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SUMMARY

The hydrolysis of wheat straw hemicellulose has been carried out as
a pretreatment to improve the action of acids or enzymes on the cellu-
lose. The partial hydrolysis with dilute sulfuric acid at moderate tempe-
ratures, produces pentoses (xilose and arabinose). It has been modelled
involving sequential reactions using first order kinetic model. The acid
concentration influence on the kinetic parameters has been studied, as
well as, the enhanced accesibility of the spent residue.

1. RESUM

Aquest resum recull el treball realitzat sobre la hidrolisi acida de la
fraccié hemicel-luldsica de residus agricoles, com un pretractament de
la cel-lulosa present, cara a la hidrolisi enzimatica.

S’ha treballat amb palla de blat, a la qual s’ha sotmes a un procés de
molta i garvellat a fi d’aconseguir un substrat el més homogeni possible.

Un cop seleccionades les variables d’operacio, s’han dut a terme
experiéncies a diferents concentracions d’acid sulfuric i diverses tempe-
ratures, obtenint-se una solucié de sucres que conté xilosa i arabinosa
principalment. S’ha intentat modelitzar el comportament del sistema
tot i proposant un model cinétic del qual s’han calculat els valors dels
parimeters optims, en funci6 de la minima desviaci6 respecte dels punts
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experimentals. S’ha pogut trobar també la correlaci6 entre els valors
dels parametres obtinguts i la concentracié d’acid.

Ates que la hidrolisi de la fraccioé hemicel-luldsica és un pretracta-
ment efica¢ per a la cellulosa, s’han realitzat proves enzimatiques
d’accessibilitat de la cel-lulosa amb cel-lulasa, sobre el material pretrac-
tat, amb les quals és facilment observable 'augment de la produccié de
sucres, si es compara amb el material no tractat. A més a més s’ha vist
utilitzant la técnica de la Microscopia Electronica de Rastreig, una
clara destrucci6 de les fibres vegetals, en comparar ambdos materials.

2. INTRODUCCIO

El creixent interés per a desenvolupar fonts energétiques alternati-
ves al petroli, ha anat decantant una série de possibilitats com a les més
atraients tant técnicament com economicament. Una de les més interes-
sants és 'aprofitament de biomassa d’origen lignocel-lulosic i de carac-
ter residual, amb vista a la seva revaloritzacié6 mitjangant I’obtenci6
d’etanol via fermentacio. L'etanol obtingut pot utilitzar-se com a pro-
ducte de partida per a sintesi o bé com a combustible.

2.1. Estructura dels materials lignocel-lulosics

El material lignocel-lulosic representa una excel-lent font de materia
primera per a la bioconversio, degut a la seva abundancia i a la seva
naturalesa renovable. Esta constituit per una mescla de polisacarids,
principalment cel-lulosa, hemicel-lulosa i lignina. Les fonts naturals son
les fustes, les tiges vegetals de cereals, canyes, palmes, etc.; hi ha d’altres
materials, que encara que menys abundants (algues, papers, escombre-
ries) son forga interessants com a matéria primera per a la bioconversio,
degut a la seva disponibilitat.

Cel-lulosa

La cel-lulosa és un homopolimer lineal constituit per monomers de
glucopiranosa (anhidroglucosa) units amb enllagos g (1-4) glucosidics.
La conformaci6 que s’obté amb aquest tipus d’unid, afavoreix la forma-
ci6 d’enllagos per pont d’hidrogen entre sucres de la mateixa cadena o
fins i tot entre sucres de cadenes adjacents, Aixd condueix a un empa-
cat estratificat on les microfibres formades queden enllagades entre si,
formant una mena d’estructura cristal-lina, que confereix a la cel-lulosa
una alta resisténcia tan mecanica com enfront d’agents quimics.
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Hemicel-lulosa

A diferéncia de la cel-lulosa, I'hemicel-lulosa presenta una gran
varietat d’estructures i composicions. Es consideren hemicel-luloses, els
heteropolimers de la paret cel-lular de cadena curta i generalment rami-
ficada, on s’alternen pentoses i hexoses. El grau de polimeritzacié de
'hemicel-lulosa és, per tant, més baix que el de la cel-lulosa. Mentre que
les cadenes de cel-lulosa es situen per sobre de 10.000 monomers, I'he-
milcel-lulosa conté entre 50 1 200 unitats.’

El tipus més abundant és el que esta format per una cadena basica
d’unitats de D-Xilosa unides amb enllagos (1-4) glucosidics, amb mo-
nomers de L— Arabinosa units amb enllagos a(1-3) constituint-se aix{
cadenes secundaries o ramificades.” Aquests Arabinoxilans son els cons-
tituents majoritaris de I’hemicel-lulosa present a cereals i herbacies,
mentre que, a la fusta, els xilans es caracteritzen per la preséncia d’acids
uronics, en concret 1'acid 4-0-metil-D-glucoronic, enllacat també a la

cadena principal. En alguns casos es poden trobar també unitats de
D-glucosa.

L’hemicel-lulosa pot ser hidrolitzada fins a I'obtencié dels sucres
monomérics que la constitueixen. Es coneixen molts acids capagos
d’hidrolitzar de forma efectiva aquestes cadenes, el métode usual utilit-
za acid diluit i temperatures de I'ordre de 130 a 160°C. Durant la hidro-
lisi les pentoses obtingudes es degraden rapidament a furfuraldehid i
altres productes de condensacio; per evitar la formacié d’aquests pro-
ductes indesitjables cal fer la hidrolisi en condicions més suaus de con-
centracio i texnperatura.3

Lignina

La lignina és el tercer component majoritari dels materials ligno-
cel-lulosics, és un polimer aromatic tridimensional constituit per unitats
d’oxifenilpropa. L'estructura resultant és amorfa, molt complexe i amb
un pes molecular mitja superior a 10.000*

Al contrari dels altres polimers, cel-lulosa i hemicel-lulosa, la lignina
no conté un enllag hidrolitzable que es vagi repetint al llarg d’una cade-
na principal, sind que conté una série d’enllacos tipus ¢ter,* aparent-
ment distribuits a Iatzar que li confereixen una estructura no gaire
adient per a la hidrolisi biologica. Quant a agents quimics, és msolubl
en aigua i acids minerals forts.
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2.2. Pretractament

La via classica per a I'obtenci6 d’etanol consta de dues etapes prin-
cipals: Hidrolisi (acida o enzimatica) i Fermentaci6, que es complemen-
ten amb un pretractament previ a la hidrolisi i una separacié i/o purifi-
caci6 de I’etanol obtingut a la fermentacio (fig. 1).

Ens centrarem en I'etapa del pretractament. Els residus lignocel.lu-
losics son relativament refractaris a la bioconversio, un residu no sot-
més a un pretractament dona rendiments baixos d’hidrolisi.* Conside-
rem el cas dels enzims: Els enzims son catalitzados especifics, les cel-lu-
lases son capaces de transformar la cel-lulosa en glucosa i cel-lobiosa
sense gairebé subproductes indesitjables. Dissortadament, I'alta especi-
ficitat de la cel-lulasa fa que no tingui efectes hidrolitics directes sobre
la lignina, i essent I’enzim una macromolécula (pes molecular entre
38.000 i 75.000) aquest no pot penetrar a través de la barrera de ligni-
na que protegeix la cel-lulosa. Aix{, doncs, el problema principal és la
no accessibilitat de la cel-lulosa als enzims.

BIOMASSA

PRETRACTAMENT

'

HIDROLISI (acida o enzimatica)

'

FERMENTACIO

'

PURIFICACIO

'

Fig. 1. Etapes principals en un procés d’obtencio d’etanol.
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En general podrem dir que els inconvenients més grans en quant a
I'utilitzacié directe i efectiva de residus cel-lulosics per a processos de
degradaci6 acida, enzimatica o microbiologica, resedeixen principal-
ment en els factors segiients:®

Estructura altament cristal-lina de les fibres: La cel-lulosa contingu-
da a la biomassa té una estructura principalment cristal-lina, amb zones
amorfes. Els fragments amorfs, que constitueixen sols un 15% de tota la
cel-lulosa,” son més susceptibles a la degradacié quimica i enzimatica
que els fragments cristal-lins, amb la qual cosa si s’augmenta la seva
proporci6 a les fibres, es pot augmentar la velocitat d’hidrolisi. Un tren-
cament fisic de les fibres o una dissolucio i posterior precipitacio, ens
condueixen a estructures amorfes.

La Lignina: La presencia de lignina suposa una barrera fisica a 'atac
de la cel-lulosa per enzims i acids, ja que es forma un entrellagat entre
les dues estructures que dificulta I'accio hidrolitica.

Grau de polimeritzacié: El grau de polimeritzacio de la molecula de
cel-lulosa varia entre 1.000 i 10.000 unitats d’anhidroglucosa segons el
tipus de material.> La disminucié del grau de polimeritzacio amb trac-
taments acids, ens porta a molecules de 100 a 200 unitats, que corres-
ponen a llargades de cadena entre 5001 1.000 A, i amb les quals s’acon-
segueix una hidrolisi molt més rapida.

Area superficial accessible: La mesura d’aquesta area ens donara la
superficie real de contacte fisic entre les molécules d’enzim i les fibres
cel-lulosiques. La limitaci6 de llocs accessibles, susceptibles d’atac enzi-
matic, ve donada per la grandaria mitjana dels capilars de I'estructura de
la biomassa, si aquests son petits, no permetran el pas de les molecules
d’enzim, i l'atac quedara reduit a la superficie externa de les fibres,
disminuint considerablement la velocitat de reaccié.

El pretractament és per tant necessari i és un punt important amb
vista a optimitzaci6 del procés global. Un bon pretractament ha d’ésser
capag d’aconseguir I’aillament o la separacié de les estructures de cel-lu-
losa dels altres components, aix{ com la reduccio de cristallinitat en
lestructura de totes les fibres. Tot aixo condueix a una millora en
l'accessibilitat dels enllagos 8(1-4) glucosidics del polimer, i aix{ s’aug-
menta la velocitat d’hidrolisi.

Tipus de pretractament

Els pretractaments es poden classificar en dos grans grups, segons la
seva acci6 sobre el substrat: Fisics i Quimics.

En general els pretractaments quimics sén més efectius que els fi-

sics.® Encara que tots dos augmenten la velocitat d’hidrolisi, els tracta-
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ments quimics causen delignificacié mentre que els fisics el que acon-
segueixen son drastiques reduccions de la grandaria de les fibres, que
suposa reduccio de la cristal-linitat, sense efectes de delignificacio.
L’avantatge principal dels tractaments fisics esta en la no obtenci6 de
subproductes o productes intermitjos de descomposicié que poden
arribar a ser toxics en altres operacions del procés, i el principal incon-
venient en les despeses energeétiques que generalment els acompanyen, i
que poden influir en la rendibilitat del procés. Dins els pretractaments
fisics, els més comuns séon la molta,® radiaci6,’ tractament amb

vapor,'® explosio,'! tractaments térmics.!?

Pretractaments quimics

Els pretractaments quimics per a augmentar I'accessibilitat de la
cel-lulosa es basen en Iesponjament de les fibres. S’han utilitzat una
gran varietat de metodes per afavorir la velocitat d’hidrolisi. Els podem
dividir en tres grups: Alcalins,> Acids i Tractament amb dissolvents.

Els més utilitzats son els acids. Amb un pretractament acid s’obté
la dissolucid practicament total de les hemicel-luloses, sense hidrolitzar
la cel-lulosa. Les cadenes hemicel-lulosiques estan entrellagades amb les
fibres cel-lulosiques, per tant I'extraccié de I’hemicel-lulosa suposa un
augment considerable d’accessibilitat per la cel-lulosa enfront de I’atac
enzimatic.

L’acid més emprat és el sulttric diluit en un rang de concentracions
que es mou entre el 0.1 iel 5.0%(p/v) i amb temperatures de treball que
van dels 30 fins els 220°C.

Com ja hem dit, un dels principals problemes dels tractaments
quimics és Iaparicio de productes indesitjables. En el cas del sulfuric
segons les condicions d’operaci6, els sucres formats (principalment la
Xilosa) es deshidraten passant a furfuraldehid o hidroximetil furfural-
dehid. Malgrat tot, I'acid sulfaric és un dels més emprats i el que sera
objecte d’estudi en el present treball. A la taula I es presenten els resul-
tats d’una revisio bibliografica dels pretractaments amb acid sulftric. La
majoria de treballs consideren el procés tan sols com un pretractament,
sense separacio ni analisis detallats dels hidrolitzats.

Pretractament amb hidrolisi parcial
Tot i que la hidrolisi acida de ’hemicel-lulosa ha estat una técnica
molt estudiada com a pretractament de residus lignocel-lulosics, son

pocs els treballs que es dediquen a I'estudi especific d’aquesta etapa.
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TAULA I

‘ S/L CH T t
Rel o Subs GF) %@ (O (min
(23) palla blat 1/40 0.25 157 40
(24) bagis . 5.4 100 240
(25) fusta - 0.8 180 40
(13) gra d’hivernacle 1/10 4.4 100 120
(26) gra d’hivernacle 1/20 0.5 180 0.22
(14) fenas 1/15 9.8 155 15
(27) panotxes 22/100 4.9 99 72
(28) palla blat 1/30 5.0 25 240
(28) palla blat 1/30 5.0 90 240
(8) palla blat 6/100 4.4 98 60
(30) fusta 1/30 0.8 200 0.12
(3) fusta 1/10 0.4 170 120
(31) palla blat 5.0 30 240
(29) bagas 1/10 2.0 145 180

Generalment es considera que el procés d’hidrolisi respon a un sis-
tema de reaccions consecutives de primer ordre, segons l'estructura
seglient:

k PRODUCTES DE
HEMICEL-LULOSA — XILOSA DEGRADACIO
entenent per productcs de degradacio, principalment el furfuraldehid.
S’ha de tenir en compte pero que la deshidratacio dels sucres for-
mats depén en gran mesura de les condicions d’operacio. La tempera-
tura és un dels factors que influeix, es poden trobar referencies d’estu-
dis en aquest sentit,*” on la variaci6 s'inclou dins les constants cineti-
ques segons la llei d"Arrhenius.
L'altre factor del qual depén el rendiment de la reaccio, és la con-
centraci6 de catalitzador,®> '*» ' que s’intenta també englobar dins les
constants cinetiques de la forma:

ks = kiOC?{

obtenint-se correlacions satisfactories.?®

La hidrolisi de I'hemicel-lulosa suposa, a part de la separacio d’una
part important del material (de I'ordre del 25%), amb aplicacions bio-
tecnologiques concretes, un pretractament capag¢ d’aconseguir un aug-
ment d’accessibilitat de la cel-lulosa continguda en el resuiu amb vista
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a un atac enzimatic amb cel-lulasa. En aquest sentit és important com-
parar la velocitat d’hidrolisi enzimatica o els rendiments finals, entre
substrats tractats o sense pretractar.®

2.3. Plantejament del treball

Es proposa realitzar 'estudi del pretractament de residus lignocel-lu-
losics, previ a una hidrolisi enzimatica de la cel-lulosa. El pretractament
seleccionat és d’hidrolisi acida de la fracci6 hemicel-lulosica, amb el
qual s’obté una solucié de sucres constituida principalment per xilosa,
susceptible de ser posteriorment fermentada.’*> 1> 17> '® La cel-lulosa
queda junt amb la lignina i es pot separar per extraccié amb dissolvents’
obtenint-se aix{ la separacio dels tres components majoritaris del mate-
rial. El poder aplicar a cada component per separat el tractament més
adient, en les condicions més adients, suposa obtenir, en cada part del
procés, rendiments més elevats a més a més d’un aprofitament integral
del material de partida.

El pretractament es dura a terme amb acid sulfiric diluit i a tempe-
ratures moderades per tal d’evitar la formacié de furfuraldehid, que
encara que no sembla ser inhibidor de la hidrolisi enzimatica, si que ho
és dels llevats responsables de la fermentacio.

A Destudi del tractament escollit, s’abordara la influéncia de la con-
centraci6 d’acid sobre el rendiment, aix{ com l'estudi de la cinética del
procés, amb vista a obtenir-se expressions representatives, que siguin
d'utilitat per al disseny de reactors. Es tracta de comprovar també
'augment d’accessibilitat del material, un cop extreta I'hemicel-lulosa,
amb proves d’hidrolisi enzimatica.

Selecci6 de la materia primera

La seleccio de la matéria primera per a realitzar les experiéncies
quantitatives és un tema especialment delicat, quan tractem amb pro-
ductes naturals i de caracter residual. Interessa partir d’'un material tal
que la seva composicio sigui homogenia i reproduible. El material selec-
cionat ha estat palla de blat per la seva abundancia, facil maneig i per la
seva homogenei'tat en la composicio.

Objectius

— Muntatge d'una instal-laci6 experimental on es pugui realitzar el
pretractament dels residus lignocel-lulosics, variant les condicions
d’operacio.
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— Preparaci6 i posta a punt del métode analitic per a determinar la
concentraci6 de sucres. S'utilitzard la cromatografia liquida d’alta resso-
lucié per tal d’avaluar el grau de sacarificacio de I’hemicel-lulosa. S’ha
de posar a punt un métode analitic que permeti coneixer la composicio
del material de partida.

— Selecci6 i realitzacié de les séries experimentals del tractament
amb acid sulfaric diluit.

— Determinacié del model cinétic d’hidrolisi de I’hemicel-lulosa.

— Posta a punt de métodes d’avaluacié de 'augment d’accessibilitat
de la fracci6 cel-lulosica amb vista a la hidrolisi enzimatica, mitjangant
la reaccié amb cel-lulasa en condicions estandard.

3. EXPERIMENTAL
3.1. Materia primera

La matéria primera utilitzada per a totes les experiencies ha estat
palla de blat, a la qual s’ha sotmés a un procés de molta i garvellat a fi
d’aconseguir un substrat el més homogeni possible. La grandaria de par-
ticula a utilitzar es tria en funci6 de les condicions de circulacié dins del
reactor, realitzant-se tots els experiments amb material entre 0.731 1.0
mm de diametre.

A fi d’evitar interferéncies de substancies estranyes en les analisis
cromatografiques, es realitza una extraccié de compostos solubles en
aigua, del material un cop molt. Les pérdues per material soluble repre-
senten aproximadament el 12% del pes inicial.

3.2. Técnica experimental

Els experiments cinétics es realitzen en un reactor discontinu de
tanc agitat d'un litre de volum. La relacié solid-liquid seleccionada és de
S/L = 1/20, la qual cosa garanteix una bona agitaci6, fixada en 320
min L.

El reactor esta submergit en un bany termostatat, i els experiments
es realitzen a 34 i 90°C amb concentracions d’acid sulfaric que van des
de 0.5 fins el 2.0% (p/v).

Les mostres, d’aproximadament 5 ml, s’extrauen del reactor a dite-
rents temps de reaccio, es filtren a buit amb membrana de 45 um, per
tal de separar el substrat no reaccionat. El filtrat es neutralitza amb hi-
droxid sodic fins a un pH aproximat de 5. La filtracio i la neutralitzacio
sONn necessaries tant per a I’acondicionament de les mostres, previ a
I’analisi de sucres, com per a garantir 'aturament de la reaccio.
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3.3. Métodes analitics
Analisi de sucres

El métode seleccionat per a la determinaci6 de sucres és la croma-
tografia liquida d’alta ressolucié (HPLC). Es disposa d’un cromatograf
liquid PERKIN-ELMER Series 2/1, amb forn incorporat que permet
treballar a temperatura constant. Les columnes de separaci6 utilitzades
son SHODEX IONPAK S- 801/S, espccffiques per a sucres, pero que
permeten també la separacio de I’etanol; utilitzen com a fase mobil
aigua destil-lada, microfiltrada (45 um) i desgasificada. La deteccit6 es
fa per index de refracci6 amb un aparell de la casa WATERS R-401. Es
disposa també d’un integrador HEWLETT - PACKARD 3390-A.

S’han realitzat proves amb solucions patro de sucres, a fi de deter-
minar les condicions optimes per a 'analisi: Cabal i Temperatura, que
proporcionin una millor separacié entre els sucres (Glucosa, Xilosa i
Arabinosa) majoritaris. S'utilitzen dues columnes de 25 cm de longitud
collocades en série i una precolumna. La separacio aixi obtinguda és
bona quan el cabal és de 1 ml/minila temperatura de 80°C.

El sistema cromatografic permet la separacio i deteccié de monosa-
carids, disacarids i fins i tot trisacarids. Els hidrats de carboni es separen
detectant-se per ordre de major a menor pes molecular. Les condicions
analitiques son tals que permeten la separaci6 entre els components ma-
joritaris, pero no la detecci6 de Manosa i Galactosa que poden estar
també presents en hidrolitzats d’hemicel-lulosa, encara que en menor
proporcio. Les columnes permeten també la separaci6 i deteccid del
furfuraldehid que surt en una zona bastant allunyada dels sucres. A
la figura 2 es mostra una analisi tipica de les mostres de hidrolitzats,
es pot veure la resposta de totes les especies presents (Glucosa, Xilosa,
Arabinosa i Etanol, utilitzat com a patr6 intern).

=
B
"
Fig. 2. Cromatograma tipic d’una mostra d’hidrolitzats. A: oligosacarids, B: glu-
cosa, C: xilosa, D: arabinosa, E: etanol.
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Accesibilitat de la cel-lulosa

Per tal de comparar 'augment d’accessibilitat de la cel-lulosa contin-
guda en el material un cop eliminada la fraccid hemicel-lulosica, es rea-
litzen assaigs d’hidrolisi enzimatica.

El metode del test enzimatic consisteix en la comparacié de la con-
centraci6o de sucres produits (Glucosa i Cel-lobiosa) quan es deixa reac-
cionar el substrat amb cel-lulasa. Les condicions de reaccié optimes en
quant a activitat enzimatica son: '’

T =50°C

pH=4.8

Les proves s’han fet en un bany agitat, termostatat on s’ha submer-
git el matras de reaccio. La mescla reaccionant esta constituida per 7 ml
de soluci6 tampo (citrat/citric) de pH= 4.8, i quantitats d’enzim i subs-
trat determinades segons el tipus d’experiéncia que es realitza. Després
d’un temps fixat de reacci6, el mateix per a tots els experiments d’una
serie, els sucres resultants s’analitzen per cromatografia utilitzant també
etanol com a patro intern i fent Gs dels calibratges realitzats per I'ana-
lisi de les mostres d’hidrolitzats.

4. RESULTATS I DISCUSSIO
4.1. Materia primera

Préviament als experiments d’hidrolisi, es realitza la determinaci6 de
la composicio en sucres hidrolitzables de la palla de blat. S'utilitza el
métode d’hidrolisi total de la fraccid hemicel-lulosica amb acid trifluo-
racétic’® obtenint-se per al nostre cas concret 0.25 mg de xilosa /mg
de material i 0.034 mg d’arabinosa /mg de material. Aquests resultats
analitics corresponen a material al qual ja s’hi ha extret la fracci6 solu-

ble.
4.2. Hidrolisi de Uhemicel-lulosa

Segons el metode experimental explicat anteriorment, s’efectuen
proves d’hidrolisi mesurat la concentracié de sucres produits, per
I"acci6 de 'acid sulfuric, per a diferents temps de reaccioé.

La primera experi¢ncia es duu a terme a 34°C i amb una concentra-
ci6 d’acid del 2% (p/v). En aquestes condicions les analisis no detecten
nivells importants de sucres hidrolitzats. Per a la segiient s’augmenta la
concentraci6 d’acid fins al 5%: amb les noves condicions és ja quantit-
zable el grau d’hidrolisi encara que continua essent molt baix. Després
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de més de 160 hores de reaccid, tan sols s’assoleix un 10% de la conver-
si6 total.

A 90°C, es realitzen experiments amb concentracié d’acid del 2%,
1% i 0.5%. Els nivells de concentracié son més alts i ja perfectament
quantitzables fins i tot per a I'espécie minoritaria (glucosa). Pel que fa
a la influéncia de la concentracié de Iacid es pot veure (fig. 3) una clara
dependéncia pel que es refereix als rendiments (sucres totals hidrolit-
zats). Mentre que en 'experiment al 2% s’arriba a conversi6 practica-
ment total en 10 hores, en aquest temps la hidrolisi amb acid del 1% es
situa en un 50% de la total i I’acid al 0.5% només aconsegueix el 25% de
la conversi6 en el mateix temps.

Cal remarcar també la diferent evolucio al llarg del temps de cada
un dels sucres obtinguts. A la figura 4 es pot observar el comportament
dels dos productes principals en una de les experiéncies (2% d’acid sul-
faric). Mentre que l'arabinosa es produeix rapidament a linici de la
reaccid, i es continua després amb un nivell practicament constant, la
xilosa amb una velocitat inicial més petita va augmentant progresiva-
ment al llarg del temps i és el seu nivell de concentraci6é qui assenyala
el fi de 'experiment.

Centrem la nostra atenci6 en aquests dos productes i ignorem la
glucosa, donat els baixos nivells de concentracid que s’obtenen. El dife-
rent comportament de la xilosa i arabinosa, quant a velocitats inicials,
pot justificar-se per l'estructura ramificada de I’hemicel-lulosa. Si les
unitats d’arabinosa son les que constitueixen les ramificacions de les
cadenes d’hemicel-lulosa, es pot suposar que la seva hidrolisi sera rela-
tivament més senzilla, ja que no es tracta de trencar un polimer, sin6
de hidrolitzar ramificacions. El contrari succeira amb la xilosa, la hidro-
lisi dels enllagos (1-4) de la cadena ens donard, en un primer pas, frag-
ments polimeérics de xilans i no sera fins que hagi passat un cert temps (i
hi hagin hagut prous trencaments), quan tinguem produccié important
de xilosa.

Pel que fa a la degradacio dels productes de reaccié, tot i que en la
concentracié de xilosa no es detecten disminucions, ni tan sols quan
s’ha assolit la concentraci6 final (conversid total), a totes les experién-
cies realitzades a 90°C s’han efectuat assaigs de detecci6é de furfural-
dehid per HPLC.

4.3. Modelitzacid

Disposant de dades experimentals de concentracio de cada un dels
sucres constituents de I'hemicel-lulosa, per diversos temps de reaccio, es
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proposa fer una modelitzacio de la hidrolisi que justifiqui la forma de
les corbes obtingudes experimentalment.

Ja que sols es disposa de referéncies bibliografiques on la hidrolisi es
representa per una cinética de primer ordre respecte de la concentraci6
de sucres totals, es va optar per proposar un nou esquema on es tingués
en compte, d’alguna forma, la naturalesa heterogeénia de les cadenes
d’hemicel-lulosa, aixi com la seva estructura. A partir de la informaci6
sobre les diferents velocitats de produccié d’arabinosa i xilosa, hom pot
pensar en un mecanisme que suposi la ruptura inicial dels enllagos de la
cadena principal amb I'arabinosa, obtenint-se polimers derivats de
I'hemicel-lulosa, i monomers d’arabinosa. Posteriorment, es degradarien
aquest polimers, alliberant unitats de xilosa.

Degut al tipus d’analisi efectuat, no es disposa d’informaci6 diferén-
ciada, sobre els possibles polimers formats, donat el Iimit d’exclusio de
la columna. Tot i aix{, pero, s’observa en els cromatogrames la presencia
de pics que corresponen a substancies de pes molecular superior al dels
sucres monomérics (temps de retencié a la columna, baixos), que van
evolucionant en el transcurs de la reaccié. La desconeixenca de la iden-
titat d’aquestes substancies fa que no sigui possible el calibratge de les
seves respostes cromatografiques; pero si pot veure’s de forma qualitati-
va la seva evoluci6 al llarg del temps, fent as del calibratge dels sucres
monomeérics. A la figura 4 els punts corresponents a una d’aquestes
espécies polimériques, s‘han representat conjuntament amb els altres
dos productes de reaccié (xilosa i arabinosa).

Tot el dit anteriorment sembla adregar-nos cap a un model amb
dues reaccions consecutives, catalitzades per 'acid, de la forma:

H* )
S — P+A on: S: Hemicellulosa
V H* P: Polimer
X A: Arabinosa
X: Xilosa

i a on s’ha simplificat esquema introduint una sola especie polimerica
intermitja P, en lloc de les diverses que en realitat han d’haver-hi. A més
a més, com ja hem dit, no considerem la glucosa, ja que no es té la segu-
retat de que I'obtinguda formi part realment de I'hemicel-lulosa o bé
provingui d’una hidrolisi en petita escala de la cel-lulosa present en el
material.

Es va observar, per altra banda, que les etapes fisiques de transfe-
réncia de matéria externa i de difusio interna, podien menysprear-se en
les nostres condicions de treball (velocitat d’agitacié emprada i granda-
ria de les particules solides).

[Butll. Soc. Cat. Cien.], Vol. V, 1985



RESIDUS LIGNOCEL-LULOSICS 257

Un cop proposat el model es fa la deduccié de les equacions que el
governen; fixat I'esquema de reaccio, es fixa també una estequiometria.
Ens queda llavors el seglient esquema:

ky

sS — pP+aA
ky

pP  — x X

on les letres mintscules (s,p,a i x) representen els coeficients estequio-
meétrics. Quant a mecanisme de reaccié es suposen dues cinetiques de
primer ordre amb constants de velocitat k; i k,. Es plantegen a conti-
nuacio, les equacions cinétiques i els balangos de materia.

1 de;
- — =k, ek

S dt b
1 dcy 1 deg
a dt S dt
1 dc;

—— P - kl C; = kz Cf:)
p dt
1 dcx

P—— . — kz C
pd dt P on: c¢j: concentracio molar

de I'especie i

Donada la impossibilitat de coneixer els coeficients estequiomeétrics,
per desconeixenca del pes molecular de I'hemicel-lulosa i del polimer P,
ens és necessari treballar amb concentracions massiques (ci), i per tant
convertir les equacions obtingudes mitjancant els pesos moleculars. El
sistema d’equacions ens queda de la forma:

deg
— d = K, ¢
dea deg
dt ¢ dt
de
dtp :Bkl Csfkg Cp
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dey i
= C
dt Y K2 Cp
on: K1=Sk1 Kz‘_‘pk2
. aMp pMP x My
T — R g=—""P =
SMS SMS pMp

11311
1

essent M;j el pes molecular de I’especie

Ens queden dos tipus diferents de constants: K, i K; que contenen
les constants de velocitat, i a, 8 i ¥ que estan relacionades amb I’este-
quiometria de les reaccions. Aquestes Gltimes poden ésser interpretades
com:

a = Contingut en arabinosa hidrolizable, dins de I’hemicel-lulosa

B = Contingut en polimer hidrolitzable, dins de I’hemicel-lulosa

y = Contingut en xilosa hidrolitzable, dins del polimer P
si es té en compte que les reaccions son irreversibles, el valor d’aquestes
constants pot calcular-se a partir de les analisis de la matéria primera,
acceptant que I’hemicel-lulosa sols esta constituida per xilosa i arabino-
sa. Deduim aixi, a partir de les analisis, que el contingut en arabinosa de
I'hemicel-lulosa és d’'un 12% i el de xilosa d’'un 88%, i suposant que el
polimer P sols conté xilosa, ens queda:

a=0.12 g=0.88 y=1.0

i per tant un sistema d’equacions diferencials amb dos parametres (K, i
K,) que poden determinar-se a partir de les dades experimentals de
concentracio, mitjangant ajustos numerics.

4.4. Ajust dels parametres

A fi d’obtenir el conjunt de parametres que s’ajusti millor a les
dades experimentals s'utilitza un programa d’optimitzacié que segueix
un algorisme tipus Simplex Flexible*! on es minimitza el valor d‘una
funci6 error calculada com el quadrat de la diferéncia entre el valor de
la concentraci6 trobat experimentalment i el calculat, segons el model,
per un valor concret dels parametres. La integraci6 del sistema d’equa-
cions diferencials es fa per un métode numéric basat en el metode de
Runge-Kutta, que utilitza un pas d’integracié de grandaria variable.?* A
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la figura 5 es presenta un diagrama de flux del conjunt de programes
utilitzat.

El valor dels parametres obtingut per als experiments a 90°C es pre-
sente a la taula 1.

A la figura 6, es pot veure la relaci6 entre els valors experimentals i
els calculats segons les constants obtingudes en el model proposat. Els
residus (valors de la funci6 error) sén relativament elevats. S’observa

que les corbes modelitzades representen aproximadament I'evolucio
experimental de la concentraci6 de xilosa amb el temps. Dissortada-

|
P ——
Construccié del

polifdre

‘ d'integracid

Calcul de la

diferencials

funcid error

16 amb

Compara

les tolerdncies

variacid dels

parametre
que dont

menys error

Fig. 5. Diagrama de flux del programa d’optimitzacio.
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ment, hi ha una important desviacié en el cas de I’arabinosa. Cal tenir
en compte que els nivells de concentracié d’aquesta son molt baixos i
per tant la importancia relativa de l’error experimental, és més gran, si
es consideren les manipulacions prévies a I’analisi.

Malgrat aixo, la desviacio sistematica observada per aquest pro-
ducte, pot ésser consequencia de les hipotesis simplificatives del model,
en el qual es postula I'existéncia d’un sol polimer intermig quan el més
possible és que es tracti d’una série de polimers de diferent pes molecu-
lar i composicié, que fins i tot poden contenir unitats d’arabinosa. De
fet, en els cromatogrames es poden observar, en el transcurs de la reac-
cio, variacions del temps de retencié cromatografic dels pics identificats
com a polimers intermitjos de la reaccié. Aquestes variacions podrien

TAULA II
% H,SO4 K, (min!) K; (min™")
2.0 2.833 1072 6.641 1073
1.0 1.059 1072 1.279 1073
0.5 6.147 1073 6.264 1074

(g/L)
6 b4 9

s

3

CONCENTRACIO

2

1
.
.

o Arablnosa

o Yiloss

T T

4 L] L] ‘lﬂ " '|2 '|! 14 1S 16 17 18 'l' 20 '21 22 23 24
TEMPS (hores)

Fig. 6. Ajust dels parametres cinétics. Resultats de 'experiment a 90°C i 2% d’acid.
Es presenten els punts experimentals i la corba calculada segons els parametres

obtinguts.
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ésser atribuides a les variacions de pesos moleculars i de la seva natura-
lesa, detectats pel sistema cromatografic com-a variacions del temps de
retencié. La possibilitat de disposar de métodes d’avaluacié quantitativa
dels productes intermitjos de degradacio, ens podia permetre de postu-
lar un model més acurat que actualment no estem en condicions de
desenvolupar.

4.5. Influéncia de la concentracié d’acid

Es possible introduir dins les constants cinétiques la influéncia de la
concentracié de catalitzador, sobre la velocitat de reaccié. En aquest
sentit, s’han ajustat els valors dels parametres obtinguts, a una equacio
de tipus potencial, que és la més freqiient ala bibliografia:

ki = kio cy

Lajust es fa per minims quadrats lineals, obtenint-se les segiients
correlacions:

Ky =9.79 107% }%° Ky = 3.95 107 eiio%

R, =0.987 R?* = 0.987

4.6. Accessibilitat de la cel-lulosa

Un dels principals objectius del pretractament és augmentar ['acces-
sibilitat de la cel-lulosa present en el material, amb vista a la seva hidro-
lisi enzimatica. Per tal de comprovar-ho, es duen a terme assaigs d’acti-
vitat enzimatica amb palla de blat tractada a 90°C comparant-los amb la
palla sense tractar (sense extreure ’hemicel-lulosa, només amb l'extrac-
cio de solubles).

Els tests d’activitat enzimatica, es realitzen en unes condicions tals,
que la quantitat de sucres que s’obté pugui ésser analitzada per croma-
tografia liquida.

Des del punt de vista de conéixer I'efecte del pretractament sobre la
cel-lulosa, sembla interessant comparar la produccié de sucres entre
mostres que continguin la mateixa quantitat de cel-lulosa, el que repre-
senta diferent quantitat de palla, atés que la pretractada ja no conté
hemicel-lulosa. Tot i aix{, des del punt de vista de la productivitat d'un
reactor enzimatic que utilitzés com a substrat, bé palla tractada, bé
palla sense pretractament pot ésser interessant efectuar la comparacio
entre mostres que continguin la mateixa quantitat de matéria primera.
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S’ha realitzat una série d’experiments, les condicions i resultats dels
quals es presenten a la taula III on I"augment d’accessibilitat s’expressa,
tant respecte a la quantitat de cel- lul()Sd com de material lignocel-lulo-
sic. D’ aquests resultats es pot comprovar que I"augment d’accessibilitat
és practicament el mateix per al material tractat a les diverses concen-
tracions d’acid, observant-se un augment de I'ordre de 40% (referit a la
quantitat inicial de cel-lulosa) o de un 85% (referit a la quantitat inicial
de substrat).

Mitjangant la técnica de la Microscopia Electronica de Rastreig,
s’ha pogut observar la diferéncia estructural de les fibres vegetals, quan
es comparen dos materials, un d’ells tractat i I'altre sense pretracta-
ment. Les fotografies aix{ obtingudes es mostren a la figura 7.

Fig. 7. Observacions al microscopi electronic. A: Palla de blat sense pretractament,
B: Palla de blat tractada amb sulfdric a 90°C.
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TAULA 111
Tractament Substrat
Accessibilitat! Accessibilitat?

(% H2S04) (g)

- 0.131 1 1

0.5 0.100 1.384 1.819

1.0 0.100 1.465 1.925

2.0 0.100 1.414 1.852

(1) Accessibilitat referida al contingut en cel-lulosa del material
(2) Accessibilitat referida a la quantitat de substrat inicial

5. CONCLUSIONS

Del treball efectuat s’han tret les segiients conclusions:
1.— Com a consequéncia de la revisio bibliografica, s’ha escollit el
tractament amb acid diluit, per residus lignocel-lulosics, com un primer
pas en l'estudi d’un procés de revaloritzacio d’aquest tipus de material
per una via hidrolitico-fermentativa. ‘
2.— Com a materia primera s’ha utilitzat palla de blat, i s’ha posat a
punt un métode analitic per a conéixer la composici6 en sucres hidrolit-
zables.
3.— S’ha dut a terme el pretractament a diverses concentracions d’acid i
temperatures, observant-se que, a 90°C, s’obté la hidrolisi de la fraccio
hemicel-lulosica, donant xilosa i arabinosa com a productes majoritaris.
4.— S’ha efectuat I'estudi cinetic del procés d’hidrolisi tot proposant un
model amb dues reaccions consecutives de primer ordre, que representa
aproximadament Devolucié de la concentracié dels productes en el
temps.
5.— S’han avaluat els parametres cinétics intentant minimitzar les des-
viacions entre els valors experimentals i els calculats.
6.— S’ha trobat una correlacio entre els valors dels parameteres obtin-
guts i la concentracio d’acid, quan la temperatura es manté a 90°C.
7.— S’ha comprovat la major accessibilitat dels materials tractats res-
pecte dels no tractats per mitja d’assaigs d’activitat enzimatica de la
cel-lulasa sobre la fracci6 cel-lulosica, obtenint-se un augment en la
producci6 de sucres del 40%.
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