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Resumen

Resumen

Las biorrefinerias son procesos sustentables de conversion de biomasa para producir
combustibles y otros productos de valor agregado. La crisis energética por el agotamiento de los
combustibles fdsiles, asi como la contaminacion por los gases de efecto invernadero, demandan
la busqueda de fuentes de energia renovable. Por su abundancia y naturaleza renovable, la
biomasa lignocelul6sica destaca como materia prima para obtencion de productos de valor
agregado. Un meétodo de pretratamiento efectivo que permita el acceso a los componentes
principales de la BL (celulosa, hemicelulosa y Lignina), es imprescindible para el rendimiento y
obtencidn de bioproductos. Por ello en este trabajo se realiz6 un estudio de caracterizacion y

pretratamiento de biomasa lignocelulésica y la obtencion de azucares fermentables.

En el primer articulo que lleva por titulo: Pretratamiento de biomasa de Typha latifolia
con liguido i6nico imidazolio como estrategia para la produccién de azlcar, se estudio
el liquido iénico de cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim][CI]) para la disolucién de
la biomasa de Typha latifolia (TL). Los efectos de la temperatura ( X1, °C), el tiempo de
contacto ( X2, h) y la carga de solidos ( X3, % p/v) sobre la concentracion de azlcar reductor
(Y, mg/g) se determinaron mediante la respuesta Metodologia de superficie (RSM). Las
condiciones de pretratamiento se optimizaron mediante el disefio de Box-Behnken, y se
encontré que la produccion maxima de azUcares reductores fue de 214,14 mg de azucar/g de
biomasa seca, con una temperatura de 120 °C, un tiempo de 1 h y una carga de solidos del
6%p/v. Ademas, el andlisis mediante microscopia electronica de barrido (SEM),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y analisis térmico (TG-DTG)
sugirieron que el pretratamiento de la biomasa con IL podria alterar significativamente la
estructura lignocelulésica asociada con la recalcitrancia y, por tanto, promover la disolucion.

de la fraccion celulosica.

En el segundo articulo con titulo: Evaluacion de diferentes métodos de pretratamiento
del sargazo pelagico para la obtencion de azucares fermentables, se realiz6 un estudio de
caracterizacion con el objetivo de evidenciar la viabilidad del sargazo pelagico como fuente
potencial de biomasa para la obtencion de azucares fermentables, a partir de su
pretratamiento la evaluacion del pretratamiento. Los métodos de pretratamiento elegidos
fueron hidrolisis acida, hidrolisis alcalina, hidrolisis térmica y liquido ibénico. La



Resumen

caracterizacion por MEB-EDS, determino que la biomasa esta constituida por 33% C, 33%
0, 1% Mg, 3% P, y 8% Ca, lo que se atribuye a la composicion de la biomasa, la presencia
de Mgy Caes atribuida a que el alga fue recolectada de la playa. El andlisis de espectroscopia
de infrarrojo demostrd el contenido de carbohidratos, por la presencia de bandas en 1055 y
1033 cm™ de enlace C-O-C caracteristica del enlace 1-4-B-glucosidico. Los ensayos de
pretratamiento demostraron que sargazo es fuente potencial de biomasa para la obtencion de

bioproductos, debido a que presento un rendimiento de 66.5 mgAR/gBS.
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ABSTRACT

Biorefineries are sustainable processes for the conversion of biomass to produce fuels and
other value-added products. The energy crisis due to the depletion of fossil fuels, as well as
the pollution caused by greenhouse gases, demand the search for renewable energy sources.
Due to its abundance and renewable nature, lignocellulosic biomass stands out as a raw
material for obtaining value-added products. An effective pretreatment method that allows
access to the main components of BLC (cellulose, hemicellulose and lignin) is essential for
yielding and obtaining bioproducts. Therefore, in this work a study of characterization and
pretreatment of lignocellulosic biomass and the obtaining of fermentable sugars was carried

out.

In the first article entitled: Pretreatment of Typha latifolia biomass with imidazolium
ionic liquid as a strategy for sugar production, the ionic liquid 1-butyl-3-
methylimidazolium chloride ([Bmim][CI]) was studied for dissolution of Typha latifolia
biomass (TL). The effects of temperature ( X1, °C), contact time ( Xz, h) and solids loading
(X3, % w/v) on reducing sugar concentration (Y, mg/g) were determined by response surface
methodology (RSM). Pretreatment conditions were optimized using the Box-Behnken
design, and a maximum reducing sugar production of 214.14 mg sugar/g dry biomass was
obtained at a temperature of 120 °C, time of 1 h and solids loading of 6% w/v. In addition,
scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and
thermal analysis (TG-DTG) suggested that pretreatment of biomass with IL could
significantly alter the lignocellulosic structure associated with recalcitrance and thus promote

dissolution of the cellulosic fraction.

In the second article entitled: Evaluation of different pretreatment methods of pelagic
sargassum to obtain fermentable sugars, a characterization study was carried out with the
objective of demonstrating the viability of pelagic sargassum as a potential source of biomass
to obtain fermentable sugars, based on its pretreatment and the evaluation of the pretreatment.
The pretreatment methods chosen were acid hydrolysis, alkaline hydrolysis, thermal
hydrolysis, and ionic liquid. Characterization by SEM-EDS determined that the biomass is
constituted by 33% C, 33% O, 1% Mg, 3% P, and 8% Ca, which is attributed to the
composition of the biomass, the presence of Mg and Ca is attributed to the fact that the algae
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was harvested from the beach. Infrared spectroscopy analysis demonstrated the carbohydrate
content, by the presence of bands at 1055 and 1033 cm-1 of C-O-C bond characteristic of the
1-4-B-glucosidic bond. Pretreatment tests showed that sargassum is a potential source of

biomass for obtaining bioproducts, since it presented a yield of 66.5 mgAR/gBS.
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Introduccion

INTRODUCCION

La via méas econdmica para la obtencién de productos de valor agregado a partir de una fuente
renovable es la biomasa lignocelulésica (BLC)[1, 2]. La BLC, por su abundancia y
composicion posee un alto potencial en la produccion de biocombustibles, cogeneracion de
energia eléctrica y generacion de compuestos quimicos [3-5]. Generalmente se compone de
38-50 % de celulosa, 23-32% de hemicelulosa y 15-25 % de lignina[6-8]. Un proceso de
pretratamiento es de suma importancia para superar la recalcitrancia de la biomasa
lignocelul6sica y acceder a sus componentes principales (celulosa, hemicelulosa y lignina)
para su posterior conversion a bioproductos [9, 10]. Para lograr la hidrolisis de la biomasa
lignocelulosica, se han propuesto diferentes métodos de pretratamientos, entre los que
mejores resultados han presentado, destacan la hidrolisis acida y la hidrolisis alcalina, ademas

de los liquidos iénicos.

La relevancia de la transformacion de biomasa a productos de valor agregado es su origen
renovable, sin embargo, la mayoria de los estudios realizados y los que mejores rendimientos
han demostrado, se trata de biomasas que son fuente primordial de alimentacién, como por
ejemplo maiz, cafia de azlcar y remolacha [11-14]. En este contexto es necesaria la busqueda
de sustratos lignocelulésicos con alto contenido de carbohidratos, que sean de abundantes en

la naturaleza pero que ademas no sean fuente de alimentacion.

Actualmente la problematica del arribo incontrolado de sargazo al caribe mexicano y a los
innumerables problemas asociados al varamiento de ente en las constas y playas, surge la
necesidad de una gestion sostenible de estas algas [15, 16]. Se han realizado grandes
esfuerzos por contener la acumulacion del alga, desde la recoleccidn en el mar hasta limpiar
manualmente las playas, sin embargo, estos esfuerzos no son suficientes ya que las enormes
cantidades de biomasa marina solo son retiradas de las playas sin una disposicion final
adecuada. Por otro lado, por su abundancia y rapida proliferacién, la Typha Latifolia ha
llegado a ser considerada como una maleza, que puede favorecer la invasion de canales,
reservorios de agua, campos de cultivos, entre otros, llegando a ser responsable de la
eutrofizacién de estos[17, 18]. Por ello, en este trabajo se realiz6 la evaluacién de Typha
Latifolia y Sargazo pelagico como fuentes de biomasa lignoceluldsica para la obtencion de

productos de azucares reductores. Tras la evidente necesidad de una transicién hacia una

13
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bioeconomia circular basada en la valorizacion de fuentes de energia renovable, la Typha
Latifolia y Sargazo Peldgico ejemplifica un paradigma de economia circular en la
bioeconomia actual. Estas plantas acuaticas y algas, a menudo vistas como invasivas 0
residuos, se convierten en valiosas fuentes de biomasa. Los procesos de conversion de
lignocelulosa dentro de estos materiales, como la espadafia y el sargazo, permiten la
obtencion de azlcares reductores que a partir de hidrolisis enzimatica y posterior
fermentacion, son transformados a bioetanol. Lo que hace que esta estrategia sea aln mas
poderosa es la aplicacion de un enfoque integral. Tras la evaluacion de métodos de
pretratamiento de biomasa lignocelul6sica que permitan la extraccion eficiente de la
extraccion de los carbohidratos, se realiz6 el uso de liquidos iénicos como disolventes verdes
de biomasa, asi como el estudio previo de la eficiencia de estos, a partir del uso de
simuladores como COSMO-RS y ASPEN PLUS lo que reduce el desperdicio de reactivos y

la contaminacion por la generacién de residuos.

14



Copitutr 1

o Marco
Tedrico



Marco Teorico

1. MARCO TEORICO

1.1 Biomasa lignocelulésica
La biomasa lignoceluldsica es una de las fuentes de energia renovable més abundante en la
tierra[19, 20], se ha estimado un rendimiento anual en aumento de 200 mil millones de
toneladas [4]. En los ultimos afios se ha convertido en objeto de estudio de multiples
investigaciones por su composicion rica en azucares, que pueden procesarse para producir
biocombustibles de segunda generacion y compuestos de origen bioldgico [1, 21, 22]. La
madera, el pasto, los residuos forestales, los residuos agricolas y los residuos sélidos urbanos
son excelentes ejemplos de materiales lignoceluldsicos que pueden utilizarse en la
produccion de biomasa lignoceluldsica. Tipicamente contienen celulosa (30-50%),
hemicelulosa (15-35%) y lignina (10- 30%) de peso seco [23]. En la tabla 1 se muestra la
composicion promedio de los componentes principales (celulosa, hemicelulosa y lignina) de

algunos tipos de biomasa.

Tabla 1. Composicién promedio de algunos tipos de biomasa lignocelulésica (%p/p)

Material % % %

Lignocelulésico Celulosa  Hemicelulosa Lignina Referencia
Bagazo de cafia de 36.60 18.70 19.80 Raj et al. [24]
azucar
Madera de Eucalipto 46.6 22.1 30.3 Pereira et al. [25]
Olote de maiz 32.20 29.00 15.80 Raj et al. [24]
Paja de maiz 31.7 27.64 18.01 Liu et al. [26]
Aserrin de pino 55.92 15.35 10.55 Mishra and Mohanty [27]
Cascarilla de arroz 34.32 17.87 20.00 V. Sorn, et al. [28]
1.1.2 Celulosa

La celulosa es el carbohidrato dominante en la biomasa y es ciertamente la materia mas
abundante en el planeta. Este polimero consiste en unidades de glucosa unidas por enlaces
glicosidicos f(1—4) como se muestra en la figura 1 Las cadenas de celulosa se estabilizan
mediante enlaces intermoleculares, dando lugar a una estructura fuertemente enlazada y muy

resistente a gran variedad de disolventes [29]. El grado de polimerizacion de la celulosa se

17
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define como ¢l nimero a repetir de unidades de anhidro glucosa (B-D-glucopiranosa) unidas
entre si mediante un enlace glicosidico entre el carbono 1y 4 en la cadena polimérica [30].
El promedio del GP depende del origen y el tratamiento de la celulosa.

5)
/ OH OH
OH / oH w4 o
14
HO7\V/ \0/4\\\_?\//0\ o Hof\/// \0/ N\ T—L—"
O\4AO HOAA“/ \4¢0 HO
OH OH

L B J

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa.

1.1.3 Hemicelulosa
La hemicelulosa estd compuesta por polimeros de diferentes azucares con cadenas mas cortas
y ramificadas, lo que la hace méas amorfa y facil de hidrolizar en sus azlcares constituyentes
que la celulosa. En estado natural consigue tener un grado de polimerizacion que no excede
a los 200 mondémeros [31]. Su papel es suministrar la union entre la lignina y la celulosa
para proporcionar rigidez a la pared celular y son insolubles en agua.

La hemicelulosa es un heteropolisacarido formado por una serie de azucares, entre los cuales
destacan la arabinosa, la galactosa, la glucosa, la manosay la xilosa; en la figura 2 se muestra

la estructura quimica de estos azucares.

CHO (|JHO (llHO (leO CHO
H——OH H——OH HOTH H—| OH HI— OH

HO——H HO——H HO——H

HO——H HO——H | | |
H—l OH HOTH Hl— OH
H——OH HO——H H—| OH H—|OH H|—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-xylose L-arabinose D-mannose D-galactose D-glucose

Figura 2. Estructura quimica de los principales aztcares de la hemicelulosa

18
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La hemicelulosa se caracteriza por ser una molécula con ramificaciones, tal como el &cido
urénico, capaz de unirse a las otras moléculas mediante enlaces que constituyen la pared
rigida que protege a la célula de la presion ejercida sobre ésta por el resto de las células que
la rodea. La hemicelulosa se clasifica en pentosanos y hexosanos. Los pentosanos estan
constituidos fundamentalmente por aldopentosas (monosacaridos de 5 atomos de carbono) y
los hexosanos estan formados por aldohexosas (monosacaridos de 6 atomos de carbono) [26,
32-34].

1.1.4 Lignina
La lignina es un polimero organico amorfo, insoluble, muy dificil de aislar en su estado
natural, que imparte rigidez a la estructura de la pared celular [14, 35]. Una de las
caracteristicas mas inusuales de la lignina es que sus monomeros estan unidos por distintos
tipos de enlaces covalentes, que estan irregularmente distribuidos a lo largo de la cadena de
la lignina, dando lugar a una estructura muy compleja, como se puede apreciar en la Figura
3. La lignina se encuentra en la biomasa entre un 10 y 30 % dependiendo de la especie
vegetal. Detras de celulosa y hemicelulosa, es el tercer biopolimero mas abundante en la
Tierra. Se encuentra principalmente en la ldmina media de la pared celular y en las capas de
la pared celular formando junto con la hemicelulosa una matriz alrededor de las microfibras
de la celulosa [29].

I
Loy

T
H
\C\C’C“‘ o CCH ocH,
~ H
CH;0 s R on
. O—~c-C OCH,
“o—F~u
H H_ 0
OCH;  HO—-—C., /

TN

Figura 3. Estructura quimica de la lignina.
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1.2 Biorrefineria
El concepto de biorrefineria refiere a el proceso sostenible de transformacion de biomasa
para la obtencion de combustibles, electricidad y productos quimicos [36, 37]. Este concepto
a ganado atencién en los ultimos afios debido a que en la actualidad mas del 85% de la
demanda energética mundial depende los combustibles fosiles (refineria petroquimica),
aunado a esto el evidente agotamiento de los recursos no renovables y el aumento
poblacional, asi como el impacto ambiental por los gases de efecto invernadero (GEI) que se
producen por el uso de los combustibles como las gasolinas [38]. La seguridad energética, la
economia y el cuidado del medio ambiente son temas de interés social para muchos paises,
por lo que la biorefinacion de biomasa lignoceluldsica podria garantizar la demanda
energética futura [39].

1.2.2 Biocombustibles a partir de la biomasa lignoceluldsica
Se entiende por biocombustible a aquellos combustibles que se obtienen en forma sustentable
de biomasa, es decir, de organismos recientemente vivos o sus desechos metabdlicos y que
son producidos a partir de materias primas de origen principalmente vegetal, siendo éste
agropecuario, agroindustrial, desechos organicos, desechos forestales, macro y microalgas
[1,5, 12, 40, 41]. Su uso genera una menor contaminacion ambiental, ya que el CO2 generado
en la combustién del biocombustible es fijado por la biomasa al crecer, a través del proceso
de fotosintesis. Asi, la emision neta de CO> es aproximadamente nula [42]. Es por esto por
lo que los biocombustibles son una alternativa viable al agotamiento de energias fosiles,
como el gas y el petréleo, teniendo en cuenta que no se agoten los suelos ni se contaminen

tanto los campos de cultivo como los ecosistemas acuaticos [43].

Los biocombustibles conocidos hasta ahora son el biodiesel, bioetanol y biogas. El biodiesel
es un combustible compuesto por el éster de un acido graso que es elaborado a partir de
aceites vegetales o animales, apto como sustituyente del Petroleo en motores Diesel. El
biodiesel se puede extraer del Raps, Soya y otras oleaginosas, como también aceites usados
y de la grasa animal [44, 45]. Por su parte, el biogas es una mezcla gaseosa producida por la
descomposicion de la materia organica, compuesto principalmente por metano (CH4) y
dioxido de carbono (CO>), que se producen por digestion de la materia organica en ausencia

de aire por la accion de microorganismos. Finalmente, el bioetanol es un alcohol proveniente
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de la fermentacion de glucosa que se recupera por medio de un proceso de destilacion [46,
47]. Se puede extraer de cereales, papa, cafia de azUcar, biomasa forestal, residuos pecuarios,
residuos de las cosechas y las agroindustrias [48].

1.3 Material precursor

1.3.2 Typha Latifolia
La Typha latifolia es una planta herbdcea pertenece del genero cosmopolita de
aproximadamente 10 especies, que viven generalmente cerca del agua, en pantanos, pozos y
lagos. También conocida como espadafia, totora o tule, pertenece a la familia de las Typhaceae,
en su estado adulto alcanzan alturas entre 3.5-4.0 m. Se le ha considerado como maleza
acuatica por cubrir grandes extensiones de terreno y obstaculizar el riego, la pesca y la
navegacion. Es una especie de amplia distribucion en América, Asia y Africa [49].

Son plantas indicadoras por excelencia de la salud de los humedales. Pueden tolerar
inundaciones estacionales, pobres condiciones de suelo y salinidad moderada [17]. Con
grandes afluentes de nutrientes o aguas naturales, las espadafas son invasoras agresivas. Su
distribucion en el mundo va desde las zonas boreales hasta las zonas tropicales. La planta
puede producir de cientos a miles de semillas que son eficientemente dispersadas y germinan

en suelos escasamente himedos o en aguas muy superficiales [50-52].

Typha latifolia se ha utilizado en la preservacion de habitats y en la restauracién de
humedales. Sin embargo, el uso de esta planta en sistemas acuaticos preservados puede
favorecer la invasion de canales, reservorios, campos de cultivos, etc. La planta puede
producir efectos nocivos en lagos con fines de recreacion, reducir la biodiversidad y
desplazar especies deseables en ciertos habitats, ya que pueden alcanzar una densidad de 300

y hasta 400 plantas por metro cuadrado [53, 54].
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Figura 4. Typha Latifolia

1.3.1 El Sargazo Pelagico
El sargazo es un tipo de macroalga color marrén que no esta sujeta a un sustrato en el fondo
marino, sino que flotan en la superficie del mar, (del género Sargassum del tipo
holopelagico); es decir, pasa toda su vida flotando en el mar. Algunas especies tienen

vesiculas llenas de gas para mantenerse a flote y promover la fotosintesis [55, 56].

A partir de 2011 y sin previo aviso se detectaron en el mar Caribe agregaciones significativas
y atipicas de sargazo pelagico o flotante de las especies Sargassum natans y S. fluitans.
Ahora sabemos que esta gran biomasa de sargazo sigue una corriente marina que circula por
latitudes tropicales desde las costas del Atlantico oriental, frente a Africa occidental y la
desembocadura del rio Congo, para llegar al mar Caribe y el golfo de México después de
haber pasado por las costas del noreste de Brasil, frente a la desembocadura del rio Amazonas

y girar finalmente rumbo al norte [15, 57-60].

Figura 5. Sargazo Pelagico
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1.4 Pretratamiento de biomasa lignocelulésica

Una de las etapas mas importantes para la conversion de biomasa lignocelulésica en
productos para los biocombustibles es el tratamiento de la biomasa. Aunque existen
numerosos estudios de procesos en los que se realizan hidrolisis y conversion a productos sin
pasar por una etapa previa de tratamiento [32, 61-63], es bien sabido que el efecto del
tratamiento de estos materiales es méas beneficioso en la obtencion de mejores resultados. Los
objetivos del proceso de tratamiento son principalmente reducir la cristalinidad de la celulosa
y aumentar la porosidad de los materiales lignoceluldsicos, ademas de intentar eliminar la
lignina y la hemicelulosa. Todo tratamiento debe cumplir con una serie de requisitos: (1)
mejorar la formacion de azucares o la capacidad de formarlos posteriormente en la hidrélisis,
(2) evitar la degradacion o pérdida de los hidratos de carbono, (3) evitar la formacion de
subproductos que puedan inhibir etapas posteriores como en los procesos de hidrdlisis y
finalmente (4) deben de ser rentables [40, 64, 65].

1 Pretratamiento I | \
Celulosa \ |
M
i
- Nl
: Liquido hidrolizaW'd" e
Lignina |\/‘\

Figura 6. Pretratamiento de biomasa lignocelulésica

1.5 Metodos de Pretratamiento
1.5.1 Hidrdlisis acida
La hidrolisis acida consiste en un proceso quimico que, mediante el empleo de catalizadores
acidos, transforma las cadenas de polisacaridos que forman la biomasa (hemicelulosa y
celulosa) en sus monémeros elementales. Este tipo de hidrolisis puede realizarse empleando
diferentes clases de acidos como el &cido sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico

y férmico [66]. Los procesos que implican acidos concentrados operan a baja temperatura,
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pudiendo obtenerse altos rendimientos de hidrolisis (superiores al 90% de la glucosa
potencial). A pesar de esto, la gran cantidad de acido empleado en la impregnacion del
material a tratar y lo costoso de su recuperacién, aunado a los efectos corrosivos de los acidos
concentrados que obliga a altas inversiones en los equipamientos, hacen que el proceso no
sea rentable. Ademas, tiene el problema asociado de que es necesario una costosa etapa de

neutralizacion antes de la fermentacion [67-69].

Los procesos que emplean acidos diluidos tienen su principal ventaja en el relativamente bajo
consumo de &cidos. Sin embargo, se requieren relativamente altas temperaturas para alcanzar
rendimientos aceptables de conversién de celulosa a glucosa. EI m&ximo rendimiento en
glucosa se consigue a altas temperaturas y tiempos de residencia cortos. Este tipo de procesos
operan a una temperatura de 240 °C, una concentracién de acido de 1 % (p/v) y un tiempo de
reaccion de 6-12 segundos. Aun asi, bajo estas condiciones los mejores rendimientos
alcanzados estan en torno al 60% del rendimiento tedrico [47]. Las temperaturas que se
emplean en estos procesos originan, por un lado, una mayor corrosién de los equipos
empleados y, por otro lado, aumenta la tasa de degradacion de los azucares de hemicelulosa

los cuales pueden afectar a la posterior etapa de fermentacion.

1.5.2 Hidrdlisis alcalina

El tratamiento alcalino es capaz de separar tanto la hemicelulosa como la lignina, sin tener
grandes efectos sobre los demas componentes. Los reactivos mas utilizados son NaOH, NHs,
CaOy Ca(OH)2, y a diferencia de los tratamientos acidos, no necesitan temperaturas tan altas,
aunque si por lo general, necesitan tiempos méas prolongados de reaccion, ademas no
degradan tanto los azucares. El uso de un alcali provoca la degradacion del éster y cadenas
laterales alterando la estructura de la lignina. De esta manera se provoca una pérdida de la
cristalinidad de la celulosa y solvatacion parcial de la hemicelulosa. Sin embargo, este
tratamiento tiene como desventaja, que algunas bases se convierten a sus sales no pudiendo
recuperarlas y algunas de estas sales pueden quedar incorporadas en la biomasa en el proceso
del tratamiento [70, 71].
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1.5.3 Hidrodlisis enzimatica
La hidrolisis enzimatica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas denominadas
genéricamente celulasas, que son en realidad, una mezcla de distintas actividades enzimaticas
cuya accion conjunta produce la degradacion de la celulosa. Las plantas superiores, algunos
invertebrados y principalmente microorganismos (hongos y bacterias) son productores de
este tipo de enzimas. Las celulasas de origen fungico, principalmente de los géneros
Trichoderma, Phanerochaete y Fusaruim, han sido las més estudiadas por la capacidad de
estos microorganismos de producirlas en grandes cantidades y de forma extracelular,

facilitando su separacién en los medios de cultivo [72].

1.5.4 Hidrolisis térmica

La hidrolisis térmica es una estrategia eficiente que promueve la digestibilidad enzimatica de
la biomasa lignoceluldsica, basicamente es la coccién del sustrato en agua a altas
temperaturas. El pretratamiento con agua caliente (HW) afecta a todas las fracciones de las
paredes celulares vegetales que son parcialmente hidrolizadas en el medio de reaccién,
mientras que la pequefia cantidad de lignina solubilizada puede sufrir condensacién y re-
deposicion en la superficie de las fibras. La hidrolisis del agua promueve la generacion de
protones, ataca a los grupos acetilo y a las hemicelulosas que son liberadas en forma de
oligosacéaridos y monosacaridos [73, 74].

1.5.5 Disolucion en liguidos i6nicos
Los liquidos i6nicos poseen una serie de propiedades que los hacen especialmente
interesantes para el tratamiento de los materiales lignoceluldsicos. Son sales constituidas por
un catién organico y un anién organico o inorganico, tales como piridinio, imidazol, fosfonio,
0 amonio y cloruro, acetato, bromuro, metilsulfato o trifluoroborato, respectivamente. En la

Figura 7 se muestran algunos ejemplos de liquidos ionicos.
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Figura 7. Ejemplos de liquidos i6nicos comerciales a) cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio,
b) acetato de 1-etil-3-metilimidazolio, ¢) cloruro de 1-etil-3-metilimidazolio y d)
bromuro de 1-butil-3-metilimidazolio.

Muchas de estas sales funden a temperaturas por debajo de 100 °C y la mayoria de ellas son
liquidas a temperatura ambiente. Estas caracteristicas, sumadas a su baja presién de vapor y
a su posibilidad de reciclaje, hacen que los liquidos i6nicos sean muy utiles para gran
variedad de aplicaciones y que se consideren disolventes verdes. Pero su gran interés no
radica Unicamente en estos aspectos. Un factor clave es el hecho de que existen, al menos,
un millon de liquidos idnicos simples que se pueden sintetizar de forma relativamente sencilla
en el laboratorio [75]. Los liquidos ionicos exhiben propiedades Unicas tales como; presion
de vapor despreciable, extraordinarias propiedades de disolucién, muchos de ellos son
liquidos a temperatura ambiente, conductividad eléctrica alta, volatilidad e inflamabilidad
bajas. Ademas, tienen gran estabilidad térmica y quimica y pueden presentar interacciones
i6nicas y no idnicas. Otras propiedades son: viscosidad elevada a temperaturas bajas, aunque
varia de forma compleja, densidad entre 1-6 g/cm?, aumentando con la longitud de la cadena,
capacidad calorifica mayor a la del agua y una conductividad térmica entre el tolueno y el
agua [76-78].

La disolucion de la celulosa o la biomasa lignocelulosica en liquidos ionicos facilita de una
forma extraordinaria la hidrolisis de los biopolimeros (celulosa y hemicelulosa) debido a la
eliminacién de las barreras de proteccion estructurales, enlaces de Van der Wals y por
puentes de hidrégeno, de los centros de hidrélisis. Asi, una vez que se disuelve en liquido
ionico, la hidrolisis acida se produce incluso a temperaturas por debajo de 100 °C [13, 79—
81].

La celulosa se puede disolver al romper sus enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares.

Los liquidos i6nicos se han introducido como solventes para celulosa y biomasa

/ NeCHs +CH3 /N +CHs ~CHs
G @ |4|3c/—N\7,’\l @
e— Ac
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lignocelulosica. Su principal propiedad que favorece la disolucion de biomasa es la polaridad,
asi como la forma bésica de los aniones y la capacidad para generar enlaces -H. La figura 5
demuestra el mecanismo de disolucién de celulosa en liquido iénico Bmim(Cl), la cual se
encuentra asociada a la formacion de enlaces de hidrogeno formados entre los protones del
grupo hidroxilo de la celulosa y el anion (CI") del liquido i6nico, rompiendo los enlaces de
hidrégeno intermoleculares fuertes que existen entre las cadenas de carbohidratos, mientras
que los protones el cation imidazol (1-butil-3-metilimidazolio), prefieren asociarse con los
atomos de oxigeno de los grupos hidroxilo de la celulosa, rompiendo los enlaces
intramoleculares de la celulosa, dando paso a la disolucién [32, 82, 83]. Las soluciones de
IL se vuelven cada vez méas viscosas a medida que aumenta la longitud del oligdmero de
celulosa disuelto [84]. El empleo de solventes como acetona, etanol y agua, permiten la
precipitacion de la celulosa disuelta debido a que la celulosa es insoluble en agua y que por
el contrario el LI es completamente soluble, lo que una mezcla de estos solventes permite la

separacion de la celulosa disuelta [85].
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1.5.6 Irradiacion gamma de biomasa lignocelulésica
En las Gltimas tres décadas ha crecido el uso de la irradiacion gamma como una fuente de
energia para aplicaciones de procesamiento quimico. El hecho de que la radiacion pueda
iniciar reacciones quimicas o destruir microorganismos ha permitido su uso a gran escala en
diversos procesos industriales. La irradiacion gamma se usa para esterilizar diversos
productos como alimentos deshidratados, materiales desechables de uso médico y quirdrgico,
entre otros. La radiacion gamma (y) es un tipo de radiacion electromagnética de alta energia
formada por fotones y producida generalmente por elementos radioactivos [86, 87]. Con la
radiacion gamma es posible modificar la estructura quimica de los compuestos a través de
tres procesos: escision o rompimiento de cadenas, entrecruzamiento entre cadenas e injerto.
La influencia de cada proceso depende de la tasa de dosis, de la atmdsfera y la temperatura a
la cual se realiza la irradiacion y el tratamiento post-irradiacion. En la figura 5, se muestra

esquematicamente el efecto de la irradiacion en biomasa.

— haz de electrones

Aclerador
[ | — )
Desviacion
» magnética
S Biomasa polimérica
~ T 7_ - ~
Reticulacién

Escision
Figura 9. Esquema del efecto de la irradiaciébn gamma sobre la biomasa [86].

El proceso de irradiacion gamma es un proceso ionico, sin calor que continuamente es visto
COMO Uun Proceso para preservar compuestos y para sanitizar materiales. Sin embrago,
recientemente se ha llevado a su aplicacién en polimeros en donde esta técnica presenta
resultados satisfactorios, ya que se observaron cambios significativos en los enlaces
quimicos, obteniéndose propiedades especificas de los mismos. La modificacion de la

estructura quimica es a través de la formacion de grupos funcionales como carbonilos,
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carboxilos, ésteres e hidroxilos; induciendo de forma simultaneamente, tanto la ruptura de

las cadenas hidrocarbonadas como el entrecruzamiento entre ellas [11, 88, 89].

La irradiacion gamma también se ha aplicado a la modificacion de las propiedades de
materiales lignoceluldsicos como el almidon y chitosan [90]. Los efectos de irradiacion en
estos polisacaridos implicaron despolimerizacion y degradacion, asi mismo la disminucion
de viscosidad, aumento de la solubilidad en agua y su gelatinizacion [91-93]. Ademas, la
radiacion ionizante conduce la degradacion de polisacaridos tales como almidén, celulosa y
pectina por la escision de los enlaces glicosidicos [93]. Las ventajas de esta técnica implican
la nula introduccién de productos reactivos y sin la necesidad de equipos especiales para
controlar la temperatura, o bien la adicion de aditivos [87]. Por lo tanto, esta tecnologia es
sencilla y no presenta efectos medioambientales en comparacion con los métodos

convencionales, siendo una alternativa prometedora.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion
La biomasa lignocelulésica de desecho puede considerarse como materia prima alternativa
para la obtencion de bioproductos que puedan satisfacer las necesidades energéticas
renovables, sin embargo, aun existen limitaciones tanto de caracter técnico, economico y de
tipo ambiental. El Sargazo pelagico y la Typha Latifolia son excelentes candidatos como
sustratos para la obtencidn de bioproductos, debido a su abundancia y que en el caso del
sargazo genera problemas al acumularse de manera excesiva en las costas del caribe
mexicano. Los materiales lignoceluldsicos deben ser fraccionados en sus componentes de
forma econémica y medioambientalmente sostenible, es decir empleo de reactivos no
toxicos, reduccion del consumo de energia y menor produccion de residuos. Sin embargo, el
numero de disolventes en los que pueden solubilizarse es limitado, lo cual restringe sus
aplicaciones. En la actualidad, la celulosa y la lignina contenidas en materiales
lignocelulbésicos son separadas mediante métodos quimicos, &cidos o basicos, altamente
contaminantes, en los cuales las fibras son liberadas de la matriz de la biomasa
lignocelulésica, mientras que la lignina se retira disolviéndose en solucion quimica a alta
temperatura. Los liquidos ionicos se presentan como una solucion prometedora al problema
que supone disolver y fraccionar la biomasa, imprescindible para que pueda ser aprovechada
eficazmente. Por ello, se plantea el evaluar la disolucion de biomasa lignocelulésica a partir
de liquidos i6nicos. Asi, una vez que los carbohidratos son aislados del resto de componentes
del material lignocelulésico, podran ser hidrolizados y obtenerse sus correspondientes
azucares. Lo anterior, busca un aprovechamiento mas sostenible y eficiente de los materiales
lignocelulodsicos, como alternativa a los métodos convencionales de separacion de sus

constituyentes.

Debido a lo anterior, la presente investigacion propone seleccionar un conjunto de liquidos
ionicos que por medio de la herramienta de simulacion molecular COSMO-RS puede
determinar cual es el liquido i6nico con mayor potencial para promover el fraccionamiento

del material lignocelulésico.
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2.2 Hipotesis
Los sustratos lignoceluldsicos, Typha Latifolia y Sargazo pelagico, son excelentes fuentes
de biomasa cuando se emplean liquidos i6nicos ( [Emim][CI], [Bmim][CI], [Bmim][Ac],
[Amim][CI], [Bmim][Br] ) para hidrolizar sus componentes de la biomasa lignocelulésica

del sargazo peléagico (celulosa y hemicelulosa) a azucares fermentables.

2.3 Objetivos
2.3.1 Objetivo General
Evaluar el potencial de la Typha latifolia y el Sargazo pelagico como fuentes de biomasa
lignocelulosica para la obtencion de productos de valor agregado, a partir de diferentes
métodos de pretratamiento y la simulacion en COSMO-RS Y ASPEN -PLUS.

2.3.2 Objetivos Especificos:

» Analizar los efectos de la variacion de temperatura, tiempo de residencia y
concentracion de biomasa en los rendimientos de sacarificacion empleando los
liquidos idnicos cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio [Bmim] ClI, cloruro de 1-etil-3-
metilimidazolio [Emim] Cl y acetato de 1-etil-3-metilimidazolio [Emim] OAc.

» Cuantificar la produccion de azucares reductores en la fraccion liquida de todos los
pretratamientos mediante fotocolorimetria (UV/VIS).

» Optimizar el proceso de pretratamiento con liquidos iénicos ([Bmim]Cl, [Emim]ClI,
[Emim]OAC) para maximizar el rendimiento de azucares reductores a través de la
metodologia de superficie de respuesta Box—Behnken

» Simular la solubilidad de celulosa, hemicelulosa y lignina en liquidos i6nicos
mediante COSMO-RS, con el propésito de evaluar el comportamiento de dichos
liquidos idnicos como disolventes de lignocelulosa.

» Seleccionar un LI adecuado con base en sus propiedades fisicoquimicas (estructura
electronica y origen de interacciones ionicas) para su empleo en el fraccionamiento
de biomasa a nivel laboratorio.

» Analizar la influencia de los liquidos i6nicos sobre el sargazo mediante
caracterizacion por microscopia electrénica de barrido (SEM-EDS), espectroscopia
infrarroja (FTIR) y termogravimetria (TGA).
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiales
Thypha Latifolia y Sargazo pelégico, fueron los dos tipos de materiales lignoceluldsicos
empleados para el desarrollo de esta investigacion. La Typha Latifolia, fue recolectada en la
comunidad de San Pedro de los Bafios, Ixtlahuaca, México en octubre de 2020. El sargazo
peldgico fue recolectado en tres playas (Tulum, Puerto Morelos y Cancun) del caribe
mexicano en agosto de 2021. (20°12'53"N 87°25'44"0). Cloruro de 1-butil-3-
metilimidazolio [Bmim][CI] (99% de pureza), celulosa microcristalina y lignina alcalina se
adquirieron con Sigma Aldrich, EE. UU. Mientras que el resto de los productos quimicos
utilizados, &cido sulfarico (H2SOs), hidréxido de sodio, agua desionizada, acetona,
acetonitrilo, dimetilsulféxido (DMSO), acido 3,5-dinitrosalicilico y tartrato de sodio y de
potasio, asi como estandares de carbohidratos (fructosa, glucosa y sacarosa), eran de calidad

analitica y se utilizaron tal como se recibieron, sin purificacion previa.

3.2 Acondicionamiento de la biomasa
La planta (Typha latifolia L.), incluyendo tallos y hojas se cortaron en segmentos pequefios
y posteriormente se lavo repetidas veces con agua de grifo para eliminar tierra e impurezas
adheridas. Enseguida se lavd nuevamente con agua destilada, para asegurar la limpieza del
material. Posteriormente la muestra se sometié a secado en horno de conveccion digital
(Memmert, modelo UN75) a la temperatura de 60 °C hasta obtener peso constante. En el caso
del sargazo Pelagico, después de la recoleccion, se lavoé con agua de grifo para eliminar
residuos de arena e impurezas adheridas, se seco al sol durante 5 dias. Una vez secos, ambos
sustratos, se molieron en molino de aspas (Yungbang YB-2000A, China) enseguida se hizo
pasar por un tamiz de malla 80 para la homogenizacion del tamafio de particula. Finalmente,
las biomasas fueron colocadas en frascos de vidrio, se etiquetaron y almacenaron a
temperatura ambiente para su posterior uso en los diferentes ensayos de pretratamiento y

estudios de caracterizacion.
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3.3 Composicion del sustrato lignoceluldsico
3.3.1 Composicion Fisicoguimica
El analisis para determinar el porcentaje de humedad se realiz6 siguiendo los respectivos
procedimientos (AOAC, 1998) [94]. las muestras se deshidrataron en un horno de conveccion
digital (Memmert, modelo UN75) a 60 °C hasta obtener un peso constante. EI contenido en
agua en la muestra se calcula por diferencia de peso y se expresa en % de humedad (g de
H>0/100 g de muestra), y se calculd segun la siguiente ecuacion:

% Humedad = Z2=ms 100 Ec.1

Wmh

Donde w,,,;, es el peso de la muestra himeda y w,,,; es el peso de la muestra seca.

En seguida, las muestras se colocaron en un horno de mufla a 575 °C durante 2 h para
determinar el contenido de cenizas [71]. El porcentaje de humedad y de cenizas se calculo
por gravimetria. El contenido de extractivos se obtuvo siguiendo la metodologia de Ayeni et
al. [95]; se utilizaron 150 mL de acetona como disolvente mediante extraccion Soxhlet. Para
determinar el contenido de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre, se utilizé un analizador
elemental por combustion (Elementar Vario Micro Cube), mientras que el contenido de
oxigeno se determind por balance de masas entre carbono, hidrégeno y nitrégeno [27, 71].
Para determinar el contenido de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre se utilizé un
analizador elemental por combustién (Elementar- Vario Micro Cube), mientras que el
contenido de oxigeno se determind por balance de masas entre carbono, hidrégeno y
nitrégeno [27, 71].

3.3.2  Andlisis proximal
La composicion quimica de los principales componentes de la biomasa lignoceluldsica TL y
SP (celulosa, hemicelulosa y lignina) se estimé mediante analisis de fibras utilizando el
método de Van Soest [96]. El analisis se realizé por triplicado en un analizador de fibra
ANKOM-200 utilizando muestras de biomasa bruta de 0,5 g [97, 98].

3.4 Pretratamiento de Biomasa
3.4.1 Disolucion de BLC con liquido i6nico.
Se realizo la disolucion de biomasa con liquido iénico [Bmim][CI]. Antes de las pruebas de

disolucién, el liquido idnico y la biomasa se secaron a 105 °C y 60 °C respectivamente
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durante 24 h, asegurando un contenido de humedad < 0,5% para el liquido iénico y la
biomasa [99, 100]. En un matraz Erlenmeyer de 50 ml con tapa roscada, se colocaron 5 g de
[Bmim][CI] y una carga de solidos de 2-6%w/v respecto al liquido ionico. ElI matraz se
sumergio en un bafio de aceite de silicona a temperatura constante (90-150 °C), tiempo de
reaccion (1-3 h) y agitacion magnética (300 rpm). Al finalizar el tiempo de reaccion, la
mezcla se introdujo en un bafio de hielo durante 15 min. Posteriormente, se agregaron 10 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) para reducir la viscosidad [101], Enseguida la mezcla se
transfirié a tubos Falcon de 10 mL, y luego se centrifugd durante 15 min a 4500 rpm. El
sobrenadante (IL + celulosa disuelta) se recogid en matraces de vidrio para el proceso de
regeneracion. Los sélidos no disueltos (biomasa no disuelta) se lavaron por triplicado con 50
mL de agua desionizada y luego se secaron durante 24 h a 60 °C para la posterior
cuantificacion de azUcares reductores totales (TRS) y caracterizacion por FTIR, SEM y TGA-
DTG. Los ensayos experimentales se seleccionaron al azar y se repitieron tres veces para

evaluar la reproducibilidad de los datos.

Regeneracion de celulosa disuelta
La solucién de celulosa disuelta y liquido ionico se diluyé con 20 mL de una mezcla de
acetona y agua desionizada (1:1 v/v); esta mezcla actu6 como disolvente para la lignina y
como antisolvente para la celulosa disuelta [61, 102-104]. Dicha mezcla se mantuvo en
agitacion durante 2 h para precipitar la celulosa disuelta. El precipitado de celulosa resultante
se centrifugd a 4500 rpm durante 15 min. El sobrenadante que contenia el IL y el antisolvente
se coloco en un vaso de vidrio y se sec6 a 105 °C para recuperar el liquido ionico. Enseguida,
el sdlido recuperado (celulosa disuelta) se lavé por triplicado con 50 mL de antisolvente para
asegurar la eliminacion completa del liquido i6nico. La celulosa regenerada se sec en un
horno a 60 °C durante 24 h, tras lo cual se cuantificaron los azlcares reductores y se
caracterizd por FTIR, SEM y TGA-DTG. Los ensayos experimentales se seleccionaron
aleatoriamente y se repitieron por triplicado para evaluar la reproducibilidad de los datos. El

porcentaje de biomasa disuelta se calcul6 como se muestra en la Ecuacion 2.

%BD = “ELBL 4100 Ec. 2

mpj
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Donde mp; representa la masa de biomasa afiadida inicialmente y mpgy es la masa de

biomasa recuperada al final de la centrifugacion.

3.4.2 Hidrolisis acida
El proceso de pretratamiento acido, se realizé con acido sulfurico (H2SO.) diluido al 2%. En
un reactor de sintesis hidrotermal de 50 mL (modelo RT-100), se agregaron 20 ml de &cido
diluido y una carga de sustrato solido del 5% p/v, enseguida se coloc6 en un horno de mufla
a 120 °C durante 60 minutos. Concluido el tiempo de hidrolisis se centrifugo a 4500 rpm
durante 10 minutos, al solido recuperado se realiz6 un lavado con 50 ml de agua destilada,
enseguida se neutralizo con una solucién 2 N de hidroxido de sodio. Una vez neutralizada se
centrifugo nuevamente a 4500 rpm durante 10 minutos, el sélido recuperado se seco en un

horno de conveccion digital (Memmert, modelo UN75) a 60 °C durante 24 h.

3.4.3 Hidrolisis térmica
El pretratamiento térmico de sargazo se realizd, agregando 20 ml de agua desionizada y una
carga del sustrato s6lido del 5%, p/v en reactores de sintesis hidrotermal de 50 mL (modelo
RT-100) enseguida se introdujo en un horno de mufla a 120 °C durante 60 minutos.
Finalizado el proceso de hidrolisis, la fase acuosa y el sobrenadante se separaron por
centrifugacion a 4500 rpm durante 10 minutos. La fase acuosa se sometio a deshidratacion

en un horno de conveccién digital (Memmert, modelo UN75) a 60 °C durante 24 h.

3.5 Optimizacion por metodologia de superficie de respuesta (MSR)

Para optimizar los parametros que maximizan la liberacion de azUcares reductores a partir
del pretratamiento de la biomasa Typha latifolia con liquido idnico se estudiaron las variables
independientes temperatura (Xy), tiempo de contacto (X2) y carga del sustrato (Xs), donde
los rangos de valores para cada variable se establecieron en 90-150 °C, 1-3 hy 2-6 % w/v

respectivamente, cada uno a tres niveles (bajo, medio y alto) como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Variables independientes y sus niveles codificados para el pretratamiento
de Typha latifolia con liquido ionico utilizando un disefio Box-Behnken de
tres factores.

Niveles codificados y reales

Parametro Notacion
-1 0 1
Temperatura (°C) X1 90 120 150
Tiempo (h) X2 1 2 3
Carga del sustrato (%p/v) X3 2 4 6

Se empled la metodologia por superficie de respuesta (RSM) con el objetivo de determinar
los valores Optimos de cada pardmetro que permitieran maximizar el rendimiento de az(cares
reductores (YY) como variable de respuesta. Para evaluar la interaccion entre los factores
estudiados se utilizé el disefio de Box-Behnken (BBD), utilizando el software Statistica
(Statsoft, EE. UU.) en su version de prueba. Este estudio consistio en un disefio experimental

de quince grupos de experimentos que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental Box-Behnken para el pretratamiento de Typha
latifolia y resultados.

Run X1 X7 X3 y = Azucares reductores [mg/g]
no. Observado Predicho
1 120 2 4 202.36 203.1610
2 120 3 2 180.31 186.2074
3 120 1 2 100.06 119.6480
4 150 2 2 93.35 68.0002
5 150 2 6 84.77 84.8954
6 150 1 4 58.27 64.0408
7 90 3 4 77.83 72.0638
8 120 1 6 214.15 208.2470
9 150 3 4 62.73 82.1872
10 90 1 4 74.78 55.3184
11 120 3 6 196.16 176.5796
12 120 2 4 198.77 203.1610
13 90 2 2 36.11 35.9869
14 120 2 4 208.35 203.1610
15 90 2 6 72.71 98.0628
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Se utilizé un modelo polinomial de segundo orden para obtener la respuesta matematica entre

la variable de respuesta y las variables independientes como se muestra en la Ecuacion 3:
— k k 2 k k
Y = Bo + Xizq Bixi + Xizq Bii i + Xim1< Xi=1 Bijxix; + € EC3

donde, Y es la respuesta dependiente, By, B;, Bii, Bij son estimaciones de los coeficientes

polinomiales y xi, xj representan las variables independientes.

Los datos obtenidos se analizaron completamente mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) empleando el mismo software. La significancia estadistica fue predicha mediante
la prueba F de Fisher. Las variables que afectaron significativamente las respuestas se
determinaron utilizando un nivel de confianza superior al 95% con un valor de p menor a
0.05. Ademas, el ajuste del modelo se evalu6 mediante el coeficiente de determinacion R?y
su forma ajustada. Los graficos tridimensionales de superficie de respuesta obtenidos
permitieron estudiar los efectos de la interaccion entre los tres factores sobre el rendimiento

de azucares reductores.

3.6 Efecto del pretratamiento de BLC
3.6.1 Determinacion de azucares reductores

El contenido de azucares reductores (AR) se determinard mediante el método DNS [105].
Inicialmente 1.0 mL de liquido sobrenadante (0.5 g biomasa seca/10 mL de agua)
previamente centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos se mezclara con 1.0 mL del
reactivo DNS. La mezcla se calentara a 99 °C durante 5 minutos para desarrollar un color
rojo-pardo. Después de enfriar a temperatura ambiente, 8.0 mL de agua destilada se afiadiran
a la mezcla anterior y se agitara vigorosamente hasta homogenizar la solucion. La
absorbancia de las muestras se medira en espectrofotometro UV-Vis a 575 nm. Una curva
estandar sera preparada usando diferentes concentraciones de glucosa (0 — 1000 mg/L).

3.6.2 Anadlisis de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)
La estructura quimica de la materia prima y de las muestras pretratadas se caracterizaron
mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) para observar los
cambios en los grupos funcionales en las muestras de biomasa pretratada, frente a la muestra

control utilizando un espectrofotometro infrarrojo Perkin Elmer (Spectrum Two) equipado
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con un accesorio universal ATR. Se colocaron aproximadamente 3 mg de muestra en una
placa de cristal de ZnSe/diamante y se escanearon en modo transmitancia de 4000 a 500 cm”

! con una resolucion espectral de 4 cm™,

3.6.3 Caracterizacion por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
Los cambios en la morfologia superficial de los sustratos empleados se observaron mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM, JEOL JSM-IT100, Japon). Para la obtencién de
las imagenes MEB, las muestras de BLC fueron preparadas depositando homogéneamente
las particulas sobre una cinta conductora de carbono adhesivo en un portamuestras de laton.
Antes de obtener las imégenes, las muestras se recubrieron con una fina capa de oro
utilizando la técnica de sputtering (Agar Auto Sputter Coater), para aumentar la
conductividad, evitando la acumulacién de carga, asi como la posible degradacién de la
muestra. Las micrografias fueron generadas en bajo vacio a 20 kV con una distancia de

trabajo de 10mm, usando el detector de electrones retrodispersados.

3.6.4 Anadlisis Termogravimétrico
La energia aportada por los procesos de pretratamiento produce la ruptura de cadenas,
ocasionando variaciones a nivel estructural que se reflejan en cambios de comportamiento
en el material. El analisis termogravimétrico (TGA) se utilizd para determinar la estabilidad
térmica de la biomasa empleando un analizador termogravimétrico modelo SDTQ600 de TA
Instruments. La velocidad de calentamiento fue de 20 °C/min bajo una atmosfera de
nitrdgeno. Las evaluaciones se realizaron pesando aproximadamente 7 mg de muestra,
calentamiento desde la temperatura ambiente hasta 600 °C, atmosfera de nitrogeno y una
velocidad de calentamiento de 20 °C/min. Adicionalmente, para separar las posibles
reacciones de solapamiento durante las mediciones, se midié la variacion de la masa con

respecto a la temperatura de la muestra (DTG).

3.6.5 Difraccion de Rayos X
Los patrones de DRX se obtuvieron utilizando un difractdmetro de rayos X (D8 Advance Da
Vinci, Bruker, EE.UU.) con una fuente de radiacion CuKa. Las muestras se colocaron en un
porta muestras y se escanearon en el intervalo 20 de 5°- 80° a una velocidad de 0,08°/s. El

voltaje y la corriente de operacion se mantuvieron a 40 kV y 35 mA, respectivamente.

39



Metodologia

3.7 Simulacion computacional a partir del método COSMO-RS
Para describir el comportamiento electrostatico de los disolventes se eligio el modelo
dieléctrico COSMO-RS (Modelo de cribado tipo conductor para disolventes reales). A través
del enfoque COSMO-RS se determinaron las propiedades fisicoquimicas de los liquidos
ionicos (ILs) y de los compuestos lignocelulosicos, ademas, se estimo la capacidad de
disolucion de los Lls para la celulosa, xilano y alcohol p-coumarilico, también se
determinaron los diagramas de solvatacion y se genero el estudio de perfiles y potenciales
sigma. Para este trabajo se analizaron 5 liquidos ionicos; cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio
([Bmim]ClI), cloruro de 1-etil-3metilimidazolio (Emim]Cl), acetato de 1-etil-3-
metilimiazolio ([Emim]Ac), cloruro de 1-amino-3-metilimidazolio (JAmim]CI) y bromuro
de 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim]Br) que, de acuerdo con estudios han demostrado
mayor eficiencia cuando se han empleado en la disolucion de distintos tipos de biomasa [83,
106, 107]. Asi mismo, a partir de la SMILE (especificacion de introduccion lineal molecular
simplificada) de cada uno de los compuestos se estimaron las propiedades fisicoquimicas que

permitieron analizar la eficacia para el proceso de disolucién.

3.7.1 Especificacion de entrada lineal molecular simplificada (SMILES) en
COSMO-RS.

Las cadenas SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification) se emplearon
como una forma compacta de representar a las moléculas en lugar de sus nombres quimicos
sistematicos en COSMO-RS. Por lo tanto, para describir la estructura de las moléculas
involucradas de forma tal que fuese manejable computacionalmente fue necesario extrapolar
la representacion geomeétrica de las moléculas de interés a cadenas de caracteres (ASCII
cortas), en las cuales cada caracter, o grupo de caracteres, representa una caracteristica de la
molécula (dtomo, enlace, tipo de isomeria, propiedad fisica). Asi, para estimar las
propiedades fisicoquimicas de los de los liquidos idnicos elegidos para este analisis, asi como
de los componentes lignoceluldsicos celulosa, xilano y alcohol p-coumarilico, estos dos
ultimos correspondientes a las fracciones de hemicelulosa y lignina, fue necesario extraer la
estructura molecular de dichos compuestos en las bases de datos PubChem (NCBI, 2021) y
NIST Chemistry WebBook (NIST, 2021) para posteriormente convertir a estructuras
SMILES canonicas (Tabla 4) a través de ACD/ChemSketch 10.0 en su version de prueba.
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Tabla 4. Formula SMILE de liquidos ionicos y de componentes lignoceluldsicos.

Compuesto Formula SMILE
[Bmim][CI] CCCCnlcc[n+](C)cL.[CI-]
[Emim][CI] CCnlcc[+](c1)cl.[CI-]
[Bmim][Ac] [O-]C(=0)C.Cnlcc[n+](cl)C
[Amim][CI] C=CCnlcc[n+](c1)C.[CI-]
[Bmim][Br] CCCCnlcc[n+](c1)C.[Br-]

Celulosa COC10C(CO)C(0C20C(Co)C(OC)Cc(O)c20)Cc(0)CcOo

Xilano *OC10OCC(C(C10)0)0OC10CC(C(C1O)0)OCc1I0CCC(C(Ccro)O)oc1IoCC(

C(C10)0)0C10CC(C(C10)0)OC10CC(C(CL0)0)0*

Alcohol p-

o OC/C=Cl/clcce(ccl)O
coumarilico

3.8 Modelado del proceso de pretratamiento en ASPEN PLUS
Para simular la solubilizacion de los componentes lignoceluldsicos con liquido iénico, se
empled el simulador de procesos quimicos Aspen Plus V11.0 (Version de prueba).
Inicialmente se construydé un diagrama de flujo de procesos que involucro tres etapas: i)

pretratamiento; ii) regeneracién y iii) recuperacion de solvente.

Debido a que la base de datos de Aspen Plus no contiene liquidos idnicos, previamente se
evaluaron las propiedades fisicoquimicas a través del simulador molecular COSMO-RS
posteriormente, dichas propiedades se trasladaron a la base de datos de Aspen Plus.
Enseguida, se establecieron las condiciones de operacion de cada unidad de proceso y asi
mismo, se definio la composicion de las corrientes de entrada con base en la informacion
experimental obtenida de forma preliminar. Cabe mencionar que para la simulacion se
utilizaron compuestos equivalentes a la hemicelulosa (Xilano) y lignina (alcohol p-
cumarilico) debido a que son moléculas complejas y tampoco se encuentran definidas en

Aspen Plus.
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determined by the response surface methodology (RSM). The pretreatment conditions were optimized using the Box-Behnken
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(SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and thermal analysis (TG-DTG) suggested that pretreatment of
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the dissolution of the cellulosic fraction.
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1 Introduction

Currently, the generation of energy and the production of
chemicals are based on fossil resources. However, the draw-
backs of dependence on oil for energy generation are clear.
The CO, produced during the combustion of gasoline is one
of the main precursors of climate change [1-3]. Furthermore,
the increase in oil prices and its depletion are increasingly
evident, which have promoted a growing interest in the search
for renewable technologies to replace fossil sources [4-7].
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For its abundance and renewable and ecological nature, lig-
nocellulosic biomass is being studied as a raw material for
power generation [8—11]. Lignocellulosic biomass is com-
posed of three biopolymers, cellulose, hemicellulose, and
lignin [12—15]. These biopolymers are estimated to contain
up to 60-70%w/w carbohydrates [4, 14, 16]. Due to the fact
that lignocellulosic biomass is a highly recalcitrant material
to chemical and biological modifications, a pretreatment
stage is necessary that allows the deconstruction of its main
components [17-22]. Pretreatment is a key step [23] in the
processing of lignocellulosic biomass for transformation into
chemicals and materials of biorenewable origin [24-29]. Sev-
eral methods of pretreatment of lignocellulosic biomass have
been studied, including chemical (acid hydrolysis, alkaline,
ozonolysis, organosolv), physical (milling, extrusion, micro-
wave, pyrolysis), and biological (enzymatic hydrolysis, bac-
teria, and fungi) methods [30, 31]. However, there are several
disadvantages associated with the previous methods, such
as extreme conditions, expensive equipment, generation of
highly polluting waste [32, 33], high energy consumption
[18, 34, 35], and lengthy treatment times [7, 8, 36]. These
disadvantages have led to the development of more efficient
technologies for biomass conversion. Nowadays, the most
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innovative ways to attain bioproducts from lignocellulosic
materials are technologies based on ionic liquids [10, 15,
23, 37-43]. Ionic liquids are organic salts, liquid at room
temperature [44-51]; they have very low vapor pressure,
which prevents atmospheric emissions due to the zero loss
of solvent by evaporation. In addition, they have relatively
high thermal stability, low flammability, and the possibility
of recycling, which contributes to the reduction of waste
[42, 52-56]. Previous studies have shown the efficiency of
ionic liquids for dissolving cellulose and lignocellulosic
biomass [10, 15, 22, 26, 28, 57, 58]. Swatloki et al. [59]
showed that it was possible to dissolve cellulose up to 25%
using the ionic liquid 1-butyl-3-methylimidazolium chlo-
ride ([Bmim][Cl1]) at temperatures of 70—100 °C and using
acetone, water, or ethanol as antisolvents. On the other hand,
Sun et al. [27] evaluated the dissolution of paper and corn
residues with 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate ([Emim]
[Ac]) and 1-ethyl-3-methylimidazolium chloride ([Emim]
[C1]), achieving 80% glucose and 90% xylose. Liu et al.
[7] explored the pretreatment of corn stubble with [Emim]
[Ac]; they determined that the optimal temperature condi-
tions were 98.5 °C, contact time of 1.3 h, and the solid-liquid
ratio of 1:8.7, achieving cellulose and hemicellulose con-
tents of corn stubble of 85.7 and 9.1% respectively. Da Costa
Lopes et al. [22] proposed an advanced methodology for the
recovery of wheat straw from the use of an aqueous solution
of 1-ethyl-3-methylimidazolio hydrogen sulfate ([Bmim]
[HSO,]) in selective hydrolysis with the purpose of fraction-
ating the hemicellulosic content into pentoses, that is, xylose
and arabinose, through an experimental design, achieving
a maximum pentose yield of 80.5 wt.% at 131.0 °C and
88.0 min. In recent years, a large number of ionic liquids
have been assessed with different types of lignocellulosic
materials [60, 61], as is the case with wood waste [1, 2, 34,
39, 54, 62], agricultural residues such as straw and corn cob
[7, 25, 27, 63, 64], likewise, fruit residues such as orange,
walnut, and coconut peels [6, 65, 66]. According to previ-
ous studies, imidazolium-based ionic liquids have proved to
be the best candidates for the dissolution of lignocellulosic
biomass [8, 15, 49, 67-69], including [Bmim][Cl], [Emim]
[CI], and [Emim][Ac] which have been the most studied,
and have shown better dissolving capacity [32, 58, 70-72].
In this way, it is highlighted that there are no previously
published studies regarding the pretreatment of Typha lati-
folia with 1-butyl-3-methylimidazolium chloride ([Bmim]
[C1]). Typha latifolia (TL) is a problematic aquatic weed
of water bodies, such as lakes, lagoons, swamps, and riv-
ers, that causes serious ecological problems due to its rapid
proliferation [35]. TL biomass has a low lignin content and
a significant amount of cellulose and hemicellulose, making
it a suitable raw material for conversion into bioproducts and
liquid fuels for energy production [73, 74]. In this context,
the development of technologies that promote strategies for
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the use of lignocellulosic materials through the concept of
biorefinery generates a positive environmental impact due
to the efficient use of resources in a sustainable manner, ena-
bling biomass by-products to be recovered in order to obtain
high value-added bioproducts contributing to the circular
bioeconomy [75-77]. In the present study, the influence of
the dissolution temperature, contact time, and solids loading
on the response pathway concentration of reducing sugars
was determined, for which a response surface methodology
(RSM) design of experiments was used. The quantification
of reducing sugars was carried out by the 3,4-dinitrosalicylic
acid (DNS) method. Additionally, the effect of pretreatment
with [Bmim][Cl] on biomass was studied using scanning
electron microscopy (SEM) to visualize the modification of
morphology before and after treatment, Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) for determining changes in
the structure of biomass biopolymers, and thermal analysis
(TGA-DTG) to study the thermal stability properties.

2 Materials and methods
2.1 Sample and chemicals

The lignocellulosic biomass Typha latifolia was collected
in the community of San Pedro de los Bafios, Ixtlahuaca,
Mexico (19° 49.1" N; 99° 09.7' W). Subsequently, the stems
and leaves of the Typha, cut into small segments, were
washed repeatedly with tap water to remove dirt, and adher-
ing impurities. Then, they were washed one more time with
distilled water to ensure the cleanliness of the material. The
biomass was dehydrated in a digital natural convection oven
(Memmert, model 30-750) at 60 °C until obtaining a con-
stant weight. It was ground and sieved to get 200-um dust.
The IL 1-butyl-3-methylimidazolium chloride [Bmim][CI]
(99% purity), microcrystalline cellulose, and alkali lignin
were purchased from Sigma Aldrich, EE. UU. While the
rest of the chemicals used, deionized water, acetone, ace-
tonitrile, dimethyl sulfoxide (DMSO), 3,5-dinitrosalicylic
acid, sodium hydroxide, and potassium tartrate, as well as
carbohydrate standards (fructose, glucose, and sucrose),
were of analytical quality and used as received, without prior
purification.

2.2 Determination of the chemical composition
of Typha latifolia

The chemical composition of the main components of lig-
nocellulosic biomass TL (cellulose, hemicellulose, and
lignin) was estimated by fiber analysis using the Van Soest
method [78]. The analysis was performed in triplicate in an
ANKOM-200 fiber analyzer using 0.5 g raw biomass sam-
ples (UTB) [79, 80]. To determine the moisture percentage,
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UTB samples were dehydrated in a digital convection
furnace (Memmert, model UN75) at 60 °C until constant
weight was obtained. The samples were then placed in a
muffle oven at 575 °C for 2 h to determine the ash content
[2]. The percentage of moisture and ash was calculated by
gravimetry. The content of extractives was obtained fol-
lowing the methodology of Ayeni et al. [81]; 150 mL of
acetone was used as solvent through Soxhlet extraction. To
determine the content of carbon, hydrogen, nitrogen, and
sulfur, an elemental analyzer by combustion (Elementar-
Vario Micro Cube) was used, while the oxygen content was
determined by mass balance between carbon, hydrogen, and
nitrogen [2, 82].

2.3 Lignocellulosic biomass dissolution in [Bmim]
[cn

Before dissolution tests, the ionic liquid and the biomass
were dried at 105 °C and 60 °C respectively for 24 h, ensur-
ing a moisture content of < 0.5% for the ionic liquid and the
biomass [15, 65]. In a 50-mL Erlenmeyer flask with threaded
lid, 5 g of [Bmim][Cl] and solids loading of 2-6%w/v con-
cerning the ionic liquid were placed. The flask was immersed
in a silicone oil bath at constant temperature (90-150 °C),
reaction time (1-3 h), and magnetic stirring (300 rpm). At
the end of the reaction time, the mixture was quenched in
an ice bath for 15 min. Subsequently, 10 mL of DMSO was
added to reduce the viscosity [83, 84], and the mixture was
transferred to 10-mL Falcon tubes, and then centrifuged for
15 min at 4500 rpm. The supernatant (IL + dissolved cellu-
lose) was collected in glass flasks for the regeneration pro-
cess. Undissolved solids (undissolved biomass) were washed
in triplicate with 50 mL of deionized water and then dried
for 24 h at 60 °C for subsequent quantification of total reduc-
ing sugars (TRS) and characterization by FTIR, SEM, and
TGA-DTG. The experimental trials were randomly selected
and repeated three times to assess data reproducibility.

2.4 Regeneration of dissolved cellulose

The dissolved cellulose solution in ionic liquid was diluted
with 20 mL of a mixture of acetone and deionized water (1:1
v/v); this mixture acted as a solvent for the lignin and an
antisolvent for the dissolved cellulose [32, 59, 65]. The said
mixture was kept under stirring for 2 h to precipitate the dis-
solved cellulose. The resulting cellulose precipitate was cen-
trifuged at 4500 rpm for 15 min. The supernatant containing
the IL and antisolvent was placed in a glass beaker and dried
at 105 °C for recovery of the ionic liquid. Right away, the
recovered solid (dissolved cellulose) was washed in triplicate
with 50 mL of antisolvent to ensure complete removal of the
ionic liquid. The regenerated cellulose was dried in an oven
at 60 °C for 24 h, followed by quantification of reducing

sugars and characterization by FTIR, SEM, and TGA-DTG. The
experimental trials were randomly selected and repeated in trip-
licate to evaluate the reproducibility of the data. The percentage
of dissolved biomass was calculated as shown in Eq. 1. Where
myg; represents the mass of biomass initially added and my; is the
mass of biomass recovered at the end of centrifugation.

mp; — Mg
%DB = — = (1)

mg;

2.5 Quantitative analysis of reducing sugars

The total reducing sugar content (TRS) was determined using
the 3,5-dinitrosalysyl acid (DNS) method [85]. In a test tube,
1.0 mL of the supernatant of the product sample (dissolved bio-
mass and undissolved biomass) and DNS reagent (1.0 mL) were
mixed. The above solution was heated in boiling water for 5 min.
At the end of the reaction time, the mixture was transferred to
an ice bath and then diluted with 5.0 mL of distilled water. After
15 min of repose, the absorbance of the samples was measured
with a UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific-Genesys
10S) at 575 nm. TRS concentration was determined using a
calibration curve constructed from glucose standard solutions.

2.6 Morphological characterization

The morphology of the biomass TL treated and untreated
was characterized by scanning electron microscopy (SEM,
JEOL JSM-IT100, Japan). For the SEM images, the bio-
mass in the form of fibers was placed in a brass sample
holder using adhesive carbon tape to adhere the sample to
the holder. Before obtaining the images, the samples were
coated with a thin layer of gold using the sputtering tech-
nique (Agar Auto Sputter Coater), to increase conductivity,
avoiding charge accumulation, as well as possible sample
degradation. The microscope was set to an accelerating volt-
age of 20 kV and a working distance of 10 mm.

2.7 Characterization FTIR

Characterization by Fourier transform infrared spectroscopy
was performed to study changes in the functional groups of the
control sample, pretreated biomass, and the new and recovered
ionic liquid, using a Perkin Elmer infrared spectrophotom-
eter (Spectrum Two) equipped with a universal ATR acces-
sory. Samples were placed on a ZnSe/diamond crystal plate
and scanned from 4000 to 600 cm™! with a spectral resolution
of 4 cm™!. Each spectrum was collected and compared to the
background spectrum of the clean crystal surface to plot the
spectra in absorbance mode. Three replicas of each sample
were recorded at room temperature, obtaining identical spec-
tra in each case.
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2.8 Thermal analysis

Thermal analysis was performed on a TA Instruments TGA
Q50 thermogravimetric analyzer to determine the thermal
stability of the dissolved, undissolved, and untreated biomass
samples. Samples of approximately 3 mg were heated from
room temperature to 800 °C at a heating rate of 50 °C min™".
All analyses were performed under a nitrogen atmosphere
with a gas flow of 60 mL min~! to avoid any premature
thermo-oxidative degradation. Based on the weight loss dis-
tributions, thermogravimetric (TGA) and thermogravimetric
derivative (DTG) analysis of the samples was carried out.

2.9 Experimental design

To optimize the parameters that maximize the release of
reducing sugars from pretreatment of TL biomass with
ionic liquid, the independent variables temperature (X,),
contact time (X,), and solids loading (X3) were studied,
where the ranges of values for each variable were estab-
lished at 90-150 °C, 1-3 h, and 2—-6%w/v respectively, each
at three levels (low, medium, and high) as shown in Table 1.
Response surface methodology (RSM) was used to deter-
mine the optimal values of each parameter that would allow
maximizing the yield of reducing sugars (Y) as a response
variable. To evaluate the interaction between the studied
factors, the Box-Behnken (BBD) design with the Statistica
software (StatSoft, EE. UU.) was employed to find the opti-
mum conditions. This study consisted of an experimental
design of fifteen groups of experiments shown in Table 2.
A second-order polynomial model was used to obtain the
mathematical response between the response variable and
the independent variables as shown in Eq. 2:

k k k k

Y=p+ Zi:l b + Zi:l ﬂiixiz + Zi=1< Zi:l Byxix; + €

@)

where Y is the response; f, f;, p;;» and ﬂ,_.]- are estimates of

the polynomial coefficients; and x; and x; represent the inde-
pendent variables.

The data obtained were completely analyzed by an

analysis of variance (ANOVA) using the same software.

Table 1 Independent variables and their coded levels for ionic lig-
uid pretreatment of Typha latifolia using a three-factor Box-Behnken
design

Parameter Notation Coded and actual levels
-1 0 1
Temperature (°C) X, 90 120 150
Time (h) X, 1 2 3
Substrate loading (%w/v) X5 2 4 6
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Table2 Box-Behnken experimental design for the Typha latifolia
pretreatment and results

Run no X, X, X5 y=Reducing sugars [mg/g]
Observed Predicted
1 120 2 4 202.36 203.1610
2 120 3 2 180.31 186.2074
3 120 1 2 100.06 119.6480
4 150 2 2 93.35 68.0002
5 150 2 6 84.77 84.8954
6 150 1 4 58.27 64.0408
7 90 3 4 77.83 72.0638
8 120 1 6 214.15 208.2470
9 150 3 4 62.73 82.1872
10 90 1 4 74.78 55.3184
11 120 3 6 196.16 176.5796
12 120 2 4 198.77 203.1610
13 90 2 2 36.11 35.9869
14 120 2 4 208.35 203.1610
15 90 2 6 72.71 98.0628

Statistical significance was predicted by Fisher’s F test. The
variables that significantly affected the response were deter-
mined using a confidence level greater than 95% with a P
value less than 0.05. In addition, model fit was evaluated
using the coefficient of determination R? and its fitted form.
The three-dimensional response surface plots obtained made
it possible to study the interaction between the three factors
concerning reducing sugar yield.

3 Results and discussions
3.1 Lignocellulosic composition of raw material

The ultimate analysis and fiber of the components of the
Typha latifolia biomass are shown in Table 3. It is evident
that the content of the elements carbon and oxygen is more
abundant compared with that of the hydrogen and nitrogen
of the biomass under study. The sulfur content in the sample
is negligible. This behavior is consistent with other types of
biomasses previously studied [11]. Regarding proximal com-
position analysis, hemicellulose is the majority component,
followed by cellulose and lignin. The hemicellulose content
was 43.04%, while the cellulose and lignin contents were
30.13% and 6.31% respectively; this is comparable with
the analysis of other materials such as pine sawdust, cane
bagasse, and corn cob [82, 86] as shown in Table 3. The
amount of extractables and the high moisture content are
due to the fact that biomass comes from a natural wetland
area. In general, TL has the potential to be used as a raw
material in the production of fermentable metabolites due
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Table 3 Ultimate and fibrer

Analysis of row material Typha latifolia® Sugar cabne Corn cob® Pine sawdust®
baggage

Ultimate analysis (%wt)
C 46.72 43.20 44.20 50.30
H 6.88 6.20 5.90 6.00
N 5.34 0.40 0.54 42.99
S — 0.80 0.08 -
(¢} 41.16 43.20 44.20 0.69

Fiber analysis (%wt)
Cellulose 30.13 36.60 32.20 55.92
Hemicellulose 43.04 18.70 29.00 15.35
Lignin 6.31 19.80 15.80 10.55
Ash 2.22 4.40 5.70 2.07
Moisture 20.12 10.00 10.20 6.09
Extractive content 14.32 19.40 14.80 10.54

This study
PRaj et al.[75]
“Mishra and Mohanty[79]

to its acceptable cellulose and hemicellulose content, as well
as low lignin content.

3.2 Effect of the lignocellulosic biomass
pretreatment with [Bmim][Cl]

The effect of dissolving TL with the 1-butyl-3methylimi-
dazolium ionic chloride liquid was studied under different
operating conditions, i.e., temperature of 90—150 °C, dis-
solution time of 1-3 h, and substrate load of 2-6%w/v. The
maximum value of reducing sugars (214.14 mg sugar/g dry
matter) and cellulose dissolution of 23% w/w were reached
under the conditions of replication No. 8 (Table 2). The
maximum value of reducing sugars (214.14 mg sugar/g dry
matter) and cellulose dissolution of 23% w/w were reached
under the conditions of replication No. 8 (Table 2). The
maximum dissolution of biomass reached 23%w/w; this
value is representative compared to other ionic liquids such
as [BPy][Cl], [Amim][Br], [Emim][Ac], [BmPy][CI], and
[Emim][C]] (Table 4) [28, 47, 62, 87]. Although the ability
of IL used to dissolve lignocellulosic biomass is dependent

Table 4 Solubility of cellulose in different ionic liquids

on its physico-chemical properties, operating conditions
may be key to achieving greater dissolution [15, 88, 89].
The effect of each of the experimental conditions assessed
is detailed in the subsequent sections.

The dissolution mechanism of cellulose in ionic liquids is
based on the interaction of hydrogen bonds. Several studies
have confirmed that the anion of the ionic liquid penetrates
the cellulose structure and breaks the native cellulose struc-
ture through competitive hydrogen bonds [30, 32, 47, 90,
91]. Figure 1 shows the proposed mechanism for the dissolu-
tion of cellulose from TL with [Bmim][Cl] ionic liquid. Cel-
lulose dissolution is associated with the formation of hydro-
gen bonds formed between the protons of the hydroxyl group
of cellulose and the anion [C17] of the ionic liquid, promot-
ing the breaking of the intermolecular hydrogen bonds that
exist between the chains of carbohydrates, while the pro-
tons the imidazolium cation (1-butyl-3-methylimidazolium)
prefer to associate with the oxygen atoms of the hydroxyl
groups of cellulose, breaking the intramolecular bond net-
work of cellulose, giving way to dissolution [92, 93]. In this
process, the anion acts as a hydrogen bond acceptor and the

Abbreviation Name Substrate Solubility (wt%) References
[BPy][Cl] 1-Butylpyridinium chloride Cellulose 15 [47]
[Emim][Ac] 1-Ethyl-3-methylimidazolium Acetate Eucalyptus 18.6 -19.6 [87]
[BmPy][Cl] 1-Butyl-3-methylpyridinium chloride Cellulose 28 [47]
[Emim][CI] 1-Ethyl-3-methylimidazolium chloride Microcrystalline cellulose 10 [28]
[Amim][Br] 1-Allyl-3-methylimidazolium bromide Cotton linters 4 [62]
[Bmim][Cl] 1-Butyl-3-methylimidazolium chloride Typha latifolia 23 This study
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Dissolved cellulose molecules and degradation of the glycosidic bond.

Fig. 1 Mechanism of cellulose dissolution in [Bmim]Cl ( adapted from Halder et al. [62])

cation as a hydrogen bond donor. The above is in agreement
with that reported by other investigations where it was veri-
fied that the ionic liquid was able to lead to cellulose chain
cleavage due to the synergistic effect of the anion and cation
[15, 24, 50, 62]. A similar mechanism is also applicable for
the dissolution of hemicellulose in IL [94].

3.2.1 Characterization SEM

The morphological and structural changes of the biomass
caused by pretreatment with [Bmim][Cl] were examined
by scanning electron microscopy (SEM). As can be seen in
Fig. 2a, the untreated biomass shows a rigid and compact
structure of heterogeneous striated fibrils attributed to the
physical-mechanical treatment carried out in the biomass
conditioning stage. While the lignocellulose dissolved in IL
(Fig. 2b) revealed the presence of lignocellulose fibers with
compact shapes showing fractures and a more rough and dis-
ordered structure. According to Ma et al. [95] and Semerci
and Giiler [31], this could be attributed to a decrease in crys-
tallinity of cellulose, effect of biomass pretreatment with
ionic liquid. Figure 2c shows the biomass not dissolved in
the IL; it presents a less rough structure and is larger than the
dissolved cellulose; however, the effect of the pretreatment

Fig.2 Micrograph of lignocel-
lulosic biomass: untreated (a),
undissolved (b), and dissolved
in ionic liquid (¢)
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with [Bmim][Cl] is also evident. In addition, the cell wall
cleavage indicates that the ionic liquid was able to promote
the partial solubilization of the biomass allowing greater
accessibility and penetration of the hydrolysis processes and
further saccharification.

3.2.2 Characterization FTIR

FTIR analysis was performed to investigate changes in the
structural features and functional groups of the biomass
as a result of treatment with [Bmim][Cl] ionic liquid. As
shown in Fig. 3, the spectra of UTB (untreated biomass),
UDB (undissolved biomass), and DB (dissolved biomass)
do not show changes in the main peaks on account of
the ionic liquid not leading to significant derivatization
of functional groups. However, stronger intensities were
obtained for the peaks corresponding to the DB spectrum
compared to the UTB spectrum, indicating a higher con-
centration of cellulose from TL after treatment with the
IL. Typically, absorption at 3346 cm™' is associated with
O-H stretching. The peak at 2918 cm™' is attributed to
C-H stretching. These bands are characteristic of bio-
mass composed of cellulose, hemicellulose, and lignin,
which is demonstrated in previous studies [47, 96, 97]. The
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Fig.3 FTIR spectra of untreatment biomass (UTB), undissolved bio-
mass (UDB), and dissolved biomass (DB)

band located at 1734 cm™! is attributed to the stretching
vibration of the C =0 group from acetyl and uronic ester
groups of hemicellulose [31, 40, 48]. This confirms that
after the reaction with IL, cellulose was released from the
biomass matrix. The band located at 1635 cm™! repre-
sents the primary and secondary OH groups of the lignin
compounds. The absorption at 1360 cm™! is related to the
bending of the C—H bond. Furthermore, the weakening of
the hydrogen bonds caused by the dissolution process in
IL changed the vibrational energy of the cellulose chain,
affecting the asymmetric C—O-C stretch band located
at 1150 cm™!. Likewise, the glucose ring is stretched at
1066 cm™" and appears as a very noticeable shoulder in
DB. Another difference in the spectra is observed in the
bands at 1016 cm™! corresponding to the C-O stretching
of cellulose and hemicellulose. This signal is found in all
samples, but in UTB and UDB, it is less intense because
the IL, besides removing hemicellulose, also removed as
much of the cellulose contained in the biomass [18, 47,
50]. The sharp, narrow band of the peak at 897 cm™! is
mainly observed in DB and is characteristic of the pres-
ence of PB-(1 — 4)-glycosidic bonds between glucose
monomers in cellulose, suggesting a modification in the
recalcitrant behavior of cellulose, i.e., IL pretreatment
significantly affected the portion of cellulose contained
in the biomass.

Moreover, Fig. 4 shows the infrared spectrum in the
region of 1500 to 900 cm™' (fingerprint) of the regener-
ated biomass and was compared with a cellulose pattern,
where signals with notable differences in peak height were
observed, and assigned to specific functional groups [40,
98]. From the above, it is possible to corroborate the pres-
ence of characteristic cellulose groups in the regenerated
biomass, and this evidenced the selective removal of lignin
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Fig.4 FTIR spectra of dissolved biomass (DB) and cellulose

and hemicellulose during IL treatment to form a cellulose-
rich material [27, 50, 91, 97, 99].

Figure 5 shows the infrared spectrum of the new ionic lig-
uid (NIL) compared to the recovered ionic liquid (RIL). The
bands located in the region between 3050 and 2800 cm™"
correspond to the C—H stretching of the vibrations of the
methyl (-CH,—) and methylene (—-CHj3) groups associated
with the alkyl groups located on the nitrogen atoms of the
imidazolium ring [100], while the band at 3140 cm™! corre-
sponds to the —CH stretching vibrations of the imidazolium
cation (1-butyl-3-methylimidazolium). The bands located in
the region of 1461 to 1320 cm™' correspond to C=C, CN,
C=N, and N-H skeletal vibrations of the imidazolium ring
[101]. According to the above, Table 5 shows that the char-
acteristic peaks of IL after its use in the TL dissolution pro-
cess do not present significant changes except for the bands
located in the region of 3378 and 1640 cm™! belonging to
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Fig.5 FTIR spectra of new ionic liquid (NIL) and recycled ionic lig-
uid (RIL)
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Table 5 Assignment of FTIR bands for functional groups of ionic lig-
uid: [Bmim] CI

Wavenumber (cm™!)  Band assignment/functional groups

3382-3378 cm™!
3046-2860 cm™!

—OH stretching vibrations

—CH stretch of methyl and methylene groups
(CH, and CHj) of the alkyl groups of the
imidazolium ring

1643-1640 cm™!

1462-1460 cm™'

1372-1371 cm™!

1328-1327 cm™!

H-O-H valence vibration in adsorbed water
C=C aromatic skeletal vibrations
C-N bending in the plane

C=N asymmetric stretch of imidazolium
cation

1165-1164 cm™!
662-660 cm™!

N-H bending vibrations
N-H stretching vibrations

the group OH attributed to the presence of moisture due to
the high hygroscopicity of IL, so it can be inferred that the
recovered ionic liquid does not lose its chemical and struc-
tural characteristics after being used in the pretreatment of
lignocellulosic biomass.

3.2.3 Thermal degradation profiles

Thermogravimetric analysis (TGA) and derivative thermo-
gravimetry (DTG) were used to assess the impact of the IL
pretreatment on the thermal stability of the biomass. Fig-
ure 6 shows the thermal decomposition curves of untreated
biomass (UTB), undissolved biomass (UDB), and dissolved
biomass (DB) with [Bmim][CI]. The thermograms clearly
showed changes in the slope curves. This dynamic break-
down behavior is attributed to the three main components
of the lignocellulosic material (hemicellulose, cellulose,
and lignin), as demonstrated in previous studies [82, 102,

Phase 1 Phase I1 Phase 111
Moisture  Devolatilization of Lignin
1004 loss \ hemicellulose-cellulose decomposition
~ 80
s
a2
o 60+
=
N
20
g 40
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0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperature (°C)

Fig.6 TGA profile of untreatment biomass (UTB), undissolved bio-
mass (UDB), and dissolved biomass (DB)
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103]. Thermal degradation of the lignocellulosic biomass
was undertaken in at least three stages. Phase I (temperature
range ~50-150 °C) is attributed to the removal of moisture
and light volatile compounds. Phase II covers a tempera-
ture range of 150—450 °C and presents two defined peaks
associated with the devolatilization of hemicellulose (first
peak) and cellulose (second peak). While phase III, with
a temperature range of 450-600 °C, is responsible for the
endothermic decomposition of lignin [82, 104]. The zone
of lignin decomposition was wider and occurred at a slower
rate compared to cellulose and hemicellulose decomposi-
tion due to the low reactivity of C—C bonds in lignin. Loss
of mass for the sample DB (~72%) was higher than that
of UTB (~52%). Furthermore, the thermal decomposition
of hemicellulose and cellulose in DB happened at a lower
temperature than that in UDB. Additionally, the DTG curves
represented in Fig. 7 evidence the temperatures (7,,,,) at
which the maximum biomass decomposition rate occurred
(310, 318, 370, 377, and 488 °C). It is observed that UTB
shows a single peak with a maximum value (7},,,) of 318 °C.
After pretreatment of biomass with [Bmim][Cl], two peaks
are perceived in the thermograms due to the partial deg-
radation of hemicellulose, followed by cellulose, where it
is evident that the T,,,, value changed to a slightly lower
temperature attributed to the depolymerization of the cellu-
lose chains [2, 42, 47, 58]. As a result of pretreatment with
IL, it has been documented that the cellulose contained in
the biomass is converted to its amorphous form and can be
hydrolyzed in small amounts into monomeric and dimeric
glucose units [47, 94, 103]. The maximum temperature
which mainly accounts for cellulose degradation in DB and
UDB was 370 and 377 °C, respectively. Finally, the above
results suggest that the treatment of TL with IL contrib-
uted to modifying the thermal stability of biomass further
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Fig.7 DTG profile of untreatment biomass (UTB), undissolved bio-
mass (UDB), and dissolved Biomass (DB)
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confirming the presence of low molecular weight cellulose
oligomers and monomers.

3.3 Optimization of biomass pretreatment process

Once the pretreatment conditions are established, the Box-
Behnken design was used to determine the effects of the
temperature, contact time, and solids loading on the response
variable (concentration of reducing sugars). From a total of
15 trials in random combinations of the independent vari-
ables, it was observed that the variation in RS concentration
ranged between 36 and 214.14 mg sugar/g dry matter. In
agreement with the experimental tests undertaken, the maxi-
mum value of reducing sugars was achieved at a temperature
of 120 °C, contact time of 1 h, and solids loading of 6%w/v.
The results obtained are similar to those found by Xie et al.
[72] where they pretreated the cotton stalk with [Bmim]
[C1] and the maximum yield of reducing sugars obtained
was 297.2 mg/g dry pretreated biomass at a temperature of
120 °C, contact time of 5 h, and liquid/solid ratio of 10:1.
Likewise, Mesa et al. [70] studied the pretreatment of cane
bagasse with [Bmim][Cl] at different conditions of tempera-
ture (80 °C to 150 °C) and solids load (4 to 10%) at two
times (20 and 60 min) obtained a maximum sugar yield of
361.9 mg/g dry pretreated biomass at 140 °C and 6%w/w
solids load with 20-min process after enzymatic hydrolysis.
Table 2 shows the observed values for RS concentration,
as well as those predicted by the polynomial regression
equation considering the significant terms (Eq. 3).

Ygs = —2066 + 32.31x,
+ 124.1x, + 84.2x,
= 0.1309x7 — 16.9x3
- 3.39x§ +0.012xx,
—0.188x,x; — 12.28X,x, (3)

where Ygq represents the concentration of reducing sugars
(mg/g) and x;, x,, and x5 are the values of the factor’s tem-
perature, time, and solids loading, respectively in the ranges
studied. The coefficient of determination R? for the correla-
tion between observed and predicted RS concentration indi-
cates that the model explained 95.1% of the variability in the
response with a significance of less than 0.05 in the release
of reducing sugars due to pretreatment with [Bmim][Cl].
The analysis of variance (ANOVA) was performed
to determine the statistical significance of the quadratic
response surface model (Table 6), and it can be observed
that the F value corresponds to 10.08, showing a prob-
ability value of less than 0.05 (P =0.009), indicating that
the model was statistically significant. The coefficient
of determination (R?) was found to be 0.951, showing
that there is a good fit between the data predicted by

Table 6 Analysis of variance (ANOVA) of the model for the optimi-
zation of the pretreatment of Typha latifolia with [Bmim]Cl

Source SS DF MS Fvalue P value
Model 58,391.7 9 6488.0 10.84 0.009*
X, 177.6 1 177.6 0.30 0.609
X, 608.7 1 608.7 1.02 0.360
X; 3118.5 1 3118.5 5.21 0.071
Xf 51,276.7 1 51,2767  85.67 0.00025*
X% 1056.1 1 1056.1 1.76 0.241
X§ 680.9 1 680.9 1.14 0.335
X, *X, 0.5 1 0.5 0.00 0.978
X, * X, 510.3 1 510.3 0.85 0.398
X, * X, 2412.3 1 2412.3 4.03 0.101
Error 2992.7 5 598.0

Lack-of-fit 29459 3 982.0 4192 0.023
Pure error 46.8 2 23.4

Total 61,384.4 14

SS, sum of squares; DF, degrees of freedom; MS, mean square; X,
temperature (°C); X,, time (h); X;, solids loading (%w/v). P val-
ues less than 0.05 indicates significance at 95% confidence interval;
R*=0.9512

Predicted Values

30 60 90 120 150 180 210
Observed Values

Fig. 8 Distribution of measured values (content of reducing sugars,
mg/g) relative to the approximated values—optimization of ionic liq-
uid pretreatment of Typha Latifolia

the model and the experimental data (Fig. 8). Also, it
could be observed that the quadratic term of dissolu-
tion temperature (X%) was statistically significant with P
value < 0.00025. This can be supported by the response
surface graphs shown in Fig. 8, where it shows that the
three factors analyzed, temperature, time, and solids
load, are determinants in obtaining sugars after pre-
treatment. It is evident that the dissolution temperature
directly influences the RS release (Fig. 9a), and the
increase in temperature from 90 °C to around 120 °C
is related to the increase in RS content [54]. It should
be noted that high temperatures decrease the viscosity
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Fig.9 Surface graph of response of the effect of the pretreatment of Typha latifolia with Bmim (Cl) on the content of reducing sugars

of the medium, facilitating the penetration of chloride
ions into the matrix of B-(1 — 4)-glycosidic bound units
and promoting the disruption of intermolecular hydro-
gen bonds between the monomeric glucose units. When
the temperature exceeds 120 °C, there is a significant
reduction in the yield of reducing sugars attributed to
cellulose degradation [70]. The results obtained from the
present study are in accordance with what was reported
by Xie et al. [72], where they performed the pretreatment
optimization of the native cotton stem and found that the
yield of reducing sugars was affected by the temperature
increase from 70 to 120 °C.

In this research, the yield of reducing sugars was
directly affected by the solids load (Fig. 9c) in the evalu-
ated range (2 to 6%w/w). The response surface graph
clearly shows that the sugar yield is proportional to the
increase in solids load. In this sense, the maximum yield
was achieved when the solids load was 6%w/w. This is
consistent with the results found by Mesa et al. [70],
where they optimized the pretreatment of sugarcane
bagasse with [Bmm][Cl1] with solids loads of 5 to 7%w/w,
and concluded that the optimal pretreatment conditions,
according to the established conditions, were a solids load
of 6% (w/w), temperature of 140 °C, and 20-min contact.

The effect of the dissolution time does not show to
be a determining factor in the RS concentration. On the

@ Springer

other hand, the interaction with the solids load shows
that as the time increases up to 2 h, it favors the increase
of RS, this means that the effectiveness of the pretreat-
ment decreases for temperature values of 150 °C and
time of 3 h (Fig. 9b). In the study by Da costa Lopes
et al. [22], the effect of contact time (60—100 min) on
the production of pentose from wheat straw was evalu-
ated and it was demonstrated that the maximum yield
was reached with a time of 80 min, which is consistent
with the results obtained in this research. Therefore, no
prolonged dissolution times are required for the biomass
under study.

The optimum pretreatment conditions were deter-
mined using Statistica (Statsoft, EE. UU.). The predicted
RS concentration was 214.20 mg sugar/g dry biomass
at the temperature of 118.40 °C, contact time of 1.16 h,
and 6%w/v solids loading. The validation of the optimum
concentration was carried out through an experiment
with the corresponding conditions. The RS concentra-
tion experimentally obtained was 213.6 mg sugar/g dry
biomass, demonstrating the usefulness of the model to
predict the concentration, as well as the optimization of
the pretreatment process of TL with 1-butyl-3-methylimi-
dazolium chloride according to different combinations of
pretreatment conditions with the range of design space.
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4 Conclusions

In this work, the effect of pretreatment of TL lignocellulosic
biomass with [Bmim][Cl] was evaluated. The change in the
structural properties of the biomass promoted the mobility
of hydrogen ions to attack and fragment the glycosidic bond.
Thermal analysis profiles reveal a higher average decompo-
sition rate and total weight loss, indicating a higher thermal
degradation of the ionic liquid-treated biomass. Pretreatment
with ionic liquid increased the yield of reducing sugars from
TL 4.25-fold compared to the untreated sample. Therefore,
the yield of reducing sugars from TL pretreated with ionic
liquid under optimal conditions (120 °C, 1 h, and 6%w/v of
IL) reached 214.15 mg sugar/g dry biomass. The findings
indicate the suitability of TL lignocellulosic biomass pre-
treated by [Bmin]Cl ionic liquid for obtaining fermentable
sugars and biofuels, facilitating a more competitive global
economy based on a sustainable industry. The most impor-
tant challenge in the use of ILs for lignocellulose pretreat-
ment lies in providing economical solutions to IL recycling,
s0 it is necessary to search for innovative strategies for effi-
cient reuse.

Abbreviations IL: Ionic liquid; [Bmim][Cl]: 1-Butyl-3-methylimida-
zolium chloride; TL: Typha latifolia; RSM: Response surface meth-
odology; SEM: Scanning electron microscopy; FTIR: Fourier trans-
form infrared spectroscopy; DNS: 3,4-Dinitrosalicylic acid method;
DMSO: Dimethyl sulfoxide; TRS: Total reducing sugars; TGA: Ther-
mogravimetric analysis; DTG: Thermogravimetric derivative analy-
sis; BBD: Box-Behnken design; X,: Temperature; X,: Contact time;
X;: Solids loading; ANOVA: Analysis of variance; UTB: Untreated
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NIL: New ionic liquid; RIL: Recovered ionic liquid; RS: Reducing
sugars; SS: Sum of squares; DF: Degrees of freedom; MS: Mean square
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4.3 Resultados no publicados

4.3.1 Estimacion de propiedades termodinamicas.

La prediccion de propiedades especificas de los liquidos i6nicos y componentes
lignocelulosicos fue estimada por el método COSMO-RS (Modelo de cribado tipo conductor

para disolventes reales) las cuales se muestran en las Tablas 5 y 6 respectivamente. Estas

propiedades permitieron generar los datos que dieron paso al analisis de la solubilidad de

celulosa, hemicelulosa y lignina en los diferentes liquidos i6nicos y una vez seleccionado el

disolvente por medio de sus propiedades fisicoquimicas, se propuso la simulacion del
proceso en el software ASPEN PLUS.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas estimadas en COSMO-RS de los liquidos iénicos.

Compuesto @
Propiedad §
[Bmim][CI] [Emim][CI] [Emim][Ac] [Amim][CI] [Bmim][Br] g
Peso 174.09 146.06 170.10 128.06 218.04 g/mol
molecular
Punto de 223.87 184.80 228.736 201.394 237.53 °C
ebullicion
Presion de 1 1 1 1 1 atm
vapor
Presion 29.35 36.63 29.50 34.35 29.92 atm
critica
Temperatura 450,93 405.96 516.04 398.87 478.78 °C
critica
Volumen 571 440 534 488 595 cm3/mol
critico
Densidad 1.04 1.10 1.06 1.10 1.27 glem?®
Constante 5.7 5.96 6.68 5.51 4.05 -
dieléctrica
Entalpia de
formacion -31.13 11.05 -308.38 107.91 22.58 KJ/mol
(gas ideal)
Entalpiade g ¢ 67.73 88.54 67.96 86.73 KJ/mol
sublimacion
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Punto de
fusion
Volumen
molar del
liquido
Parametro
de
solubilidad
Area
superficial
Cosmo

Energia de
enlace

Energia de
enlace de la
fase vapor

38.94

0.16

10.41

254.68

-5.262

-5.250

27.25

0.13

10.53

212.72

-4.069

-4.057

31.51

0.16

10.48

249.55

-5.551

-5.534

15.78

0.144

10.52

231.49

-4.366

-4.353

41.65

0.171

10.18

261.50

-5.169

-5.156

°C

L/mol

V(Mpa)

AZ

AU.

AU.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas estimadas en COSMO-RS de celulosa, hemicelulosa

(xilano) y lignina (p-coumarilico)

Compuesto
Propiedad Celulosa Xilano Alcohol Unidades
p-coumarilico
Peso molecular 342.116 808.248 150.068 g/mol
Punto de ebullicion 550.89 710.124 316.78 °C
Presion de vapor 1 1 1 atm
Presion critica 33.862 13.553 42.199 atm
Temperatura critica 737.668 1218.787 444,122 °C
Volumen critico 0.837 1997 0.437 cm®mol
Densidad 1.451 1.468 1.095 g/lem?®
Contante dieléctrica 71.088 136.151 17.513 -
Entalpfa de formacion -1965.315 -4314.563 -207.501 KJ/mol
(gas ideal)
Entalpia de sublimacion 295.278 540.118 105.657 KJ/mol
Punto de fusion 408.316 864.784 83.771 °C
Volumen molar del 0.236 0.55 0.137 L/mol

liquido
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Parametro de 21.284 19.202 12.524 V(Mpa)
) solubilidad
Area superficial Cosmo 361.990 820.291 178.525 A2
Energia de enlace -9.3308 -21.6469 -4.7514 A.U.
Energia de enlace de la -9.2793 -21.6469 -4.7355 A.U.
fase vapor

Algunas de las propiedades estimadas fueron comparadas con datos previamente reportados
La Tabla 7 muestra las propiedades fisicoquimicas del liquido iénico cloruro de 1-butil-3-
metimidazolio, asi como los datos obtenidos por Valderrama et al. (2009).

Tabla 7. Comparacion de los valores de las propiedades fisicoquimicas reportadas y las
estimadas en COSMO-RS para el [Bmim]CI.

[Bmim]CI
Propiedad

Valderrama et al., 2009 [108]  Este trabajo  Unidades
Peso molecular 174.67 174.09238 g/mol
Punto de ebullicion 284.85 223.877 °C
Presion vapor - 1 atm
Presion critica 27.4364 29.3599 atm
Temperatura critica 515.85 450.934 °C
Factor acéntrico 0.4908 - -
Volumen critico 568.8 571 cm®/mol
Densidad del liquido 0.9998 1.0408 g/lem?®

4.3.2 Andlisis de solubilidad de celulosa, hemicelulosa y lignina en liquidos i6nicos

a través de CSOMOS-RS.
La Figura 10 muestra el comportamiento de solubilidad de la celulosa, esta evaluacion se
estimd en un intervalo de temperatura de 25 a 120 °C. De acuerdo con la modelacion, se
generd un intervalo de solubilidad de 0 a 0.0131 gramos de soluto por litro de disolvente. Se
puede observar que el liquido iénico que presenta mayor grado de solubilidad de celulosa a
una temperatura de 120 °C es el acetato de 1-etil-3-metilimidazolio con un grado de

solubilidad de 0.0131 gramos de soluto por litro de disolvente, en comparacion con el
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bromuro de 1-butil-3-metilimidazolio que presenta menor grado de solubilidad con un valor

de 0.00262 gramos de soluto por litro de disolvente evaluado a la misma temperatura.

130

120—-
llO—_
100—-
90—-
80—-
70—-

60

Temperatura (°C)

50
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Figura 10.Solubilidad de celulosa en los liquidos i6nicos, en unidades de gramos de soluto

por gramo de solvente.

0.014

La Figura 11 muestra el grado de solubilidad del xilano en los liquidos idnicos seleccionados.

La evaluacion se realizo en el rango de temperatura de 25 a 120 °C con valores de solubilidad

de 0 a7.5x10*2 gramos de soluto por litro de disolvente. Como se puede observar, los valores

de solubilidad son muy pequefios en comparacién con la celulosa, a pesar de ello se tiene que

el liquido ionico que tiene la capacidad para disolver xilano es el acetato de 1-etil-3-

metilimidazolio con un valor de 6.6764x10%2 gramos de soluto por litro de disolvente a una

temperatura de 120 °C mientras que el bromuro de 1-butil-3-metilimidazolio a la misma

condicion de temperatura tiene una solubilidad de 3.8453x10%2 gramos de soluto por litro de

disolvente.
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Figura 11. Solubilidad de xilano en los liquidos iénicos, en unidades de gramos de soluto
por litro de solvente.

Finalmente en la Figura 12, se observa la afinidad que tiene cada uno de los liquidos i6nicos
para disolver al alcohol p-coumarilico en un rango de temperatura de 25 a 120 °C y a valores
de solubilidad de 0 a 0.90927 gramos de soluto por litro de disolvente, se tiene que
nuevamente el acetato de 1-etil-3-metilimidazolio muestra ser méas eficiente en la dilucion
del alcohol p-coumarilico a una temperatura de 120 °C con un solubilidad de 0.90927gramos
de soluto por litro de disolvente, mientras que a esa misma temperatura el liquido i6nico con
menor capacidad para disolver al alcohol p-coumarilico es el bromuro de 1-butil-3-

metilimidasazolio con un valor de 0.33976 gramos de soluto por litro de disolvente.
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Figura 12. Solubilidad del alcohol p-coumarilico (Lignina) en los liquidos i6nicos, en
unidades de gramos de soluto por litro de solvente.

Se realizo las estimaciones de la solubilidad de celulosa, xilano y alcohol p-coumarilico,
donde los dos ultimos son representativos de la hemicelulosa y lignina respectivamente. En
los diferentes liquidos idnicos se observa que el grado de solubilidad en los tres casos
incrementa a medida que la temperatura lo hace, indicando que la temperatura favorece la
solubilidad de los compuestos lignocelulésicos en el liquido i6nico. Los liquidos idnicos
muestran el mismo comportamiento para los tres solutos, es decir, la celulosa y la lignina son
mas solubles en el liquido i6nico en comparacion con la hemicelulosa, y en general se
concluye que la eficiencia de los liquidos idnicos para el solubilizar celulosa, hemicelulosa
y lignina tiene el siguiente orden [Emim]Ac> [Emim]|CI> [Amim]CI> [Bmim]CIl>
[Bmim]Br.

4.3.3 Distribucion de carga a nivel molecular
La Figura 13 muestra el diagrama de solvatacion en 3D de la celulosa y del liquido ionico
acetato de 1-etil-3-metilimidazolio. La distribucion de carga se analiza de forma cualitativa
debido a que simplemente es posible observar la capacidad que tiene cada uno de los
compuestos de manera independiente para ceder o recibir enlaces de hidrégeno. Para definir
con mas detalle la formacion de nuevos enlaces hidrogeno entre disolvente y soluto, se

cuantifico en téerminos de perfiles sigma como se muestra en la Figura 14, donde se observa
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las bondades de cada uno de los compuestos para ceder o recibir enlaces de hidrogeno. En
dichos diagramas se observd que la distribucion de carga va de -0.01 e/A? para el color azul
(carga negativa) a +0.01 e/A? color rojo (carga positiva), mientras que la parte no polar se
muestra en los colores verde y amarillo. La carga negativa se debe a la capacidad del
compuesto para donar enlaces de hidrogeno a la regién de carga positiva de la molécula
considerada como soluto (celulosa y/o hemicelulosa) dando como resultado la formacion de
nuevos encales. Asi mismo es posible observar que la celulosa presenta una mayor region de
carga positiva, lo que evidencia una alta capacidad para ceder enlaces de hidrdgeno, esto
debido a la composicidn de su estructura molecular, la cual estad conformada por cadenas de
monosacaridos unidas por puentes de hidrégeno. Es evidente que el liquido ionico, presenta
una region con mayor carga negativa, convirtiéndose en el receptor de enlaces de hidrégeno
provenientes de la biomasa y promoviendo de esta manera la separacion de la celulosa,

hemicelulosa y lignina.

Acetato de

1-etil-3-metilimidazolio Celulosa

Densidad de carga (e/A2)

-0.01 -0.005 0.005

Figura 13. Diagramas de solvatacion generados en COSMO-RS para el L1y celulosa.

4.3.4 Estudio de perfiles sigma
Los perfiles sigma son una herramienta de analisis para interpretar cualitativamente las
interacciones soluto—disolvente a través de la distribucion de carga superficial asociada a la
estructura molecular de cada uno de los compuestos. De esta manera, fue posible ampliar el

analisis cuantitativo de selectividad y coeficiente de distribucion proporcionado por
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COSMO-RS.

En este trabajo se ha evaluado la capacidad predictiva de COSMO-RS, un modelo basado en
calculos de quimica cuéntica unimolecular, para la descripcion de los equilibrios liquido-
liquido y vapor-liquido de mezclas binarias de alcoholes y varios ILs basados en imidazolio
y piridinio.

A partir del anlisis computacional COSMO-RS, basado en calculos de quimica cuantica
unimolecular, se pudo verificar que el liquido i6nico [Emim]Ac demostré mayor capacidad
de disolucion. Tal como se muestra en la Figura 14, los perfiles sigma de los solutos celulosa,
xilano y alcohol p-coumarilico, asi como del liquido i6nico [Emim]Ac empleado como
disolvente. Dicha figura se divide en tres regiones y estan delimitadas por los valores:

e )5 <-0.0082 e/A? (Region dadora de enlaces de hidroégeno)
e 11)-0.0082 < 5> +0.0082 ¢/A? (Region apolar)
e III) 6 <+0.0082 e¢/A? (Region aceptora de enlaces de hidrogeno)

Se observa que el liquido i6nico [Emim]Ac tiene dos picos, el pico mas marcado corresponde
a la zona de la carga positiva, lo que lleva a inferir que el [Emim]Ac tiene mejor capacidad
para formar enlaces de hidrégeno, ya que en la region dadora de enlaces de hidrogeno el pico
es menos intenso. La buena capacidad que presenta este compuesto para formar enlaces de
hidrogeno se debe a que en su estructura presenta el anién Ac™. Mientras que por el otro lado
la celulosa, xilano y el alcohol p-coumarilico de acuerdo con la ubicacién de los picos, se
encuentran tanto en la parte positiva como negativa, es decir, son compuestos con la
capacidad de tanto de ceder como de recibir enlaces de Hidrogeno. Al comparar la capacidad
de los compuestos para ceder o recibir enlaces de Hidrogeno de acuerdo con los perfiles
sigma y los diagramas de solvatacion, se tiene que el liquido ionico [Emim]Ac es un buen

disolvente para la extraccion de la celulosa, hemicelulosa y lignina.
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Figura 14. Perfiles sigma (c) de [Emim]Ac, celulosa, xilano, alcohol p-coumarilico.

4.3.5 Pretratamiento de Sagazo pelagico con [Bmim]CI
De acuerdo con el andlisis realizado a través del método COSMO-RS se identificd que el
[Emim][Ac] fue el liquido i6nico que presentd una mejor capacidad de disolucion de
lignocelulosa, sin embargo, este reactivo no se encontrd disponible en el laboratorio, por lo
que decidié emplear [Bmim][CI] para el pretratamiento del material lignocelulésico. Asi, por
medio de los perfiles sigma (Figura 15) de este liquido ionico se determind que tiene la
capacidad de recibir enlaces hidrogeno, los cuales son obtenidos de los compuestos de la
biomasa fraccionada, por lo que resulta una opcion viable para el presente trabajo a pesar de

que no es el liquido i6nico con el mayor poder de disolucion.
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Figura 15. Perfiles sigma (o) de [Bmim]Cl, celulosa, xilano, alcohol p-coumarilico.

Se realizaron ensayos de disolucién bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1 para el
pretratamiento de la biomasa lignocelulésica Sargazo pelagico con liquido ionico cloruro de

1-butil-3-metilimidazolio, donde se evalu6 el % de solubilidad de acuerdo con la ecuacién 2.

Se realizaron ensayos de disolucién bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1 para el
pretratamiento de la biomasa lignocelulésica Sargazo pelagico con liquido ionico cloruro de
1-butil-3-metilimidazolio, donde se evaluo el % de solubilidad de acuerdo con la ecuacion 2

y la obtencion de azucares reductores totales.

Tabla 8. Rendimientos obtenidos del pretratamiento de SP con liquido i6nico [Bmim][Cl].

Temperatura Azucares reductores
Ensayo BD BND %BD
y °C) (9) (9) (ma/g)
1 80 0.022 0.756 2.2 35.148
2 100 0.0375 0.7005 3.7 64.121
3 120 0.038 0.67 3.8 66.583

Los resultados experimentales del pretratamiento demuestran el % de disolucion de biomasa,

asi como los miligramos de azucares reductores por gramo de biomasa seca utilizada (mg/g).
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Cabe mencionar que los azucares reductores calculados corresponden a las fracciones de BD
y BND recuperadas del proceso de disolucion con liquido ionico. Asi mismo la biomasa
disuelta que se recupera de la etapa de regeneracion, corresponde a la fraccion de celulosa
contenida en el sustrato empleado. Adicionalmente, los resultados obtenidos mostraron que
a 80 °C se logré disolver 2.9% de biomasa, mientras que a 120 °C se disolvieron 5.6 %, lo
que es acorde a lo predicho por el método COSMO-RS, es decir, el grado de disolucién es
directamente proporcional a la temperatura, por lo que se deduce que a mayor temperatura
existe una mayor disolucion de la biomasa lignocelulésica, tal como se muestra en las

gréficas de solubilidad (Figuras 10 - 12).

En los ensayos 2 y 3 efectuados a 100 y 120 °C respectivamente, no se tiene una amplia
diferencia en % de biomasa disuelta. Mientras que en el ensayo 2 se disolvié el 5.3% de
biomasay en el ensayo 3 fue de 5.6 %. Por lo anterior, se decidio trabajar con las condiciones

y resultados del ensayo 2 y, asi mismo para la simulacion desarrollada en ASPEN PLUS.
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5. CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos, el analisis proximal y con respecto al contenido de
celulosa (30 % ) y hemicelulosa (43 %) para la Typha latifolia, es posible concluir que la TL

puede ser utilizada como materia prima potencial para la obtencion de azlcares reductores.

El pretratamiento con liquido iénico aumento el rendimiento de azlcares reductores de TL
4,25 veces en comparacion con la muestra no tratada. Por lo tanto, el rendimiento de azUcares
reductores de TL pretratada con liquido idnico en condiciones optimas (120°C, 1h, y 6%w/v
de IL) alcanzd los 214,15mg de azlcar/g de biomasa seca. Los resultados indican la
idoneidad de la biomasa lignocelul6sica TL pretratada con liquido i6nico [Bmin]Cl para la
obtencidn de azUcares fermentables y biocombustibles, facilitando una economia global mas
competitiva basada en una industria sostenible. El reto mas importante en el uso de ILs para
el pretratamiento de lignocelulosa radica en proporcionar soluciones econémicas para el
reciclaje de ILs, por lo que es necesario buscar estrategias innovadoras para su reutilizacion

eficiente.

El cambio en las propiedades estructurales de la biomasa, efecto del pretratamiento de
biomasa lignocelulésica con [Bmim][Cl], promovi6 la movilidad de los iones hidrégeno para

atacar y fragmentar el enlace glicosidico.

La eficiencia del pretratamiento de biomasa lignoceluldsica con liquidos i6nicos radica en la
eleccion del liquido ionico adecuado, ademas que en términos de economia permite reducir
el tiempo y gasto de reactivos, por lo cual el método COSMO-RS demostré ser una
herramienta muy Util para seleccionar el liquido i6nico que potencialmente podria ser capaz
de disolver materiales lignocelulosicos. De acuerdo con el andlisis realizado, de los cinco Lis
estudiados en liquido i6nico con mayor potencial para disolver biomasa fue el [Emim][Ac],
sin embargo no fue posible realizar ensayos de disolucion porque no se pudo conseguir el
reactivo, por lo que se vio e la necesidad de sustituirlo por [Bmim][CI], sin embargo
experimentalmente se demostro la eficiencia de este liquido ionico para disolver biomasa, tal

como se predijo con el método COSMO-RS.

El mayor contenido de azUcares reductores se obtuvo a partir del pretratamiento de TL, en 2
horas a 120 °C con una concentracion de 6 %w/v de LI, con un contenido de 214.15 mg AR/g

BS, lo que permite comparar con los resultados obtenidos con pretratamientos
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convencionales de hidrolisis acida e hidrolisis alcalina, sin embargo, presenta una ventaja

superior ya gque este proceso no genera residuos contaminantes.
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