longitud de expart
de | as gotas.

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

Re = 2000

o

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

Re = 10000

Figbhb&ampowedechdadags®s de | a contracci-n y al
el emento de CE a t= 5 s para Re= 2000 y a t=

Teniendo en cuenta | a ruptura de gotas induci
de el ementos CE pueda wusarse para promover | a
emul si ones. En esta | 2nea, \éasstiol eyv eys tAubdiieavd o( 2

pul sante como un nuevo tipo de dispersor est 8§
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contracciones y expansiones, pero con regione
|l os resultados obtenidos en |l a simulaci-n de
di sminuz2a el nYmer o de Reynoldma(pul santr@angoo
generaba distribuciones de tamafYos de gotas n

80000, l a regi-n de dispersi-n despu®s de | a
tambi ®n1 se observ:- elCEFfgsrme)acB -y 8eld el eme
Cabe menciFomgaurrcagbe e3s ponde al r ®gi men | aminar
mezcl ador est8tico tipo pulsante se eval u- de
Figurial bstdr a el efecto de un el emento CE en e
simuladas para una condici-n en el r®gimen tur
de | a contracci-n, el comport anpieernot oe ne sunsai neislc
tiempo diferente: |l as gotas se deforman debi
di sminuci-n de | a secci-n. Para esta velocidact
de |l a pared. Sin asnbarba,pharnedgobmsecrancasu d
contracci-n y ya se crea una multitud de got a
Adems8s, se desarroll an pequefYos v-rtices que
got asedentded tamafos. No obstant e, aunque el
observan etapas similares en | as simulaciones
Comparando con el sistema pulsante reportado
comportamiento cualitativo similar con respec
Aunque en el caso del me z ¢ | asd osre taitproi bpuuyl-s aanlt ee
remolinos turbulentos, | o0os resultados de | a si
el per fil de veHiogeuirplaa yoe.kbadebuteéguvdse &cel erac
bruscas tienen wuna fuerte influenci a. Por |«
velocidades significativamente m8s bajas, | o

|l @a tur bulaednacicasonasloacs modi fi caci ones bruscas de

5.1.2 Evalwuaci - -n del di spositivo C
Una vez construido el di spositivo, fue teste
girasol en agua con el agregado de Trit-n X210

Si st erneac ierncaugluaacsi -ranbaj o de wuna bomba Faeagmtrraz f5u ga
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La bomba posee un variador de frecuencia que

generando as? velocidades de rotaci-n de 140

,rl MEZCLADOR D

RESERVODI

BOMBA
CENTREFU

Figb6.&£sqguema del setup empleado para evaluar

Los ensayos realizados tienen por objetivo e
girasol en agua con Trit-n X100 obtenidas gr a
fluido atraviesa el di spositivo de CE. Los re
sistema 1igual pero que tienmo udii Stmeamom deteay
di spositivo de CE, pero sin contracciones. Es:
gue pudiera tener | a bomba centr2fuga sobre | ¢
aquel |l as emul suno nbeast cohb teemmpi Ideaasn deon un agi tador n
En primer Jlugar, se estudiaron distintas rel

20/ 80) y de surfactante/aceite (0.1/ 10, 1/ 10,

emul si ones con un agitador 9gnagin®i i gwe m@mr dduwmc a

m8s establ e. El mej or resultado en t®Fr minos
5%v/ v de aceite (una relaci-n de 5/ 95 de acei
en | a soluci-n (duenas urreflaacctia-nnt eda@acéi .6) . Luegoc
empl eada en todos | os ensayos realizados par a
de CE disefado.

Los ensayos en el dispositivo de CE se |1l eval
(Re=2000, 10000 y 16000). Se tomaron muestras
de 10 a 250. Lo mi smo se rreaanho zr-e cptaor as il mm ccoomtf
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vol umen tot al de circulaci-n se mantuvo siemp
temperatura de 20AC. El aceite de girasol emp

en un re-metro Anton Paar MCR202ymynama dcems pd

La tensi-n superficial se estt{@ong e@tarair, da
empl e- agua destilada para evitar cualquier ti
surfactante se emple- Trit-nX100 (Biopack), q
aceite en agua.

La estabilidad de I as emul siones puede ser c.
gue incluyen turbidimetr?2a, i m§genes - pticas,
entre otras. La turbidi metgi2-an eys dw fmBci lutadlii
al ., 202 2; Shahi di et al , 2017) . En este ce
determin- por turbidimetr2a, midiendo | a absor
Para cada ensayo, se | len- el tanqgue reservo
surfactante que |l uego fue recirculada a trav®
flujo, se tomaron muestrassdea¥%maresmubsi pasgesen
mezcl ador , desde 10 hasta 250. Estas muestr a
determinar | a velocidad inicial de separaci -n

con un tramo regytesescompanaranocciosesesultados

Lasi gur as.p®%8 edentan | as curvas de turbidez en
obtenidas en | os dos sistemas trabd8pédhdo 5alR
resume | as velocidades de separaci-n de fases

Figurgs.durante | os primeros 300 s, tanto par a

mezcl ador de CE) y para | as emul siones obteni
Para un Re=10000, | a velocidad de separaci - -n
circulaci-n luego de 100 gasesepomealor mguel
generada con un agitador magn®ti co. Il ncluso s
10 pasos a trav®s del CE presenta wuna vel oci

indicando que es pesmulblse -obrtemermpocmwmatheenpad d
sistema en el gue se reempl az- el mezcl ador ¢
emul siones significativamente menos establ es.

es necesaezicol agule2 quai da circul e al menos 100 pa
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modo s, para | a mayor velocidad posible de ci
operando a su velocidad nominal), la emul si
di spositivo de CE tiene wuna vel ociodadguien iacqiuaell
obtenida circulando por el cafo recto.
Si bien para un Re=2000 se obtuvieron emul s
incluso con |l a mezcla circulando 10 pasos a t
posi bl e | ograr una emul si n nil tsimpuicearsao , | ul eag
per manecieron separadas evidenciando que | a b
bajas velocidades de circul aci n.
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