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El mundo se enfrenta actualmente a una
transicion de una economia basada en
combustibles fosiles a una economia en base
biologica (bioeconomia). En este contexto,
los residuos agricolas representan una
fuente abundante de biomasa, generalmente
de bajo coste, que se pueden revalorizar
para la produccion de bioenergia y
bioproductos.
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The world is currently facing a transition
from a fossil fuel-based economy to a
biologically based economy (bioeconomy). In
this context, agricultural waste represents an
abundant source of biomass, generally low
cost, that can be revalued for the production
of bioenergy and bioproducts.
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INTRODUCCION

La transicién de una economia en base a combustibles fésiles a una
verdadera economia “bio” o bioeconomia, se propone como una
etapa esencial para hacer frente a los retos globales que actualmente
enfrenta la sociedad: cambio climatico, degradacion de suelo y ecosis-
temas y demandas crecientes de alimentos y energia. Esta transicion
se basa en el uso integral de fuentes de biomasa sostenibles con el
fin de proporcionar una gran variedad de combustibles y bioproduc-
tos. Entre los distintos tipos de biomasa susceptibles de utilizacion
en este nuevo concepto de bioeconomia se encuentra la biomasa
lignocelulésica. La biomasa lignocelulésica comprende un amplio ran-
go de materiales de diferente procedencia (p.ej., residuos agricolas y
forestales, cultivos energéticos, residuos agroindustriales y la fraccion
organica de los residuos sélidos urbanos), que constituyen una amplia
fuente de materias primas renovables susceptibles de revalorizaciéon
a través de procesos de transformacién adecuados. En este sentido,
la biomasa de sarmiento, residuo originado en las operaciones de
poda de la vid, representa una fuente abundante y barata de biomasa
lignoceluldsica residual, que actualmente tiene un uso limitado como
combustible en industrias de generacion de energia y, principalmente,
en aplicaciones domésticas.

La biomasa lignocelulésica se compone mayoritariamente de los
carbohidratos, celulosa y hemicelulosa, y de la lignina, un polimero
polifendlico complejo que actiia como adhesivo de los carbohidratos,
aportando a las plantas su integridad estructural. Esta estructura com-
pleja de la biomasa lignocelulésica hace que se necesite un proceso
adecuado de pretratamiento o fraccionamiento que consiga extraery
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separar los componentes mayoritarios
para su posterior conversion a com-
puestos de alto valor afadido. Entre
las diferentes tecnologfas de fraccio-
namiento que se han desarrollado, la
utilizacion de liquidos idnicos (LIs) ha
despertado un creciente interés en la
comunidad cientifica, debido a que
muestran ventajas con respecto a los
disolventes convencionales, tales co-
mo estabilidad térmica y quimica, baja
volatilidad, alta conductividad eléctri-
ca, reciclabilidad y no ser inflamables
[1]. Los Lls son un grupo de sales que,
en general, se encuentran en estado
liquido a temperatura ambiente y es-
tan formados por un catién grande
(orgénico) y un anién pequeno (orga-
nico o inorganico). Esta polaridad por
el caracter iénico posibilita una mejor
capacidad de romper los polimeros.
En este contexto, se ha demostrado su
capacidad de disolucion tanto de la ce-
lulosa como de la lignina, influenciada
por la temperatura y la viscosidad [2].

El presente trabajo se enmarca
dentro de las actividades del proyec-
to coordinado BioVineShoot [https://
biovineshoot.es/], financiado por la
Agencia Espafola de Investigacion
(AEl) del Ministerio de Ciencia e In-
novacion. Dentro de este proyecto, la
Unidad de Biocarburantes y Biopro-
ductos (BIOCAR) del Ciemat participa
con el subproyecto Bioviseb (Biocon-
version de la fraccion celulésica de la
biomasa del sarmiento de la vid en
etanol y bioproductos), que se centra
en el estudio del proceso de conver-
sion de la biomasa de sarmiento de
vid, mediante una estrategia experi-
mental de fraccionamiento mediante
extrusion en combinacién con Lls. El
objetivo es obtener distintas corrientes
de proceso enriquecidas en los com-
ponentes mayoritarios de la biomasa:
celulosa, hemicelulosa y lignina. A
partir del sélido pretratado enrique-
cido en celulosa, el proyecto plantea
la optimizacién de la produccion de
azUcares fermentables para la trans-
formacion en productos de alto valor
afadido, como son el etanol como
biocombustible, y el &cido lactico y el

acido caproico como bioproductos. El
trabajo presentado aqui forma parte
de las actividades de dicho proyecto,
en la etapa de desarrollo del pretrata-
miento con Lls a nivel de laboratorio,
como etapa previa a su uso en com-
binacién con la extrusiéon. Como me-
dida de la eficacia del pretratamiento
empleado, se estudié la produccion de
azUcares fermentables mediante ensa-
yos de hidrélisis enzimética (HE) con
enzimas comerciales, en condiciones
de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

La biomasa de sarmiento utilizada
como materia prima en este estudio
fue proporcionada por la empresa
VanMander S. L (Santa Margalida,
Barcelona), molida a 2 mm en las
instalaciones del Ciemat en Soria
(Ceder-Ciemat), y almacenada a tem-
peratura ambiente hasta su uso. Para
el andlisis de composicion de la bio-
masa se tomaron tres muestras del
lote de sarmiento, y se caracterizaron
siguiendo los métodos estandares
establecidos por el National Renewa-
ble Energy Laboratory (Colorado, EE
UU), segun describen Sluiter y col.,
(2012) [3]. De esta forma, se obtuvo
una composicion media de la bio-
masa de sarmiento en cuanto a sus
componentes mayoritarios (celulosa,
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hemicelulosa y lignina) y minoritarios
(extractivos y cenizas).

El liquido idnico seleccionado fue el
acetato de 1-etil-3-metilimidazolio
[EMIM] [Ac], por su probada eficacia
en el pretratamiento de biomasa lig-
nocelulésica, por su basicidad en la
formacion del enlace de hidrégeno y
su capacidad de eliminacién de la lig-
nina. La mezcla de la biomasa de sar-
miento con el liquido i6nico se llevo a
cabo en tubos de ensayo de vidrio de
15 ml con tapén con rosca. Los mate-
riales se mezclaron en una proporcién
de 10 % (p/v) en base a peso seco de
sarmiento. Las mezclas se incubaron
en estufa a diferentes temperaturas y
tiempos de incubacion, dependiendo
del experimento. En un primer grupo
de experimentos se ensayé el efecto
del tamafio de particula (0,5 y 2 mm)
y el tiempo de incubacion (tres y seis
horas), en ensayos realizados a 110 °C.
Posteriormente, se enfoc el estudio
al efecto de la temperatura (80, 100
y 120 °C), con biomasa a 0,5 mmy
con un tiempo de incubacién de tres
horas. Finalmente, se ensay6 el sol-
vente de lavado (agua, etanol o ace-
tona: agua 50:50 (v/v)). En la Tabla 1
se muestran las distintas condiciones
de ensayo evaluadas en este trabajo.

CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LOS ENSAYOS REALIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DE
BIOMASA DE SARMIENTO CON [EMIM][AC]

Tamano Tiempo .
. Temperatura . . Disolvente
Ensayo  departicula o de incubacion
(°Q) . de lavado
(mm) (min)
1 0,5 110 3 Agua
2 0,5 110 6 Agua
3 2 110 3 Agua
4 0,5 80 3 Agua
5 0,5 100 3 Agua
6 0,5 120 3 Agua
7 0,5 120 3 Etanol
8 0,5 120 3 Acetona: Agua
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Pretratamiento de la biomasa de sarmiento con liquidos iénicos

Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion establecido, la mezcla se
filtré con un equipo de filtrado a vacio
y el sélido obtenido se lavo con 50 ml
de agua desionizada, para finalmente
separar una fraccién liquida, que con-
tiene la lignina extraida y una parte de
los azUcares derivados de las hemice-
lulosas. La fraccion sélida recuperada
tras el filtrado se pes6 y se seco en
estufa a 40 °C durante 24h para su
posterior andlisis -siguiendo la meto-
dologia antes mencionada para la ma-
teria prima- y para su utilizacién como
sustrato en los ensayos de hidrolisis
enzimatica. Un esquema del proceso
experimental seguido se muestra en
la Figura 1.

Los experimentos de HE se llevaron a ca-
bo en matraces Erlenmeyer de 100 ml,
con un volumen de trabajo de 50 ml. Se
utilizé una carga de sustrato del 5 % (p/)
en peso seco, que se disolvié en tampdn
citrato 50 mM pH 4,8. A esta mezcla
se anadieron 15 unidades de papel de
filtro (FPU, de sus siglas en inglés) /g
de sustrato de un coctel celulolitico
comercial (SAE0020, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania) y un 0,02 % en
peso de azida sodica (Scharlab, Barce-
lona, Espafia), para evitar una posible
contaminacién microbiana. Se afadié
el tensioactivo Tween 20 (Sigma Al-
drich, Darmstadt, Alemania), en una
concentracion de 25 pl/g de sustrato,
para facilitar la fluidificacién de la mez-
cla. Todos los experimentos se realizaron
por duplicado y se incubaron a 50 °C y
150 rpm durante 72 h. Como control,
se utilizd un material sin pretratar co-
mo sustrato. Al final de la hidrélisis se
tomd una muestra de cada matraz,
se centrifugd y se midié el conteni-
do en azucares en el sobrenadante
mediante cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC, por sus siglas
en inglés), segun se describe a con-
tinuacion. Las medidas se realizaron
por triplicado.

Para analizar los resultados de los
ensayos de HE se calculd el rendimien-
to de conversion de carbohidratos en
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azucares (celulosa y xilano en glucosa
y xilosa, respectivamente), segun indi-
ca la ecuacion (1):

Rendimiento de conversion de celulosa/
xilano (%) = g glucosa o xilosa en la
hidrdlisis enzimatica/100 g de glucosa o
xilosa en el material pretratado (1)

La concentracién de azUcares libres
(glucosa, xilosa, arabinosa, galactosay
manosa) en las muestras generadas en
el andlisis de composicion, asi como
en los medios procedentes de los en-
sayos de HE, se midié por HPLC en un

equipo Waters (Milford, MA, EEUU)
con detector de indice de refraccion
(modelo 2412), acoplado a una co-
lumna Transgenomic CarboSep CHO-
782 (Omaha, NE, EEUU). Como fase
movil se usd agua ultra pura a 0,6 ml/
min y la temperatura se mantuvo a
70 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la composicién me-
dia de la biomasa de sarmiento se
muestran en la Figura 2.

Esquema de la metodologia empleada para el pretratamiento de

biomasa de sarmiento con [EMIM][Ac]
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Por una parte, los resultados ob-
tenidos de la composicién de la bio-
masa de sarmiento muestran que
este material contiene alrededor
de un 50 % de su peso en carbohi-
dratos, de los que la celulosa es el
componente mayoritario (32,3 %).
En cuanto a la composicién de las
hemicelulosas, los datos obtenidos
reflejan la presencia mayoritaria del
polimero xilano (~15 %), seguido
por cantidades muy inferiores de
galactanos, mananos y arabinanos.
La deteccion de aproximadamente un
5 % de grupos acetilo muestran que
estos polimeros hemicelulésicos estan
fuertemente acetilados. Por otra parte,
el contenido en lignina acido insoluble
de alrededor del 25 % es similar al en-
contrado en otros materiales lignoce-
lulésicos como las maderas (15-28 %)
[4], que se consideran materiales muy
lignificados. Otros componentes mino-
ritarios, tales como los compuestos ex-
trafbles (extractivos, 8,3 %)y las ceni-
zas (3,6%), completan la composicion
de la biomasa de sarmiento.

Los resultados del rendimiento de
conversion de celulosa y xilano tras
el pretratamiento con [EMIM] [Ac]
de los experimentos 1 a 3 (Tabla 1),
se muestran en la Figura 3. Como se
puede observar, el empleo del mate-
rial con un tamafo de particula me-
nor (0,5 mm) conduce a la obtencion
de mejores resultados de conversion
en comparacion al tamafo de 2 mm,
en el caso de la conversién de celulosa
(85,9+ 1,4 % frentea 72,2 + 1,5 %),
asi como de xilano (95,8 + 1,5 - 99,2
+0,6 % frente a 83,4 + 2,0 %). Estos
resultados pueden considerarse muy
satisfactorios, y se encuentran en el
rango de los obtenidos con este LI en
otros materiales lignocelulésicos ta-
les como, p. ej., chopo [5] o biomasa
de bambu [6]. En cuanto al tiempo
de incubacion, la extension de tres a
seis horas no resulta en un aumento
significativo de liberacién de azuca-
res cuando se comparan los ensayos
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Efecto del tamario de particula y el tiempo de incubacién en el
rendimiento de conversidn de celulosa y xilano de biomasa de sarmiento pretratada

con [EMIM] [Ac]
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» La utilizacion de residuos biomasicos de origen
agricola para la produccion de biocombustibles
y bioproductos es una estrategia esencial para el
avance de la bioeconomia

con sarmiento a 0,5 mm, por lo que
se puede concluir que no es efectivo
alargar el periodo de incubacion mas
alla de ese tiempo. En este grupo de
experimentos, las concentraciones
mas elevadas de glucosa (16 gL") y
xilosa (6,0 gL™") se alcanzaron en el
experimento 1 (datos no mostrados).
Estos resultados, junto con los de los
rendimientos de conversién, llevan a
concluir que el tamano de 0,5 mm
y el periodo de incubacién de tres
horas se mantendran en el resto de
experimentos.

Los resultados del efecto de la tem-
peratura de incubacién de las mezclas
[EMIM][Ac]-biomasa de sarmiento (Fi-
gura 4) muestran un marcado efecto
del aumento de la temperatura en la
liberacion de azucares, con una me-
jora muy significativa del rendimiento
respecto al valor obtenido en la bio-
masa sin tratar (muestra control). El

tratamiento con [EMIM] [Ac] a 120
°C permite aumentar el rendimien-
to de 10,5 + 0,6 % a alrededor de
67,8 + 2,1 % en el caso de la con-
version de celulosa, y de 2,4 £ 0,3 %
a77,5+2,7 % en el caso del xilano
a la maxima temperatura de 120 °C.
Una revision en la literatura de los
parametros mas significativos en la
accion de los Lls en el fraccionamien-
to de la biomasa permite identificar
a la temperatura como uno de ellos,
siendo en la mayoria de los casos ne-
cesario aplicar temperaturas alrededor
o por encima de 100 °C para lograr un
efecto significativo en la disolucion del
material [7].

Finalmente, la Figura 5 muestra los
resultados obtenidos en los experimen-
tos 6, 7y 8, que se refieren a la utiliza-
cion de etanol o acetona para el lavado
del material pretratado con [EMIM] [Ac]
antes de realizar los ensayos de hidroli-
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Eficiencia Energética en el Centro de investigacion de Cepsa

sis enzimatica, en comparacion con el
uso de agua. Como puede observarse,
la utilizacién de acetona: agua 50:50
(v/v) da como resultado un incremento
muy significativo del 33 % en el caso
de la celulosa y del 26 % para el xila-
no, respecto al obtenido al lavar con

agua, y, en mayor medida, respecto al
lavado con etanol. Ello puede deberse
a la mayor capacidad de la acetona de
retirar del material pretratado los res-
tos de [EMIM] [Ac] que hayan podido
quedar en la superficie de las fibras y
gue puede estar dificultando la acce-

» El desarrollo de pretratamientos novedosos y
ambientalmente sostenibles es crucial para el
avance de las fecnologias de conversion biologica
de la biomasa lignocelulésica

Efecto de la temperatura de incubacién en el rendimiento de conversion
de celulosa y xilano de biomasa de sarmiento pretratada con [EMIM] [Ac]
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sibilidad de las enzimas celuloliticas.

En cuanto al grado de deslignifi-
cacion alcanzado en los distintos ex-
perimentos realizados, se obtuvieron
valores que varfan entre 15y 30 %
respecto al contenido en lignina de
la materia prima, dependiendo de las
condiciones del pretratamiento. Estos
resultados muestran que el tratamien-
to con Lls tiene un elevado potencial
como método de deslignificacion, si
bien es necesario todavia mejorar es-
tos rendimientos.

En resumen, este estudio permite
valorar la efectividad del tratamiento
de la biomasa de sarmiento con el LI
[EMIM] [Ac], estableciendo cuéles son
las condiciones de ensayo mas ade-
cuadas en cuanto a pardmetros como
el tamafo de particula de la biomasa
(0,5 mm), el tiempo de incubacion
(3 min), la temperatura (120 °C) o el
disolvente de lavado (acetona: agua
50:50 v/v), para maximizar la libera-
cion de azUcares potencialmente fer-
mentables a partir de la misma.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permi-
ten concluir que el tratamiento con
LIs es un método muy prometedor
para favorecer la produccién de azu-
cares potencialmente fermentables
a partir de la biomasa de sarmiento.
Las condiciones de tratamiento 6pti-
mas que se han determinado en este
trabajo para maximizar el rendimien-
to de liberacién de azucares por HE,
servirdn de base para el estudio de la
aplicacion de Lls, en combinacién con
la extrusion, en una etapa posterior
del proyecto. Este estudio supone una
contribucion al desarrollo de un méto-
do adecuado para la revalorizaciéon de
la biomasa de sarmiento de forma que
se consiga hacer un uso sostenible de
este abundante recurso. A su vez, esto
puede suponer un importante motor
de crecimiento social y econdmico en
zonas agricolas, a través del desarrollo
de nuevos procesos tecnoldgicos pa-
ra la obtencion de productos en base
biolégica que puedan sustituir a los
productos quimicos de origen foésil.
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