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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL PROCESO DE PRETRATAMIENTO TERMOMECANICO
CONTINUO UTILIZANDO BAGAZO DE CANA DE AZUCAR IMPREGNADO CON
ACIDO SULFURICO DILUIDO AL 1% P/P EN EL REACTOR DESARROLLADO
POR UIS-ECOPETROL*

AUTORES: Alvaro Enrique Lopez Vera y Yadira Viviana Pirateque Layton.**

PALABRAS CLAVE: Bioetanol, pretratamiento, caracterizacion, cafia de azucar,
lignocelulosa, hemicelulosa, celulosa, balance de carbono.

DESCRIPCION:

Este trabajo se realizd con el objetivo de evidenciar la influencia de la etapa de
pretratamiento en el bagazo de cafia de azucar impregnado con acido sulfarico
diluido al 1% p/p, utilizado como materia prima para la produccién de bioetanol.
Para cumplir el objetivo planteado, en primer lugar, fue necesario llevar a cabo la
puesta en marcha del reactor. Para esto, se realizaron las pruebas del disefio
experimental 22 con puntos centrales y se determind el rango de flujo masico junto
con la velocidad adecuada del motor en la seccibn de alimentacion.
Posteriormente, se eligieron combinaciones de flujo y velocidades de los tres
motores del equipo, se realizaron pruebas y se eligieron las que permitieron el flujo
continuo de biomasa. Con los parametros de operacion establecidos, se hallé
experimentalmente el tiempo de residencia con los extremos del flujo de
alimentacion del rango seleccionado anteriormente (30 y 80 g/min); los tiempos
determinados fueron 15 y 9 min, respectivamente. Finalmente, para el andlisis de
la influencia del pretratamiento, se caracterizé la biomasa de salida del equipo y se
compard con la biomasa alimentada. Se encontré que el proceso afecta en mayor
medida la hemicelulosa, puesto que la reduccion de xilano y el aumento de xilosa
en los licores son considerables. Ademas, se realiz6 el balance de carbono al
pretratamiento y se determin6é que el porcentaje de recuperacion de carbono en
las corrientes de salida del proceso es de 96,9%.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov. Co-director: Ing. Neila Milena Mantilla Barbosa.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF A CONTINUOUS TERMOMECHANIC PRETREATMENT
PROCESS USING SUGAR CANE BAGASSE IMPREGNATED WITH 1% P/P
SULFURIC ACID IN A REACTOR DEVELOPED BY UIS-ECOPETROL.

AUTHORS: Alvaro Enrique Lopez Vera and Yadira Viviana Pirateque Layton. **

KEY WORDS: Bioethanol, Pretreatment, characterization, sugar cane,
lignocellulose, hemicellulose, cellulose, Carbon Balance.

DESCRIPTION:

The main goal of this work was to observe the pretreatment step’s influence over
sugar cane impregnated with 1% wt diluted sulfuric acid, which will later be
employed as a raw material for ethanol production. To achieve this goal, it was
necessary to put the pretreatment reactor into operation. Some tests following a 22
factorial design with central points were carried out in order to determine a range of
mass flow and the loop screw motor's angular velocity in the feeding section
hence, flow continuity can be attained. Subsequently, other equipment’s sections
were adapted as well, choosing appropriate loop screw motors’ angular velocities.
Once the operation parameters were established, residence time was found for
mass flows of 30 g/min and 80 g/min, being 15 and 9 minutes respectively. Finally,
fed biomass (incoming) and pretreated biomass (outgoing) were characterized and
compared each other. Hemicellulose in the biomass was highly affected, it was
found a xylan reduction in solids then transformed into xylose in liquor. A carbon
balance in the reactor was performed, obtaining a carbon recuperation percentage
of 96,9%.

“*Physicochemical Engineering Faculty. Chemical Engineering School. Director: Ph.D. Viatcheslav
Kafarov. Co-director: Ing. Neila Milena Mantilla Barbosa.
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INTRODUCCION

La economia del mundo actualmente depende en gran medida de los
combustibles fésiles, sin embargo, el consumo excesivo de ellos ha generado
altos niveles de contaminacion durante las ultimas décadas. A causa de esto, la
sociedad ha enfocado sus esfuerzos en la busqueda de alternativas mas limpias a
partir de recursos renovables. Los biocombustibles, como el bioetanol, pueden
reemplazar los combustibles fésiles y la gasolina que es particularmente usada en
el sector de transporte [1]. Comparado a la gasolina, el bioetanol posee grandes
ventajas como lo es su elevado octanaje, menor emision de SOz Y CO2, mayores

limites de flama y mayores calores de vaporizacién [2].

El bioetanol puede ser producido a partir de diferentes materias primas, las cuales
se clasifican en tres categorias: azlUcares simples, almidones y lignocelulosa. La
biomasa lignoceluldsica es una materia prima prometedora, considerando su gran
disponibilidad y bajo costo [3]. Esta biomasa contiene polimeros de celulosa,

hemicelulosa y lignina; ligados entre si, formando una compleja estructura [4].

La produccién de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica via bioquimica esta
compuesta de cinco etapas principales. La primera de ellas es el pretratamiento de
la biomasa, la cual es fundamental, puesto que en ella se busca modificar la
estructura quimica y fisica de la biomasa, para reducir la cristalinidad de la
celulosa e incrementar el area superficial y la porosidad del material con el objetivo
de que sea mas accesible a las enzimas hidroliticas. Posteriormente, la biomasa
es sometida a un proceso de hidrélisis en el cual la celulosa es degradada hasta
glucosa (sacarificaciébn) usando acidos o enzimas. Una vez la hidrdlisis es
completada, la glucosa y xilosa hidrolizada resultante es fermentada y convertida
en etanol con ayuda de microorganismos, para finalmente realizar una separacion

y purificacion al etanol [5].
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A través de los afios y con el objetivo de mejorar el rendimiento del proceso se
han desarrollado varios métodos de pretratamiento, los cuales pueden ser
clasificados en termoquimicos, fisicos, fisicoquimicos y biolégicos [6]. Entre los
métodos termoquimicos se pueden encontrar el pretratamiento acido,
pretratamiento alcalino, oxidacion himeda y pretratamiento con solvente organico;
entre los métodos fisicos se encuentran la reduccidbn mecéanica de tamafio,
pretratamiento por horno microondas e irradiacion con rayos de electrones; entre
los métodos fisicoquimicos se encuentran la autohidrolisis o explosion de vapor,
pretratamiento con agua caliente liquida, explosion por fibra de amonio y los

métodos bilégicos, que se fundamentan en el uso de microorganismos [7].

Por esta razén, dentro del marco de la tesis doctoral de la Ingeniera Neila Mantilla,
se disefié un reactor de pretratamiento termomecénico (PTM) que combina tres de
estos pretratamientos:

*Reduccién mecanica de tamano: Este método se basa en la conminacion de la
biomasa por medio del triturado, la molienda y astillado. Esto reduce a cristalinidad
de la celulosa y aumenta la eficiencia de etapas siguientes [8].

*Pretratamiento acido: El pretratamiento acido es considerado como uno de las
mas importantes técnicas con las que se logra tener altos rendimientos de
azucares a partir de material lignoceluldsico [9]. Este pretratamiento usa acidos
como el sulfarico, nitrico y clorhidrico para la remocién de componentes
hemicelulésicos en la biomasa y la exposicion de celulosa a la digestion
enzimatica [10]. El pretratamiento puede realizarse con acidos diluidos o fuertes,
aunque el pretratamiento con acidos muy fuertes es poco atractivo por el riesgo de
formacion de inhibidores [11], siendo tipicamente concentraciones entre 1 y 10%

peso y con rangos de temperatura entre 100 y 150°C [12].
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*Explosion de vapor: La explosidén de vapor es un pretratamiento sin catalizador en
el cual la biomasa lignocelulésica es rapidamente calentada por vapor a una alta
presion. Esta mezcla se mantiene por un periodo de tiempo que promueva la
hidrolisis de la hemicelulosa y termina con una descompresion explosiva. Con
maderas blandas (con alto contenido de lignina), el pretratamiento con vapor
necesita la adicion de sustancias como &cido sulfarico o dioxido de sulfuro que

permitan alcanzar altos rendimientos de azucares [13].

Este equipo estd disefiado con tres secciones conformadas por transportadores
tipo tornillo sin-fin (Ver Anexo A), buscando desarrollar un proceso de
pretratamiento combinado que ofrezca una alternativa promisoria con respecto a la

sostenibilidad técnica y econémica del proceso.

Figura 1. Esquema de las secciones en el equipo de referencia.
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Fuente ACUNA, Fabian y CONTRERAS, Oscar. Andlisis tecnoeconémico del proceso de produccion de etanol,

implementando un pretratamiento termomecanico con acido sulfdrico diluido y su comparacién con el caso base del NREL.
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Este equipo consta de tres secciones, en la seccion de alimentacién (Figura 1, a)
ingresa la biomasa impregnada con acido sulftrico diluido a 1% p/p, la cual es
transportada por un tornillo sin fin con cambio de diametro, o que permite un
aumento en el porcentaje de sélidos. El liquido extraido evacua el equipo por unos
orificios ubicados en la parte final de la seccion. Ademas, hay una prenso-estopa
que, junto con el tornillo sin fin, crean un tapon de biomasa que ayuda a que el

equipo se mantenga presurizado cuando ingrese vapor.

En la seccion termoquimica (figura 1, b) ingresa vapor a 130°C y 25 psi tanto por
el interior del cilindro como la chaqueta que lo rodea. Los condensados producidos
en la seccion son evacuados por una salida al final del cilindro. Finalmente, en la
seccion de molienda (Figura 1, c), la biomasa es sometida a una trituracion
mecanica, esto produce un aumento de temperatura, la cual es controlada con
agua de enfriamiento. Al igual que en la seccién de alimentacion, ésta cuenta con

otra prenso-estopa, cumpliendo la misma funcién

Para poder describir la efectividad del proceso de PTM, es necesario saber como
éste influye sobre la estructura lignocelulésica de la biomasa. Para este andlisis,
es util realizar una caracterizacion de la biomasa del bagazo de cafia de azucar
antes y después del pretratamiento. Para la caracterizaciéon de la biomasa, el
Laboratorio Nacional de Energia Renovable de los Estados Unidos (NREL, por sus
siglas en inglés) ha desarrollado una serie de procedimientos analiticos de
laboratorio, los cuales, ademas, permiten realizar un balance de masa de materias
primas e intermedias de proceso. Para lograrlo, se fracciona la muestra de
biomasa en componentes que sumen el 100% en peso. Algunos de estos
constituyentes son componentes individuales, como carbohidratos, y algunos son

grupos de compuestos, como material extraible [14].
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De igual manera, el tiempo de residencia (TR) toma gran importancia, puesto que
se deben controlar las transformaciones transitorias tales como el calentamiento,
enfriamiento, secado, mezcla o reaccion quimica del material sélido [15] que
influyen considerablemente en el perfil del producto, el rendimiento total del

proceso y la continuidad del mismo [16].

Normalmente, el TR es hallado experimentalmente al introducir una sustancia
inerte (llamado trazador) en el reactor en algun tiempo (t=0) y luego medir la
concentracion en el efluente del mismo. Gran parte de las particulas saldran del
reactor después de un periodo de tiempo similar, siendo viable calcular un tiempo
promedio mediante el primer momento estandar de la distribucion, el cual es
llamado tiempo de residencia principal (tm) [17]. Sin embargo, el TR también
puede ser determinado de forma mas simplificada al registrar un cambio en el
material a la salida del reactor, ya sea por medio de un trazador (identificado
visualmente) o por medio de un cambio en el flujo de alimentacion (identificado en

el flujo de salida hasta que éste alcanza un nuevo estado estable) [18].

En la seleccion del trazador se debe tener en cuenta tres cualidades principales:
en primer lugar, sus propiedades deben ser similares a las de la biomasa, con el
fin de evitar el mayor nimero de perturbaciones posibles. Debe ser inerte,
sorteando asi los cambios de composicién en su paso por el reactor; por ultimo,
debe ser un material que sea facilmente detectable al estar en contacto con la
biomasa, lo cual permite monitorear su salida del proceso [19]. Para el caso de
este proyecto el equipo de PTM se encuentra en la etapa de puesta en marcha, la
cual tiene como fin encontrar las condiciones de operacion y realizar los ajustes

mecanicos necesarios para su correcto funcionamiento.
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Cabe resaltar que para la determinacién del tiempo de residencia es necesario
establecer previamente las condiciones de operacién del reactor de PTM (flujo de
alimentacion y velocidad de cada uno de los tornillos del equipo), de forma tal que
garanticen un flujo continuo. Este se disefid de esta manera, debido a que los
procesos continuos poseen varias ventajas: alta productividad, especialmente
cuando la fabricacién esta dedicada a un numero limitado de productos; bajo
tiempo de residencia, particularmente cuando la materia prima es de alta densidad

y ser mas faciles de controlar [20].

Por otra parte, el balance de masa en el proceso de pretratamiento es importante
para la evaluacion del mismo y para la revision de la masa en su totalidad y de sus
componentes individuales, en términos de carbono. De esta forma se puede evitar
complicaciones con el balance de agua, reacciones de hidratacion vy
deshidratacion, y se puede seguir la distribucién de carbono entre las fases
liquidas y sélidas [21]. En conjunto, la caracterizacion y el balance daran una base

adecuada para juzgar el mecanismo de pretratamiento trabajado.

Por consiguiente, el objetivo principal de este trabajo es conocer el efecto del
proceso de pretratamiento en la biomasa impregnada con acido sulfdarico operando
con diferentes tiempos de residencia en el equipo de PTM, para lo cual fue
necesario determinar experimentalmente la capacidad del equipo mediante la
correlacién entre el flujo de biomasa alimentada y las velocidades de los motores
del equipo; una vez establecidas las condiciones de operacion se hall6 el tiempo
de residencia a partir de pruebas realizadas con un trazador seleccionado.
Finalmente, por medio de la caracterizacion de la biomasa obtenida en el proceso
y el balance de masa del proceso de pretratamiento se procedié a realizar el
debido analisis de los resultados obtenidos.
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1. METODOLOGIA

En la siguiente figura se presenta el diagrama metodolégico de las fases

desarrolladas para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto.

Figura 2. Diagrama de la metodologia desarrollada durante este proyecto.
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1.1 FASE 1: DETERMINACION DE RANGOS DE LAS VARIABLES DE
OPERACION EN LA ZONA DE ALIMENTACION

Se identificaron las variables mas influyentes en la continuidad operacional del

equipo (velocidad angular de los motores y flujo de biomasa). Para definir los

valores de dichas variables, se partio de lo sefialado por Cardenas y Morantes [22]

en su trabajo de grado, en el cual se encontrd que la capacidad maxima de flujo es

de 100 g/min de biomasa impregnada (20.8 g/min de biomasa seca) y las
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revoluciones por minuto del motor de alimentacién son de 160. Se realizaron
pruebas a estas condiciones en la seccion de alimentacion y se encontré que la
salida de biomasa no fue continua, se dio por pulsos con incrementos en la
intensidad de corriente. Por esta razon, se decidio partir de la base de 80 g/min de
biomasa impregnada a 160 rpm como valor maximo para el disefio de
experimentos 22 que se realiz6, con puntos centrales, donde las variables
independientes fueron velocidad del motor de alimentacion y flujo de biomasa. En

el cuadro 1, se muestran las condiciones trabajadas en el disefio de experimentos.

Cuadro 1. Variables independientes y niveles utilizados en el estudio.

Factor -1 0 1
Velocidad angular del motor (rpm) 80 120 160
Flujo de biomasa (g/min) 40 60 80

Para observar los efectos de las variables de entrada (factores) sobre la variable
de respuesta (Intensidad eléctrica), se obtuvieron las siguientes combinaciones

para el arreglo experimental:

Cuadro 2. Combinaciones del arreglo experimental.

indice | Orden N° de prueba Velocidad angular del motor (rpm) Flujo de biomasa (g/min)
5 1 120 60
4 3 160 80
1 4 80 40
2 2 160 40
7 5 120 60
3 6 80 80
6 7 120 60

Se realizaron pruebas en la zona de alimentacion con las combinaciones del
cuadro 2, tomando registro de la intensidad eléctrica del motor como variable de
salida cada minuto y tomando muestras de biomasa en diferentes tiempos para el
analisis de solidos totales. La intensidad eléctrica del motor en la seccion de

alimentacion presenta una buena forma de observar si se presentan
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acumulaciones de biomasa, puesto que una vez el equipo esta operando no es

posible observar el comportamiento de flujo.

Ademas, para observar el efecto de otras combinaciones se hicieron tres pruebas
adicionales al disefio experimental: Para comprobar el funcionamiento cercano a
40 g/min se hizo la combinacién de 50 g/min y 160 rpm, para adicionar una
combinacion de flujo y revoluciones de motor se realiz6 una con 60 g/min y 160
rpm y para observar como trabaja el equipo con valores bajos de alimentacion se

hizo la prueba de 20g/min y 80rpm.

Una vez analizado el comportamiento de flujo en la seccion de alimentacion se
platearon modificaciones al tornillo sin-fin, por su relacion principal en el transporte
de biomasa. Después de esto, se eligieron 3 flujos para trabajar con el equipo en
su totalidad.

1.2 FASE 2: ADECUACION Y PUESTA EN MARCHA DEL EQUIPO DE
PRETRATAMIENTO TERMOMECANICO

Se eligieron determinadas revoluciones para los motores de alimentacién y un flujo
de masa dentro del rango determinado en la fase 1. Posteriormente se realizaron
pruebas en el equipo en su totalidad, para esto fue necesario disponer de un
minimo de seis personas para tener el control y manejo adecuado de éste. Las
actividades realizadas durante las pruebas fueron: Pesar la biomasa impregnada
para proporcionarsela a la persona que alimenta; alimentar la biomasa
impregnada al equipo; registrar los datos obtenidos por el panel de control;
manipular la salida de la biomasa; registrar las observaciones durante la pruebay

realizar purgas en el equipo e imprevistos.
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En cada una de las pruebas realizadas se registraron los problemas encontrados
en el equipo, se les dio solucién y se realizaron pruebas nuevamente hasta que el
equipo funcionara correctamente, evitando acumulaciones y permitiendo un flujo
continuo. Por ultimo, se seleccionaron las combinaciones de las revoluciones de
los motores del equipo y el flujo de biomasa més adecuadas para realizar las
pruebas en el desarrollo de este trabajo.

1.3 FASE 3: DETERMINACION EXPERIMENTAL DE TIEMPOS DE
RESIDENCIA

Se eligi6 Anilina como trazador, puesto que cumplia con las condiciones
establecidas para cumplir tal funcién. Se realiz6 pruebas en el equipo y se
encontré que la anilina es resistente a las condiciones del equipo, mostrando una
diferencia notable entre la biomasa pretratada que se suele obtener y la del
trazador. Por lo tanto, se registr6 el tiempo que tarddé en salir la biomasa

impregnada con anilina como tiempo de residencia.

La anilina es la amina aromética primaria mas simple en su constitucién, cuyo
empleo posee cierta relevancia en la industria de los colorantes, en especial por
sus derivados azoicos [23]. Los pigmentos azoicos son extraordinariamente
estables frente a acidos, lejias y soda, lo mismo que frente a gases acidos que
contengan azufre. Estos pigmentos juegan un importante papel en la técnica
pictérica desde aproximadamente 1910 [24].

1.4 FASE 4: CARACTERIZACION BIOMASA PRETRATADA

La caracterizacion de la biomasa pretratada resultante de las diferentes pruebas
con el equipo de pretratamiento contempl6 la determinacién de carbohidratos,
lignina y cenizas. Para llevar a cabo este proceso, se tomd como guia el protocolo

de caracterizacion (ver anexo B), el cual se basa en las normas establecidas por el
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laboratorio nacional de energia renovable [25], con algunas modificaciones. En el
protocolo anexo se detalla el procedimiento descrito a continuacion.

La biomasa pretratada llamada slurry de pretratamiento contiene liquido y solido.
Las dos fases deben ser caracterizadas. Debido al bajo contenido de humedad
presente en el slurry no fue posible extraer el licor contenido en él, por lo cual el
slurry se homogeneiz0, se diluyé en agua y se centrifugd, proceso del cual se
obtuvieron dos corrientes, una liquida y un sdlido humectado con la solucion. La
fase liquida se caracterizd por medio de HPLC para cuantificar el contenido de
azucares, acido acético, furfural y otros; para la determinacion de los oligébmeros
presentes, se hidrolizo el licor llevando la solucién a una concentracién de acido
sulfirico al 4% y condiciones de temperatura de 120°C durante 1 hora, se
neutralizé y se determiné por medio de HPLC su contenido, segun la norma
consignada en el reporte técnico NREL/TP-510-42623 [26].

La fase solida se lavé hasta obtener los solidos insolubles de la muestra, los
cuales se secaron y se analizaron segun la norma consignada en el reporte
técnico NREL/TP-510-42627 [27], en la cual, la muestra sufre dos etapas de
hidrélisis &acida, la primera a 30°C, 72% H2S0O4 por 1 hora y la segunda 120°C,
4% H2S04 por 1 hora. De este proceso se obtiene un slurry el cual se filtra,
separando el licor del solido residual. La norma consignada en el reporte técnico
NREL/TP-510-42618 [28] asume que toda la hemicelulosa y celulosa es
hidrolizada en sus mondémeros simples y que solubiliza algo de lignina, mientras
qgue en el solido residual queda la lignina insoluble y cenizas. Por lo cual, en el
licor se determina lignina insoluble en acido y se neutraliza para determinar su
concentracion de azUcares y acido acético mediante HPLC. El solido residual se

lava y se le determina su contenido de cenizas.

26



Los azUcares en los sélidos obtenidos por medio de HPLC fueron monémeros,
llevados a este punto por la hidrélisis en medio acido. A partir de estos azucares y
con una correccion anhidrido [29] (0,88 para azucares C-5, xilosa y arabinosa, y
0,90 g polimero/g mondémeros para azucares C-6, glucosa) se hall6 los
correspondientes azucares poliméricos. La celubiosa y el furfural obtenidos por el
HPLC derivada de la hidrélisis acida, la primera por hidrolisis incompleta y la
segunda por degradacion de los azlcares, se pasaron a sus azucares
equivalentes. La celubiosa equivale a 2 monomeros de glucosa y el furfural
proviene de la degradacion 1:1 de xilosa [30], estas sustancias obtenidos en la
caracterizacion se sumaron a sus respectivos azucares. Adicionalmente, los
oligbmeros analizados en el licor se dejaron en su forma monomérica de forma
gue se pueda comparar la obtencion de azucares con los mondmeros. Se hicieron

dos procesos de caracterizacidén para cada muestra, cada uno con una réplica.

Los resultados obtenidos de la caracterizacibn se compararon con los de la
biomasa antes de ingresar al equipo con el fin de analizar la efectividad de la
etapa de pretratamiento. Estos datos fueron extraidos de las caracterizaciones a la

biomasa impregnada de acido realizadas por Arias y Pérez [31].

1.5 FASE 5: BALANCE DEL EQUIPO DE PRETRATAMIENTO
TERMOMECANICO

Para el balance del reactor, se hizo una prueba en la cual se alimentaron 80 g/min
de biomasa impregnada con &cido sulftrico al 1% p/p, se esper6 a que el equipo
alcanzara el estado estable y, posteriormente, se recolectaron los efluentes del
equipo de pretratamiento durante 20 minutos. Finalizada la prueba, se pesaron y
se caracterizaron los licores de los lixiviados (salida al final de la seccion de
alimentacion) y condensados del equipo (salida al final de la seccién

termoquimica).
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 FASE 1. DETERMINACION DE RANGOS DE LAS VARIABLES DE
OPERACION EN LA ZONA DE ALIMENTACION

En la primera fase se trabajo en la seccion de alimentacion siguiendo el disefio

experimental planteado en la metodologia, garantizando una buena operatividad y

flujos de alimentacion establecidos para las siguientes etapas.

Figura 3. Comportamiento del amperaje del motor de alimentacion en funcién del tiempo

para las pruebas del disefio experimental.
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La salida de biomasa esté representada por la intensidad eléctrica del motor de
alimentacion (eje y) en el tiempo (eje x), una acumulacion en el equipo requiere un
mayor esfuerzo del motor, lo cual se refleja en el aumento del amperaje. Por el
contrario, cuando el paso de la biomasa por la seccion de alimentacion es
continuo, la intensidad eléctrica se mantiene en un valor fijo, el mismo valor de
amperaje que presenta el motor sin carga de biomasa. La intensidad eléctrica de
los motores sin carga de biomasa depende de las revoluciones a la cual esté
funcionando; de las revoluciones de motores elegidas en el disefio, para los cuales
la intensidad eléctrica es: 80 rpm: 4,84 A, 120 rpm: 4,61 Ay 160 rpm: 4,5 A.

En la seccion de alimentacion, la biomasa se somete a una reduccion en el
porcentaje de solidos, resultado de su compresion y presencia en altas
temperaturas cuando ésta transita por un cono con una reduccién del area
transversal (Anexo A, seccién alimentacion). La continuidad en el flujo en esta
seccion permite que toda la biomasa alimentada al equipo permanezca
aproximadamente el mismo tiempo en el cono y asi pase a la siguiente seccién
con un porcentaje de sélidos similar, condicién deseada puesto que se requiere
homogeneidad en el proceso. Los datos obtenidos de la primera fase se registran

en la figura 2.

De esta forma, las pruebas N°1, 3, 4, 5y 7 presentaron acumulacién en diferentes
grados. La prueba N°4 (80 rpm y 80 g/min) presenté los valores de intensad mas
altos (de hasta 10,85 amperios), condiciones que no permiten un adecuado
proceso puesto que se presentan grandes acumulaciones, lo cual conlleva a una
variacion en el porcentaje de sélidos de la biomasa que entra a la seccion
termoquimica y posibles explosiones en su salida, ademas es posible que, con

una intensidad eléctrica tan alta, los motores se detengan en cualquier momento.
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Las pruebas N°2 y N°6, con una alimentacion de 40 g/min, presentaron
condiciones estables, ambas con una salida continua de biomasa como se
observa en su intensidad eléctrica, el transcurso de la prueba se mantuvo con los
valores base (prueba N°2 (80 rpm y 40 g/min) con un promedio de 4,81 Ay prueba
N°6 (160 rpm y 40 g/min) con un promedio de 4,50 A). Por otra parte, las pruebas
No 1 (160 rpm y 80 g/min), 3 y 7 (120 rpm y 60 g/min) presentan pequefas

acumulaciones a lo largo de la corrida.

Se observa que las pruebas con mayor estabilidad, pruebas N°2 (80 rpm y
40g/min) y N°6 (160rpm y 40 g/min), presentaron la menor diferencia entre
porcentaje de sélidos de entrada y de salida, ademas, tienen las menores
desviaciones entre las pruebas, lo cual favorece a la homogeneidad de la bioma
Por el contrario, las pruebas con altos intervalos de acumulacion presentaron una
diferencia de solidos de entrada y salida mas, (Pruebas N°4 (80 rpm y 80 g/min) y
N°5 (120 rpm y 60g/min)).

Las tres pruebas adicionales se presentan a continuacion:

Figura 4. Pruebas adicionales para establecer flujo de alimentacién.
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Con todas las pruebas realizadas, se observa que flujos de masa menores o
iguales a 50 g/min permiten que haya continuidad en la seccion de alimentacion
con cualquier revoluciéon de 80 a 160 rpm. Flujos de 60 g/min en adelante
necesitan de revoluciones altas debido a la cantidad de biomasa alimentada,
puesto que ésta necesita avanzar con la velocidad suficientemente alta para no
acumularse. Sin embargo, se pueden apreciar pequefias acumulaciones que

pueden influenciar en la continuidad del equipo que no fue posible ignorar.

Con las modificaciones al tornillo, el cual consistio en un ajuste a las hélices en
donde se rectificaron las dos primeras, mejorando el transporte de la biomasa. La
figura 4 se presenta la prueba adicional realizada junto a la gréfica de la prueba
N°1, la cual se realiz6 a las mismas condiciones (80 g/min y 160 rpm). Se observa
que se logro el efecto deseado, puesto que la intensidad eléctrica se mantuvo
constante en el valor base junto con una salida de biomasa con porcentaje de
sélidos similar (baja desviacion estandar) durante las pruebas, lo cual refleja la

continuidad en el flujo.

Figura 5. a) Prueba de alimentacién después de modificaciones, N°11 b) Prueba N°1.
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A partir de las pruebas anteriores, se eligieron tres diferentes flujos promisorios,
para continuar con las pruebas en el equipo en su totalidad, 30, 50 y 80 g/min con
80, 120 y 160 rpm respectivamente. De esta forma se puede registrar como el
equipo trabaja en tres niveles de flujo diferentes: alto, medio y bajo. Para el nivel

bajo se eligié 30 g/min en vez de 20 g/min, teniendo en cuenta que en la seccion
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de molienda se necesita que la biomasa ejerza una fuerza de empuje suficiente

para poder avanzar, la cual, se dificulta a 20g/min.

2.2 FASE 2: ADECUACION Y PUESTA EN MARCHA DEL EQUIPO DE
PRETRATAMIENTO TERMOMECANICO

Una vez establecidos los parametros en la alimentacion, se procedio a establecer
las velocidades de los demas motores del equipo. Se realizaron pruebas en todo
el equipo, con entrada de vapor, para observar su desempefio y realizar los

arreglos necesarios.

Uno de los problemas encontrados en las pruebas realizadas fueron las fugas de
vapor que se presentaron en las bridas y en la camara de alimentacion, en estos
sectores se deben colocar unos sellos para evitar su desgaste. Los primeros sellos
estaban hechos de grafito, los cuales se deterioraban rdpidamente debido a
trabajos de limpieza en el cual se desarmaba el equipo. Es por esto que se decidio
utilizar sellos de teflon y silicona; estos, una vez instalados, solucionaron los
problemas de fugas de vapor, lo cual permiti6 que el periodo entre el ingreso de

vapor al equipo y la presurizacion de éste disminuyera.

La acumulacion se presentd en la campana (Ver Anexo A, ii)-d)). Durante las
pruebas, la biomasa se retenia en la campana hasta el punto en que el tornillo sin-
fin de la seccion termoquimica se detenia, no solo afectando la continuidad sino el
proceso mismo. Para solucionarlo se modifico la campana, disminuyendo su
volumen por medio de una rampa que fuerza a la biomasa a avanzar (Ver anexo
A, iii)-b)- Figura A10). También se disminuy0 el grosor de las hélices del tornillo sin
fin en la entrada de la seccion de molienda, lo cual permite que la biomasa avance
mas facilmente. Ademas de los arreglos, se hicieron pruebas para designar las
revoluciones por minuto apropiadas a los motores de la seccion termoquimica y

molienda, las cuales permitan continuidad en el equipo.
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En las pruebas para determinar las revoluciones de los motores, se observo que la
velocidad angular del motor de la seccion termoquimico tiene una influencia sobre
la acumulacion de la campana, ésta necesita ser proporcional a la velocidad del
siguiente tornillo, para no enviar mas biomasa de la que éste pueda tomar. Con

esto en cuenta, se encontré que 40 rpm es una frecuencia adecuada.

Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente, la velocidad angular del
motor de molienda influye sobre el paso de la biomasa por el molino. Es por esto
que se realizaron pruebas para encontrar las velocidades adecuadas. Se encontrd
que es ideal cambiar las revoluciones por minuto de acuerdo al flujo utilizado, asi
se garantiza una fuerza de empuje idénea para cada cantidad de biomasa. Para
los tres flujos elegidos: 30, 50 y 80 g/min; se designaron: 150, 180 y 210 rpm

respectivamente.

Figura 6. Prueba 30 g/min equipo de pretratamiento termomecanico
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En la figura 6 se presenta una prueba realizada después de la adecuacion (para
ver todas las gréficas de las pruebas a las deméas condiciones, remitirse al Anexo
D). En ella se contempla la estabilidad de la intensidad eléctrica en alimentacion,
contraria a la de molienda, la cual presenta algunas variaciones, muestra de los
esfuerzos realizados para que la biomasa supere esta seccion; en donde el primer
pico (entre 13 y 24 minutos) representa la acumulacion inicial de la biomasa hasta
que la suficiente cantidad pudo pasar por el molino. La temperatura en la seccion
termoquimica, cuyo valor inicial al empezar la prueba es resultado de un
calentamiento preliminar por el vapor en la chaqueta, presenta un aumento
cuando se inyecta vapor al interior del cilindro hasta alcanzar un valor estable
(Aproximadamente 130°c) en donde el equipo se mantiene presurizado. También
se observa que el comportamiento de la temperatura de molienda durante el
proceso va en aumento hasta alcanzar los 40 °C, ésta se mantiene controlada en
este rango gracias a un sistema de enfriamiento con reflujo de agua a temperatura

ambiente.

2.3 FASE 3: DETERMINACION EXPERIMENTAL DE TIEMPOS DE
RESIDENCIA

Para determinar el tiempo de residencia experimentalmente, se realizaron pruebas
con el flujo minimo (30 g/min) y el maximo (80 g/min) del rango optimo de flujo de
alimentacion para trabajar en el equipo, encontrado en la fase 1. Las demas
condiciones de las dos pruebas se eligieron con base en lo determinado en la fase
2. En ambos casos, se conservOo constante la velocidad angular del tornillo

termoquimico y de la tolva.

Cuadro 3. Tiempos de residencia determinados experimentalmente.

N° Velocidades de los motores (rpm) Flujo Trazador Tiempo
rueba alimentacion (anilina) residencia
P Tolva | Alimentacion | Termoquimico Molienda (g/min) (min)
30 80 40 150 30 Verde 14.75
2 30 160 40 180 80 Fucsia 8.92
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En el cuadro 3, se observan las condiciones a las que fueron realizadas las
pruebas N°1 y N°2 para determinar el tiempo de residencia. Estos tiempos se
determinaron experimentalmente por medio de un trazador como se muestra en la
figura 6 a) en donde se observa, de izquierda a derecha, la biomasa impregnada
que se alimenta normalmente, la biomasa pigmentada con anilina fucsia y la
biomasa pigmentada con anilina verde. A si mismo, en la figura 6 b) se observa su

biomasa pretratada respectiva.

Figura 7. a) Biomasa de alimentacion impregnada con y sin trazador. b) Biomasa pretratada
con y sin trazador.

a)

El tiempo de residencia para la prueba N°1 fue de 14 minutos aproximadamente,
mientras que para la prueba N°2 estuvo alrededor de los 9 minutos. Esta
diferencia se debe a la influencia del caudal en el tiempo de residencia, tal es el
caso de la prueba N°2, la cual se trabajé a un flujo mas alto de alimentacion, lo
que provoca que la biomasa realice una fuerza de empuje mayor sobre si mismay
se transporte de manera mas rapida; esto se traduce en un tiempo de residencia

menor.
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2.3 FASE 4: CARACTERIZACION BIOMASA PRETRATADA Y FASE 5:
BALANCE DEL EQUIPO DE PRETRATAMIENTO TERMOMECANICO

Los datos obtenidos de la caracterizacion de la biomasa pretratada se presentan
en los cuadros (Cuadro 4a-4b), junto con la desviacién estandar, y los de balance
de carbono (Cuadro 5). En los cuadros 4c-4d se muestran los datos de la biomasa

iImpregnada, siendo esta la biomasa de entrada al proceso.

Se observa que los cambios mas considerables se presentaron en el licor, en
donde las concentraciones de los azlcares en su forma monomérica y
oligbmerica, aumentaron. De las condiciones de flujo trabajadas, el mejor fue el de
80 g/min puesto que los azucares en los licores del efluente principal presentaron
la mayor concentracion, principalmente xilosa (proveniente de la hemicelulosa que
fue hidrolizada en el pretratamiento). Se encuentra una relacion directamente
proporcional entre biomasa ingresada al equipo y la concentracion de monémeros

y oligomeros en el licor.

Los datos de los sélidos de pretratamiento e impregnacion (Cuadro 4a-4c)
representan la composicion de la estructura lignocelulésica de la biomasa y se
presentan en forma de porcentaje peso. Los azucares aqui representados se
muestran en su forma polimérica, puesto que hacen parte de la celulosa y
hemicelulosa. Se observa que el porcentaje de lignina y la mayor parte de los
azucares de sélidos de pretratamiento cambian levemente cuando se comparan a
los de entrada del proceso, siendo el xilano el que presenta un cambio
considerable. Este comportamiento refleja la reduccion de hemicelulosa y su

hidrolisis a xilosa.
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El principal efecto del pretratamiento sobre la biomasa es el aumento de su
accesibilidad, puesto que se ataca la estructura disminuyendo su
encapsulamiento. Este ataque libera mondmeros y oligdbmeros los cuales se
solubilizan en el licor, de esta forma se puede asociar un alto grado de
concentracion de azucares en el licor al de una mayor reduccion en la
compactibilidad de la estructura. Dentro del alcance de este proyecto, se plantea
al fluyjo de 80 g/min de biomasa impregnada como el flujo en el cual el

pretratamiento es mas efectivo.

Se realiz6 un balance de carbono al pretratamiento, teniendo en cuenta todas las
corrientes de salida y de entrada, el cual se presenta en el cuadro 5. Todos los
calculos se realizaron en base carbono, lo cual permite ignorar el acido sulfarico y
agua que transita por el proceso. El flujo utilizado para el balance fue de 80 g/min,
puesto que éste es el mas efectivo en el proceso de pretratamiento. Para mayores
detalles sobre flujos, calculos y concentraciones de azucares en las diferentes

corrientes ver Anexo D.

Se observa que la recuperacién de carbono en las salidas del proceso (salida de
la seccion termomecanica, salida de condensados al final de la seccién
termoquimica y salida de lixiviados al final de la seccién de alimentacién) es del
96,9%. El porcentaje restante puede atribuirse a sustancias no detectadas por los

instrumentos utilizados y a posibles pérdidas en las caracterizaciones.

Se observa que la gran mayoria de la glucosa que entra al proceso sale por los
sélidos (98,01% del carbono de entrada en sdélidos, donde se solubilizan sélo un
4,9%). Esta glucosa es parte de la celulosa de la biomasa que no se ve afectada
por el pretratamiento, sélo queda expuesta para posteriores procesos, en
contraste con los demas azucares que se distribuyen equitativamente entre
sélidos y licores (la xilosa se solubiliz6 un 44,16%, la arabinosa un 41,12% vy

grupos acetilos 49,49% en los licores). La produccion de productos de
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degradacion fue bajo, representando sélo un 0,34% de la xilosa en la biomasa de
entrada. Por otro lado, la lignina se encuentra en los sélidos a la salida en un
89,39% del de entrada, con la cantidad restante posiblemente solubilizada en el

pretratamiento a otros compuestos.
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Cuadro 4. Datos de caracterizacion: a) Solidos (Biomasa de entrada y salida). b) Licor (Licor de entrada y de salida)

a)
Flujo % (g componente/g biomasa estructural) %Lignina total (g
Prueba | méasico | Biomasa Grupo lignina/g biomasa
(g/min) Glucano Xilano Arabinano aceit)il estructural)
- - Entrada 43,88 21,98 0,98 4,2 26,76
1 30 45,27+1,70 | 16,49+0,72 | 1,91+1,35 | 2,88+0,43 23,18+0,22
2 50 Salida | 47,82+#1,40 | 11,75+0,49 | 1,35+0,90 | 2,63+0,93 24,43+0,11
3 80 46,50+2,03 |12,39+0,58 | 1,31+0,82 2,61+0,70 25,85+0,44
b)
Monémeros Oligébmeros
Prueba Flujo Biomasa Concentracion (g/l) Concentracion (g/l)
masico Glucosa Xilosa Arabinosa AC'I(_iO Glucosa Xilosa Arabinosa
(g/min) Acético
- - Entrada 0,16 0,23 1,22 1,42 1,68 2,87 1,47
1 30 0,12+0,06 | 3,36+0,85 | 0,39+0,12 | 0,88+0,22 | 2,06+0,16 | 12,93+0,64 | 0,59+0,03
2 50 Salida 0,56+0,26 | 20,82+6,04 | 0,77+0,62 | 2,21+0,51 | 4,20+0,49 24,27+2,22 0+0,04
3 80 1,71+0,05 | 28,92+0,00 | 0,77+0,02 | 3,12+1,18 | 10,28+0,71 | 59,94+5,92 | 0,75+0,13

*ARIAS, Deny Paola y PEREZ, Ingrid Viviana. Universidad Industrial de Santander. Santander, Colombia. Estudio del efecto de la concentracién de &cido sulfarico diluido en
las etapas de impregnacion y pretratamiento termomecanico del proceso de produccién de bioetanol a partir de bagazo de cafia de azUcar.

La biomasa de entrada al equipo es previamente impregnada con &cido sulfarico al 1% p/p y la de salida es la biomasa que fue pretratada en el equipo.
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Cuadro 5. Balance de carbono en el reactor de pretratamiento.

BALANCE DE CARBONO

Entrada Salida
Compuesto | % Peso | o o1 [ o5 pas En solidos En licores Total C- Rec(;opgrggié”
seco seco C-mol [g] % C** % Peso seco | C-mol [g] % C** [ mole [g] alimentacién)
Glucosa 47,87 5,61 53,82 5,50 98,01 0,40 0,22 3,88 5,72 101,89
Xilosa 25,37 2,97 14,73 1,51 50,62 2,40 1,31 44,16 2,82 94,78
Ara}binosa 2,00 0,23 1,56 0,16 67,77 0,18 0,10 41,12 0,26 108,89
A/?:thcijc?o 5,28 0,62 2,88 0,29 47,63 0,56 0,31 49,49 0,60 97,12
Lignina 25,96 4,05 26,96 3,67 90,53 0,00 0,00 0,00 3,67 90,53
Furfural 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,34 0,01 0,00
HMF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 13,49 11,13 82,48 3,55 1,95 14,42 13,07 96,9

** Porcentaje de carbono respecto a la entrada: C-mol del componente en efluente sobre C-mol del componente a la entrada.
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3. CONCLUSIONES

o Como resultado de las pruebas realizadas en la seccion de alimentacion, se
encontré un rango adecuado de flujo dentro del cual la intensidad eléctrica del
motor de esta seccibn se mantuvo constante, indicando un flujo continuo y

uniforme de la biomasa dentro del equipo.

o Se observé que la continuidad en la secciébn de alimentacion influye
directamente en la homogeneidad de la biomasa que avanza a las siguientes
secciones, puesto que el porcentaje de solidos a la salida de la seccion de

alimentacion se mantiene uniforme.

o Se concluye que dentro del rango de flujo de alimentacion que permite la
continuidad en el equipo, el flujo de 80 g/min es favorable, puesto que permite que
el tiempo de residencia sea menor. Adicional a esto, mayores flujos permiten la

obtencion de concentraciones mas altas de azucares en los licores.

o La hemicelulosa se ve grandemente afectada, observandose una reduccion
considerable de xilano y aumento de xilosa en los licores. Por el contrario, el
pretratamiento termomecanico no influye drasticamente en la solubilizacion de

glucano, muestra de que la celulosa no se ve afectada.
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4. RECOMENDACIONES

o Se recomienda hacer una constante revision de los tornillos sin-fin y de los
pistones (ubicados en las prenso-estopas), especialmente de la seccion de
alimentacion, puesto que éstos poseen una gran influencia sobre el desarrollo del

proceso y su continuidad.

o Se recomienda realizar caracterizaciones a la biomasa después de haber
sido expuesta a cada método de pretratamiento en el equipo (Molienda, explosion
de vapor y acido) por separado y asi hacer una comparacion con el pretratamiento

combinado.

o Se recomienda hacer un estudio de distribucion de tiempo de residencia en
el equipo. Para esto es necesario de un andlisis para la eleccion trazador el cual
soporte las condiciones presentadas en el pretratamiento y, junto con un equipo
de medicion apropiado, su concentracion pueda ser facilmente medida a través del

tiempo.
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ANEXOS

Anexo A. Descripcidon del equipo de pretratamiento termomecanico

El equipo de pretratamiento termomecanico desarrollado bajo el marco de tesis
doctoral de la Ingeniera Neila Mantilla, estd compuesto por tres secciones
principales: Seccion de alimentacion, seccion termoquimica, seccion de molienda

y seccion de descarga.

Figura Al. Equipo de pretratamiento termomecanico.

i). Seccion de alimentacion:

a) Tolva: en la cual ingresa el bagazo de cafa impregnado con acido sulfarico
diluido en el proceso. La tolva tiene en su interior dos rodillos dentados que

distribuyen la biomasa hacia un tornillo sin fin.
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Figura A2. Tolva.

)
R s ‘

b). Tornillo sin fin: el cual recibe la biomasa de la tolva y la transporta a la seccion

siguiente.

Figura A3 Tornillo sin-fin de alimentacion.

c). Cono al final del tornillo sin fin: permitiendo reduccion de diametro donde se
comprime la biomasa, formandose un tapén a la salida de la seccién de
alimentacion y entrada de la seccién termoquimica. Cuando se aplique vapor, el
tapdn garantiza que el equipo se mantenga presurizado y se lleve a cabo el

pretratamiento termoquimico.

Figura A4. Cono cobertura
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d). Pistdn y prenso-estopa: el cual aplica una fuerza sobre la biomasa a la salida
de la seccion de alimentacion, contribuyendo a la formacion del tapdén. La biomasa
gue se va reuniendo al final del cono tiene que superar la fuerza que ejerce el
piston para poder acceder a la seccion termoquimica, evitando el paso de vapor

hacia la alimentacién

Figura A5 a) Pistén prenso-estopa. b) Pistdn- interior termoquimico.

ii). Seccion termoquimica:

a). Cilindro, como carcasa externa: El cilindro tiene material aislante que permita

conservar la temperatura en la seccién, parte importante del pretratamiento.

Figura A6 Carcasa externa seccion termoquimica.
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[o). Tornillo sin fin: el cual transporta la biomasa desde la salida de la seccién de

alimentacién hasta la seccién de molienda.

Figura A7. Carcasa externa seccién termoquimica.

OO oy~ - = P

c). Entradas de vapor: En esta seccion del equipo se presenta el pretratamiento
con vapor. Para esto, se dispone de tres entradas de vapor ubicadas en diferentes
partes del cilindro externo. Como se observa en la figura A6, la vélvula azul
permite paso de vapor a la chaqueta y la valvula roja dentro de la seccién

termoquimica.

d). Campana: Ubicada al final de la seccién termoquimica, ésta permite el paso
hacia la secciobn de molienda. En la campana el tornillo sinfin es mas delgado,

permitiendo que la biomasa caiga de una seccion a otra.

Figura A8. Campana.

53



iif). Seccién de molienda:

a). Tornillo sin fin-cilindro dentado: En esta seccion, el tornillo esta dividido en tres
partes consecutivas: tornillos en espiral, tornillo dentado y nuevamente tornillo en
espiral conico, como se observa en la figura A9. La primera seccion del tornillo sin
fin transporta la biomasa desde que ésta cae desde la seccidon anterior hasta el
cilindro dentado. En el cilindro dentado (parte izquierda) se produce la molienda de
la biomasa. En la dltima seccion de tornillo sin fin, la biomasa es transportada

hasta la salida de la seccion.

Figura A9. Tornillo seccién Molienda.

A PR

b). Cobertura. Un tubo cilindrico liso en la primera parte del tornillo sin fin. Un tubo
corto con ranuras que cubre la parte dentada del tornillo, complementando la
molienda que recibe la biomasa (puesto que el espacio de la biomasa en esta
seccion es limitado, la biomasa se muele en el cilindro dentado y avanza por las
delgadas ranuras de la cobertura en esta seccion), alrededor de esta seccion,
circula agua (manguera roja) la cual disipa el calor en exceso generado en esta

seccion mecanica, debido a la friccion.

Al inicio del tubo cilindrico se encuentra una salida para evacuar condensados de
forma que el vapor que se condense dentro del reactor no obstaculice el aumento
de temperatura. En la parte media del tubo cilindrico se encuentra una rampa que
va dentro de la campana, con el objetivo que ayude al paso de esta de la seccién

termoquimica hacia la seccién mecanica.
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Figura A10. a) Tubo cilindrico. b) Tubo corto con ranuras.

Finalizando con un cono en la seccion final del tornillo, en la cual la biomasa se
acumula y forma un tapon de manera similar al de la seccion de alimentacion. Este
tapon junto con el formado al final de la alimentacion permite que se creen una
presurizacion en el equipo realizando la descarga de biomasa en forma de
explosiones. Para el control de estas explosiones otra prenso-estopa es ubicada

en la secciéon de molienda.

Figura A1l a) Cono final seccién molienda b) Prensoestopa final seccién molienda
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Anexo B. Protocolo caracterizacion.

PROTOCOLO DE CARACTERIZACION
Laboratorio de Transformacion de Biomasa
Escuela de Ingenieria Quimica

Universidad Industrial de Santander

1. PREPARACION DE BIOMASA PARA LA CARACTERIZACION

Materiales:

e Biomasa pretratada

e Tubos falcén

e Centrifuga

e Tiras de pH.

e Horno

e Balanza digital

e Crisoles
1.1 Homogeneizar la biomasa pretratada.
1.2 Pesar 4 tubos falcon por cada muestra de biomasa. Pesar 6 g de biomasa
pretratada y homogeneizada en cada tubo falcon.
1.3 Agregar 30 mL de agua a cada uno. Centrifugar por 10 min a 5000 rpm, agitar
las muestras y centrifugar nuevamente. Tomar muestra del licor para andlisis de
mondmeros y oligémeros.
1.4 Agregar 30 mL de agua nuevamente y centrifugar por 5 min a 5000 rpm.
Repetir este procedimiento las veces que sea necesario hasta que el pH esté en 5.
1.4 Situar los tubos falcon en el horno a 105°C por un dia.
1.5 Pesar los tubos falcon con biomasa seca para calcular porcentaje de solidos

insolubles en el slurry.

Peso biomasa seca

%solidos insolubles = Peso biomasa hiimeda
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1.6 Calcular la dilucion para mondmeros y oligdbmeros para calcular las
concentraciones reales de los azlcares.

D = (Pl+Pa)/Pl

Donde:
D es la dilucién para monémeros y oligbmeros
P, es el peso del licor contenido en la biomasa y se calcula de la siguiente

manera:

%solidos insolubles
100

P, = Peso biomasa himeda — Peso biomasa himeda (

P, es el peso de agua adicionada

1.7 Homogeneizar nuevamente la biomasa y pesar 0,7 g de cada muestra en
diferentes botellas de vidrio.
1.8 Tomar muestras de biomasa en crisoles y dejarlos en el horno por 24 horas

para calcular porcentaje de solidos totales.

Peso biomasa seca

% Sélidos totales = Peoso biomasa himeda x 100

1.9 Pasar los crisoles a la mufla para calcular porcentaje de cenizas estructurales.

Peso cenizas

% Cenizas estructurales = - x 100
Peso biomasa seca

Segquir el paso 1.9.1 si utiliza una mufla de rampa programable, de lo contrario,
seguir el paso 1.9.2.
1.9.1

Programa de rampa de temperatura del horno.

Rampa de temperatura ambiente a 105°C

Mantener a 105°C durante 12 minutos

Rampa hasta 250°C de 10°C/minuto

Mantener a 250°C por 30 minutos

Rampa hasta 575°C de 20°C/minuto

Mantener a 575°C durante 180 minutos
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Bajar la temperatura hasta 105°C y mantener en esta temperatura hasta

gue las muestras sean retiradas.

1.9.2 Colocar los crisoles en el horno a 575 + 25°C durante 24 + 6 horas.

2. PREPARACION DE ESTANDARES DE RECUPERACION DE AZUCARES
(ERA) Y ESTANDARES DE VERIFICACION DE AZUCARES (EVA).

Materiales:

Balones aforados de 25 mL

Agua destilada

Pinza

Azlcares estandares (Arabinosa, Glucosa y Xilosa)
Acido acético

Balanza electronica

Frasco lavador

Pipeta

Ultrasonido

Tubos Falcon

2.1 Calcular las cantidades de arabinosa, glucosa, xilosa y &cido acético para

preparar los estandares (ERA) de la siguiente manera:

Azucar requerido = Cs [g/L]*(Vb) Ec (1)

Dénde:

Cs es la concentracion sugerida para los estandares.

Vb es el volumen del balén aforado.
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Cuadro B1. Rango de concentraciones sugerido para los estandares.

Component Suggested
concentration range
(mg/ml)
D-cellobiose 0.1-40
D(+)glucose 0.1-4.0
D(+)xvlose 0140

D(+)galactose 0.1-40
L{+)arabinose 0.1-4.0
D(+)mannose 0.1-4.0

CVS Middle of linear range,
concentration not equal
to a calibration point
(2.5 suggested)

Fuente NATIONAL RENEWABLE ENERGY LABORATORY. Determination of structural

carbohydrates and lignin in biomass

En el cuadro B1 se sugiere la concentracion para los diferentes azucares.

2.2 Pesar las cantidades necesarias de azucares en un balon aforado de 25 mL
con la balanza electrénica y registrar.

2.3 Agregar agua destilada de tal forma que se limpie el cuello y las paredes de
balén, homogeneizar y aforar.

2.4 Homogeneizar la solucién en el ultrasonido por 15 minutos.

2.5 Tomar una alicuota de 5 mL en un vial para azucares de verificacion.

2.6 Tomar una alicuota de los estandares de recuperacion (20 mL) para hidrolisis

acida.
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3. HIDROLISIS ACIDA

Materiales:
e 1 pipeta
e Puntas de pipeta
e Vasos de precipitado
e Acido sulfurico al 72% peso/peso
e Plancha de agitacion magnética
e Agitadores magnéticos
e Botellas de vidrio con tapa
e Tubos Falcon
e pH-metro digital
e Solucion para guardar electrodo

e Solucién para limpiar electrodo.

3.1 Hidrdlisis acida para la biomasa pretratada:

3.1.1 Agregar 7 mL de &cido sulftrico al 72% a cada botella con su respectiva
biomasa.

3.1.2 Introducir cada botella a la que se le ha agregado acido en el bafio maria a
30°C por una hora con agitacion cada cinco minutos.

3.1.3 Agregar 196 mL de agua a cada botella.
3.2Hidrdlisis acida para oligébmeros:

3.2.1Tomar una alicuota de 20 mL para oligémeros del licor del inciso 1.3.
3.2.2Filtrar el licor.

3.2.3Tomar y registrar el pH para los licores filtrados.

3.2.4 Para la etapa de hidrolisis acida es necesario que el licor tenga una

concentracion del 4% peso/peso, para ello se agrega una cantidad especifica de
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acido sulfurico al 72% dependiendo del volumen de la alicuota de licor filtrado. Por

lo general el volumen de la alicuota es 20 ml, los cuales se toman en un tubo

Falcon.

En el caso en que se midan 20 ml exactos de licor y con un pH previamente

determinado en el paso 3.2.3.3, se acude a la Tabla 1 y se procede a determinar

la cantidad de acido a adicionar de la siguiente manera:

Por ejemplo, a un pH de 1.10 y 20 ml de licor filtrado, se deben adicionar 631 pL

de acido sulfurico al 72% peso/peso.

Cuadro B2. Volumen de H»SO4 al 72% (en pL) requerido para llevar la concentracion de acido

en el licor al 4% peso/peso.

Appendix 1

ol of Squor (miL | i o liquo; ol of liguo ol o liquor [mL \ol_ of liquos f iguo; {mL] Vol of liguor {mL]| ol of iquor jmL]
500 [ 10.00] 20.00| 5001000 =.00 [ 10.00] 500 [ 10.00]20.00 =.00 [ 10.00] 10.00] 20,00 500 [10.00[20.00 =.00 [ 10.00] 2000
08 | 217 153 | =07 58 | 332 | &71 172 | 34 e EH 72 | 348 | B2y B ES

. . 110 | 220 154 | 308 158 | 338 [ 871 172 | 342 ) &7 172 | 348 [ gar 974 | 348 [ ge7

. . 111 | 223 154 | 308 158 | 338 | 872 172 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 974 | 348 [ ge7

. . 113 | 228 185 | 310 158 | 338 | 872 172 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 974 | 348 [ ge7

. . 114 | 228 185 | 311 188 | 337 [ 873 172 | 348 348 g7 172 | 348 [ gay 974 | 348 [ g57

. . . 18 | 23 156 [ 311 188 | 337 | &7a 172 | 3¢5 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37

. . . 17| 238 156 [ 312 185 [ 337 | &7a 172 | 3¢5 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37

. . . 118 | 238 157 [ 313 185 [ 337 | 875 173 | 325 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37

1] 2| 4 113 | 238 157 [ 314 155 | 338 | 675 173 | 325 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37

5|10 18 121 | 241 157 [ 315 155 [ 338 | 575 173 | 325 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37

3 |47 | & 122 | 248 158 [ 315 155 [ 338 | 575 173 | 3¢5 48 &s7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37

12 | 25 | 50 122 | 248 158 | 316 165 | 338 | 677 173 | 325 48 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
16 | 32 | =8 124 | 243 158 | 317 165 | 338 | s77 173 | 325 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g7
20| 38 | 78 125 | 2: 153 [ 318 165 | 33 | 578 173 | 325 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g7
23| 47 | =3 127 | 253 153 | 318 165 | 33 | 578 173 | 325 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
27 | 53 | 07 128 | 258 150 | 313 170 | 333 | 578 173 | 325 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
=0 | s0 | 120 128 | 287 180 | 320 170 | 332 | 872 173 | 328 348 &7 172 | 348 [ ga7 974 | 348 [ g2
33 | &7 | 133 130 | 253 180 | 320 170 | 320 | 878 173 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 474 | 348 [ ge7
37 | 73 | 148 131 | 281 181 | 321 170 | 320 | g0 173 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 474 | 348 [ ge7
20 | 78 | 158 132 | 283 181 | 322 170 | 320 | g0 173 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 474 | 348 [ ge7
43 | 88 | 171 133 | 288 181 | 322 170 | 320 | g0 173 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 474 | 348 [ ge7
48 | 89 | 183 134 | 287 181 [ 323 170 | 320 | 581 173 | 348 348 &57 174 | 348 [ ga7 474 | 348 [ g2
43 | 57 | 135 135 | 288 162 [ 323 170 | 324 | 581 173 | 325 48 &7 174 [ 343 [ ga7 174 | 348 [ g37
52 | 103 | 208 138 | 271 182 | 324 170 | 321 | sa2 173 | 328 ) &7 172 | 348 [ gar 474 | 348 [ ge7
=4 | 108 | 217 138 | 273 182 [ 328 170 | 321 | 822 173 | 348 348 &57 174 | 348 [ ga7 474 | 348 [ g2
57 | 144 | 228 137 | 278 163 [ 328 171 | 381 | 582 173 | 325 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
50 | 118 | 238 138 | 278 153 [ 328 171 | 381 | 583 173 | 345 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
52 | 125 | 243 13z | 278 152 | 328 171 | 321 | 583 173 | 348 48 g7 172 [ 349 [ ga7 474 | 348 [ g37
55 | 130 | 250 120 | 278 163 | 327 171 | 322 | 53 173 | 325 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
57 | 135 | 288 120 | 281 164 | 327 171 | 322 | sa2 173 | 325 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
70 | 140 | 273 141 | 282 164 | 328 171 | 322 | sa2 173 | 326 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
72 | 184 | 283 142 | 284 164 | 328 171 | 322 | sa2 173 | 347 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
75 | 148 | 238 143 | 285 164 | 328 171 | 322 | sa2 173 | 347 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
77 | 154 | 207 143 | 287 165 | 328 171 | 322 | sas 173 | 347 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
73 | 158 | 316 124 | 288 165 | 328 171 | 323 | e85 173 | 347 M8 &7 172 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
81 | 162 | 325 145 | 230 165 | 330 171 | 323 | 585 173 | 347 M8 587 174 [ 349 [ ge7 174 | 248 [ g37
83 | 187 | 333 148 | 231 182 | 330 171 | 323 | 5as 173 | 347 348 &7 172 | 348 [ ga7 974 | 348 [ g2
85 | 171 | 341 148 | 232 185 | 331 171 | 323 | ges 173 | 347 ) &7 172 | 348 [ gar 474 | 348 [ ge7
87 | 178 | 350 147 | 232 188 | 331 172 | 323 | 5es 173 | 347 348 g7 172 | 348 [ gay B EE
8% | 179 | 357 147 | 238 186 | 332 172 [ 323 | 585 173 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
51 | 183 | 385 148 | 238 186 | 332 172 | 383 | sa7 173 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
531 | 186 | 373 143 | 237 186 | 332 172 | 383 | sa7 173 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
55 | 150 | 380 143 | 238 186 | 333 172 | 324 | sa7 173 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
57 | 154 | 387 150 | 300 167 [ 333 172 | 324 | sa7 174 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
53 | 157 | 334 150 | 3m 167 [ 333 172 | 324 | 588 174 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 474 | 348 [ g37
100 | 201 [ 204 151 | 302 157 | 334 172 | 324 | 588 174 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 174 | 348 [ ga7
102 [ 204 [ 208 151 | 303 157 | 334 172 | 324 | 588 174 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 174 | 348 [ ga7
104 [ 207 [ 215 152 | 308 167 | 334 172 | 324 | 588 174 | 347 348 &7 174 [ 343 [ ga7 174 | 348 [ ga7
105 [ 201 [ 421 152 | 305 167 [ 338 172 | 324 | 588 174 | 347 48 &s7 174 [ 343 [ ga7 174 | 348 [ ga7
107 [ 294 | 227 152 | 308 168 [ 335 172 [ 324 | g9 172 | 347 48 587 172 [ 340 | ge7 174 | 345 [ ge7

Fuente NATIONAL RENEWABLE

byproducts, and degradation products in liquid fraction process samples.

ENERGY
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En el caso en que el volumen de la alicuota no sea 20 mL exactos, se debe
calcular la cantidad de &cido a agregar de la siguiente manera:

3.2.4.1 Calcular la concentraciéon molar de iones de hidrégeno [H+] en la alicuota

de licor filtrado.

pH = -log [H+] (1)
[H+] = antilog (-pH). (2)

Una vez obtenida la concentracién de iones de hidrogeno es posible calcular el

volumen de &cido sulfurico a adicionar:

Uy = [(Ca¥) = (Ve H 2502 ) / @3)
72%

Donde:

V.9, €s el volumen de acido a agregar al 72%, en mL

V; es el volumen de la alicuota, en mL

C49, €S la concentracion de H2SO4 al 4%, 41.0 g/L

C-,9, €S la concentracion de H2SOasal 72%, 1176.3 g/L

[H*] es la concentracién de iones de hidrégeno, en moles/L

Para ilustrar un ejemplo, se tomara un volumen de 18 mL de alicuota y un pH de
1.10:
Primero se calcula la concentracion de iones hidronio con la Ec (2):

[H+] = antilog (-1.10)

[H+] =0.079 moles/L
De esta manera, se procede a calcular el volumen de acido a agregar con ayuda
de la Ec. (3):

[ 41.0g
L

o e

1176.3 g/L

V7209, = 0.568 mL = 568 uL

V720,=
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3.2.5 Trasvasar las alicuotas a las botellas de vidrio.

3.2.6 Introducir un agitador magnético en cada botella.

3.2.7Situar las botellas en la plancha de agitacion magnética y dejar homogeneizar
por 30 segundos.

3.2.8Medir la cantidad calculada de &cido sulfarico al 72% peso/peso con la ayuda
de una pipeta y agregar lentamente a las botellas mientras se estan agitando.

3.3. Calcular la dilucion del licor con el acido sulfurico para determinar las

concentraciones reales de los azlcares.

Donde:

D es la dilucion del licor

P, es el peso del licor para oligdbmeros y se calcula de la siguiente manera:
P,_volumen del licor * densidad del licor

7, es el volumen de acido sulfarico al 72% adicionado

3.2 Hidrdlisis acida para los estandares de recuperacion de azucares de (ERA).

3.2.1 A cada estandar de recuperacion, agregar 696 uL de acido sulfurico.

3.3 Sellar con vinipel todas las botellas. Tener en cuenta que, al momento de

envolver y ajustar la tapa de las botellas, los papeles no se deben romper.

3.4 Marcar cada botella en la parte superior y poner cinta para evitar que se borre

el nombre cuando estén en la autoclave.

3.5 Marcar el nivel de la solucion contenida en cada botella con Sharpie.

3.6 Revisar que el agua contenido en la autoclave esté a un nivel superior a la

rejilla.

3.7 Encender la autoclave media hora antes de introducir las botellas en su

interior.

3.8 Introducir las botellas previamente selladas.

3.9 Tapar la autoclave teniendo en cuenta que se deben ajustar los sellos en

pares, es decir, uno el opuesto del otro.
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3.10 Una vez tapada la autoclave, se espera que la presion llegue a 15 psiy se
mantenga constante en este valor monitoreando el flujo de calor por medio de la
perilla de la autoclave por una hora y se apaga el equipo.

3.11 Por seguridad, es necesario que al momento de abrir la autoclave la presion
marcada por el manémetro sea de O psi.

3.12 Cuando la presion se encuentra en 0 psi se abre la valvula de alivio y se
destapa la autoclave usando los guantes térmicos y se retiran cada una de las
muestras para colocarlas sobre cartones y evitar la ruptura de las botellas debido

al cambio brusco de temperatura.
4. SEPARACION LIQUIDO/SOLIDO (FILTRACION)

Materiales:
e Dos mangueras
e Papeles filtro
e Una bomba de vacio
e Un condensador
e Un soporte universal con pinzas
e Un Erlenmeyer de salida lateral
e Embudo de porcelana
e Agua destilada

e Frasco lavador

4.1 Realizar el montaje de la figura 2: Conectar la trampa de la bomba de
vacio con la salida inferior del condensador y conectar la salida superior del
condensador con la salida lateral del Erlenmeyer. Seguido de esto se
acondiciona el embudo de porcelana en la parte superior de Erlenmeyer,

garantizando que haya un sello entre los dos instrumentos para formar vacio.
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Figura B. Montaje para filtracion.

4.2 Humectar el papel filtro con agua destilada para acomodarlo en el embudo de
porcelana, para este procedimiento, se debe tener especial cuidado asegurando
que el papel quede adherido al embudo evitando que los sélidos pasen por las
paredes.

4.3 Homogenizar cuidadosamente por medio de agitacion la solucién a filtrar y
agregar poco a poco (una cantidad suficiente de licor que permita purgar el
Erlenmeyer) al embudo para que el nivel de solucion no sobrepase el papel filtro.
Purgar y desechar la solucién utilizada.

4.4 Filtrar la solucién deseada.

4.5 Adicionar la solucion filtrada a un recipiente previamente purgado

4.6 Si la solucion filtrada se utiliza al dia siguiente, ésta debe ser refrigerada. Si se
utiliza en un lapso superior, debe ser congelada.

Nota: Las muestras no deben almacenarse mas de 15 dias, dado que pierden la
confiabilidad de las variables medibles.

4.7 Lavar varias veces el residuo sélido y poner las muestras en el horno a 105°C
por 12 horas.

4.8 Pesar el residuo soélido seco para calcular porcentaje de biomasa residual.

(Peso biomasa residual + peso crisol + peso filtro) — peso crisol — peso filtro
x
Peso biomasa seca

4.9 Pasar las muestras a mufla y calcular el porcentaje de cenizas insolubles en

100

%Biomasa residual =

acido y la lignina insoluble en acido.
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(Peso cenizas + peso filtro + peso crisol) — Peso filtro — peso crisol 100
x

%~Cenizas insolubles en acido = P bi
eso biomasa seca

%Lignina insoluble en acido = % biomasa residual — %cenizas insolubles en acido

Siga el paso 1.9.1 si utiliza una mufla de rampa programable, de lo contrario, siga

el paso 1.9.2.

5 ANALISIS DEL LICOR

Materiales:
e Licor
e Agua destilada

e Espectrofotometro pharo 300 Merck

5.1 Determinar la absorbancia del licor filtrado en el inciso 4.5 con el
espectrofotometro pharo 300 Merck y registrar los valores encontrados para
determinar el porcentaje de lignina soluble en acido.

UVabs X Vlfx D

1
exPxL x 100

%Lignina soluble en acido =

Donde:
UV,ps €S la medida de la absorbancia UV-Visible para la muestra a la longitud

de onda apropiada (ver cuadro B3).
Vs es el volumen del licor filtrado.

D es la dilucion, la cual se calcula de la siguiente manera:

Volumen de la muestra + Volumen solvente

Volumen de la muestra

¢ es la absortividad de la biomasa a la longitud de onda especifica
P es el peso de la muestra

L es la longitud de la trayectoria de UV-visible de la celda
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Cuadro B3. Constantes de absortividad para medir lignina soluble en é&cido para

diferentes tipos de biomasa.

Biomass type Lambda max | Absorptivity at | Recommended | Absorptivity at

(nm) lambda max wavelength recommended
(L/g cm) (nm) wavelength
(L/g cm)

Pinus Radiata- 198 25 240 12

NIST SRM 8493

Bagasse- 198 40 240 25

NIST SRM 8491

Corn Stover- NREL 198 53 320 30

supplied feedstock

Populus deltiodes- 197 60 240 25

NIST SRM 8492

Fuente NATIONAL RENEWABLE ENERGY LABORATORY.

structural carbohydrates and lignin in biomass

Materiales:

e Carbonato de Calcio

e Pinzas

e Papel indicador de pH

e Tijeras

e Tubos Falcon con tapa

e Soporte para tubos

e Varilla agitadora de vidrio

e Espatula

e Jeringa

e Tubos Eppendorf.

6 NEUTRALIZACION Y ANALISIS DE MUESTRAS.
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6.1 Trasvasar las muestras de las botellas a tubos Falcon de 50 mL

4.1 Medir el pH a cada muestra con tiras de pH.
6.2 Agregar Carbonato de Calcio hasta que el pH se encuentre entre 5 y 6. Esto
se hace adicionando cantidades pequefias de Carbonato de Calcio y agitando con
las varillas de vidrio. Al medir el pH, verificar que la espuma se disperse.
6.3 Centrifugar las muestras en los tubos Falcon por 10 minutos a 3400 rpm.
6.4 Pasar el sobrenadante de las muestras a otros tubos Falcon de 15 mL y medir
el pH final.
6.5 Congelar las muestras durante la noche.
6.6 Centrifugar las muestras en cuanto se sacan del congelador.
6.7 Trasvasar el sobrenadante a otro tubo Falcon de 15 mL, dejando
aproximadamente de 1 a 2 mL como precipitado de neutralizacion.
6.8 Congelar la solucion obtenida en los tubos Falcon durante 2 horas y
centrifugar nuevamente.
6.9 Pasar una cantidad pequefa de cada solucién a un vial y a un Eppendorf para
contramuestra.
6.10 Rotular cada vial y poner cinta para evitar que el nombre se borre.
6.11 Pasar todos los viales al equipo especializado de cromatografia liquida de
alta eficacia o HPLC por sus siglas en inglés.
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Anexo C. Protocolo para la elaboracion de curvas de calibracién.

PROTOCOLO CURVAS DE CALIBRACION

Laboratorio de Transformacion de Biomasa
Escuela de Ingenieria Quimica

Universidad Industrial de Santander

1 CALCULO DE LAS CANTIDADES DE AZUCARES (XILOSA, ARABINOSA Y
GLUCOSA) NECESARIAS PARA PREPARAR LAS CURVAS DE CALIBRACION.

Materiales:
e 3 balones aforados de 25 mL

e Azucares (Xilosa, Arabinosa y Glucosa)

1.1 Tomar 24.0 mg/mL como valor sugerido del rango de concentraciones de
azucares de la Tabla 1 para Xilosa, Arabinosa y Glucosa.

1.2 Calcular las cantidades de azlcares necesarias para preparar la curva de
calibracion de la siguiente manera:

Azulcar requerido = Cs [g/L]*(Vb) Ec (1)

Donde:
Cs es la concentracion sugerida para los estandares.

Vb es el volumen del balén aforado.

69



Tabla 1. Rango de concentraciones sugerido para los estandares.

Component Suggested
concentration range
(mg/ml)
D-cellobiose 0.1-40
D(+)glucose 0.1-4.0
D(+)xvlose 0140

D(+)galactose 0.1-40

L{+)arabinose 0.1-4.0

D(+)mannose 0.1-4.0

CVS Middle of linear range,
concentration not equal
to a calibration point
(2.5 suggested)

Fuente NATIONAL RENEWABLE ENERGY LABORATORY. Determination of

structural carbohydrates and lignin in biomass

2 PREPARACION DE SOLUCIONES PARA CURVAS DE CALIBRACION:

Materiales:

3 balones de 25 mL

Balanza

Azucares (Xilosa, Arabinosa y Glucosa)
Aguatipo 1

Pinzas

Pipeta y puntas

Sharpie

2.1 Pesar cada una de las cantidades calculadas de azlcares en un balén aforado

de 25 mL.

2.2 Agregar la cantidad suficiente de agua tipo 1 para homogeneizar.

2.3 Aforar con agua tipo 1 la solucion una vez esté homogeénea.
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2.4 Llevar el baldn aforado al ultrasonido por 15 min.

2.5 Repetir dos veces mas los incisos 2.1, 2.2, 2.3y 2.4.

3. DILUCION DE LAS SOLUCIONES PREPARADAS.

Materiales:

3.1 Rotular 6 viales por cada solucion estandar preparada de la siguiente manera:

3.2 Poner un vial (limpio, seco y rotulado) en la balanza y tarar.
3.3 Tomar con una pipeta, las siguientes cantidades de la solucion preparada para

cada disolucion: Para las disoluciones de 0.05-0.1-0.25-0.5-0.7-1, tomar 50,

Tubos Eppendorf

Viales y tapas de viales
Soporte para tubos de ensayo
Pipetas y puntas

Aguatipo 1

Balanza

Papel

Cinta

Tijeras

CCA-a dilucién: para las Curvas de Calibracion de Azlcares. Las
letras minasculas indican las réplicas (a,b,c). Todas las soluciones
preparadas se diluyen a 0.05-0.1-0.25-0.5-0.7-1.

100, 250, 500, 700 y 1000 uL, respectivamente.
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3.4 Adicionar la cantidad tomada al vial que se encuentra en la balanza. Registrar
el peso de la muestra y tarar.

3.5 Adicionar agua tipo 1 hasta alcanzar un valor de 1000 uL, dependiendo de la
disolucion, es decir, para las disoluciones de 0.05-0.1-0.25-0.5-0.7-1, agregar
50, 900, 750, 500, 300 y 0 de agua tipo 1. Registrar el peso del agua.

4 DETERMINACION DE DENSIDADES

Materiales:
e Balones de 5 mL.
e Balanza.

e Soluciones preparadas.

Aforar el balén con la solucién a la que se le quiere determinar la densidad.
Registrar el peso de la solucién.

Determinar la densidad de la solucién de la siguiente manera:

Donde:
mg es la masa registrada de la solucion en gramos (g).

V, es el volumen del balon en mL.
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PROTOCOLO DE MONTAJE DE CURVAS DE CALIBRACION DE ESTANDARES
DE PRODUCTOS DE DEGRADACION

Laboratorio de Transformacion de Biomasa
Escuela de Ingenieria Quimica
Universidad Industrial de Santander

Para la preparacion de los estandares de productos de degradacion, se realizan

dos soluciones:
5. Preparacion de solucion con acidos
Materiales:

e 3 balones aforados de 25 mL
e Acido Succinico

e Acido Lactico

e Gilicerol

e Acido Acético

e Etanol

e Tubos Eppendorf.

e Aguatipol

5.1 Célculo de las cantidades de los patrones necesarios para preparar las curvas
de calibracion:
5.1.1 Tomar los valores maximos de concentracion sugeridos para Acido
Succinico, Acido Léctico, Glicerol, Acido Acético y Etanol. Estas concentraciones
se encuentran en la tabla 2.
5.1.2 Calcular las cantidades de los patrones necesarios para preparar la curva de
calibracion de la siguiente manera:

Patrén requerido = (Cs)*(Vb) Ec (1)
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Donde:
Vb es el volumen del balén aforado en mL.

Cs es la concentracién sugerida de los patrones en mg/mL.

Tabla 1 Concentracion sugerida para los patrones de calibracion

Component Approximate Suggested
Retention time concentration range
(min) (mg/ml)

Xylitol 11.6 0.2-610

Succinie acid 120 02-100

L-Lactic acid 13.2 0.2-12.0

Glycerol 142 02-80

Acetic acid 15.5 0.2-12.0

Ethanol 22, 1.0-150

HMF 294 0.02-50

Furfural 428 0.02-50

CVs - Middle of linear range

Fuente NATIONAL RENEWABLE ENERGY LABORATORY. Determination of

sugars, byproducts, and degradation products in liquid fraction process samples.

5.2 Preparacion de los estandares de productos de degradacion.

5.2.1 Llenar dos tubos Eppendorf por cada patrén.

5.2.2 Agregar agua tipo 1 a un bal6n de 25 mL hasta llenar el fondo del mismo.
5.2.3 Poner el balén en la balanza y tarar.

5.2.4 Agregar cuidadosamente cada uno de los patrones en las cantidades
previamente calculadas.

5.2.5 Aforar con agua tipo 1.

5.2.6 Poner el balon en el ultrasonido durante 15 minutos.

5.2.7 Repetir los incisos del 1.2.3 al 1.2.7 por dos veces mas.
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5.3 Dilucion de los azlcares preparados.

Materiales:
e Tubos Eppendorf
e Vialesy tapas de viales
e Soporte para tubos de ensayo
e Pipetas y puntas
e Aguatipol
e Balanza
e Papel
e Cinta

e Tijeras

5.3.1 Trasvasar de cada balon aforado la solucién a 3 tubos Eppendorf.
5.3.2 Rotular 6 viales por cada solucion estandar preparada.
Todas las soluciones preparadas se diluyen a 0.05-0.1-0.25-0.5-0.7-1.

5.4 Preparacion de las disoluciones

5.4.1 Poner un vial (limpio, seco y rotulado) en la balanza y tarar.
5.4.2 Tomar con una pipeta, las siguientes cantidades de la solucion preparada

disponible en los tubos Eppendorf, para cada disolucion:

Para las disoluciones de 0.05-0.1-0.25-0.5-0.7-1, tomar 50, 100, 250, 500, 700 y
1000 uL, respectivamente.

5.4.3 Adicionar la cantidad tomada al vial que se encuentra en la balanza.
Registrar el peso de la muestra y tarar.

5.4.4 Adicionar agua tipo 1 hasta alcanzar un valor de 1000 uL, dependiendo de la
disolucion, es decir, para las disoluciones de 0.05-0.1-0.25-0.5-0.7-1, agregar 50,
900, 750, 500, 300 y 0 de agua tipo 1. Registrar el peso del agua.
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5.5 Determinacion de densidades
Materiales:

e Balones de 5 mL.
e Balanza.

e Soluciones preparadas.

5.5.1 Tener disponibles balones de 5 mL y verificar que estén limpios y secos.
5.5.2 Poner un bal6n en la balanza y tarar.

5.5.3 Aforar el balén con la solucién a la que se le quiere determinar la densidad.
5.5.4 Registrar el peso de la solucién.

5.5.5 Determinar la densidad de la solucién de la siguiente manera:

m
v,

p=
Donde:
mg €s la masa registrada de la solucion en gramos (g).

V, es el volumen del balén en mL.

5.6 Preparacion de solucion con Furfural
Materiales:

e 3 balones aforados de 25 mL
e Furfural

e Aguatipol
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5.6.1 Célculo de la cantidad de Furfural necesario para preparar las curvas de
calibracion:

5.6.2 Tomar el valor maximo de concentracion sugeridos para Furfural. Estas
concentraciones se encuentran en la tabla 2.

5.6.3 Verificar que en el laboratorio estén disponibles 3 balones aforados de 25
mL, limpios y secos.

5.6.4 Calcular la cantidad de Furfural necesario para preparar la curva de

calibracion de la siguiente manera:

Patron requerido = (Cs)*(Vb) Ec (1)
Donde:
Vb es el volumen del balon aforado en mL.
Cs es la concentracion sugerida de los patrones en mg/mL.

5.6.5 Preparacion de los estandares de productos de degradacion.

5.6.6 Tener disponible Furfural.

5.6.7 Llenar dos tubos Eppendorf con Furfural.

5.6.8 Agregar agua tipo 1 a un balon de 25 mL hasta llenar el fondo del mismo.
5.6.9 Poner el balén en la balanza y tarar.

5.6.10 Agregar Etanol y registrar el peso.

5.6.11 Agregar cuidadosamente Furfural en la cantidad previamente calculada.
5.6.12 Aforar con agua tipo 1.

5.6.13 Poner el baldn en el ultrasonido durante 15 minutos.

5.6.14 Repetir los incisos del 1.2.3 al 1.2.7 por dos veces mas.
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5.7 Dilucion de los azlcares preparados.

Materiales:
e Tubos Eppendorf
e Vialesy tapas de viales
e Soporte para tubos de ensayo
e Pipetas y puntas
e Aguatipol
e Balanza
e Papel
e Cinta

e Tijeras

5.7.1 Trasvasar de cada balon aforado la solucién a 3 tubos Eppendorf.
5.7.2 Rotular 6 viales por cada solucién estandar preparada.
5.7.3 Realizar el inciso 3.5y 3.6

PROTOCOLO DE MONTAJE DE CURVAS DE CALIBRACION en HPLC

Laboratorio de Transformacion de Biomasa
Escuela de Ingenieria Quimica

Universidad Industrial de Santander

1. Preparacion de la fase movil

Materiales:
e Aguatipol
e Acido sulftrico

e 1 pipetay puntas
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e Balon aforadode 1L
e 1 bomba de vacio

e Filtros VacuCap

e 2 mangueras

e 1 agitador de ultrasonido

1.1 Tomar una alicuota de 0,278 mL de acido sulfarico (96% p/p) con una pipeta.
1.2 Depositar la alicuota de acido sulfrico en un balén de 1 L y aforar con agua
tipo 1 filtrada previamente. Esta mezcla se denominara desde ahora en adelante
como fase movil.

1.3 Ubicar el balon en el agitador de ultrasonido por 10 minutos.

1.4 Trasvasar la fase movil (solucion preparada) a los recipientes designados en el
equipo

1.5 Abrir el programa “LC Solution”, oprimir en “1Cpu” y dar clic en “Ok”.

1.6 Abrir la valvula “DRAIN”, poner un flujo de 1 mL/min y dar clic en “Instrument
on/off’, teniendo en cuenta que la temperatura se encuentre a 25°c. Esperar 10
minutos y verificar que no existan burbujas en los capilares.

1.7 Para poner el flujo requerido, se procede a realizar los siguientes pasos:

1.7.1 Dar clic en “Simple settings”

1.7.2 Escribir el flujo deseado en el recuadro “Pumb”.

1.7.3 Dar clic en “Download”.

1.8 Bajar el flujo a 0 mL/min y cerrar la valvula “DRAIN”.

1.9 Dar clic en “RID (Dector A) Flow on/off” para permitir que el flujo pase por la
columna.

1.10 Subir el flujo a 0,2 mL/min y esperar 5 min. Registrar condiciones en la hoja
de Excel (Tabla muestras HPLC).

1.11 Aumentar el flujo a 0,2 mL/min y la temperatura a 65°c y esperar una hora.
Registrar condiciones en la hoja de Excel (Tabla muestras HPLC).

1.12 Aumentar el flujo de a 0,1 mL/min cada 15 min hasta llegar a un flujo de 0,6

mL/min. Registrar condiciones en la hoja de Excel (Tabla muestras HPLC).
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1.13 Modificar el tiempo final del proceso en consecuencia al analisis deseado en
el moédulo de control (ventana de Data Adquisition).
1.14 El tiempo de duracion para cada sustancia son los siguientes:

- Muestras con furfural: 50 min

- Muestras para degradacion de azucares: 35 min

- Muestra para regeneracion de azucares: 25 min

- Muestras con acidos: 25 min
1.15 Dar clic en archivo, guardar método como y nombrar el método con la
sustancia que necesita ese tiempo de duracion.
1.16 Presionar la ventana Batch table en el mdédulo de control.
1.17 Agregar las filas necesarias en la columna “Vial”. Una fila por cada vial a
utilizar.
1.18 Colocar el nombre de las muestras en las columnas “Sample name” y en la
columna “Sample ID”. Ambas columnas pueden tener el mismo nombre para su
respectivo vial.
1.19 Seleccionar “unknown” en la columna “Sample Type” y en la columna
“‘Analysis type” seleccionar IT y QT, para todas las muestras.
1.20 Dar clic en la columna “Data file” y seleccionar la carpeta en donde se
guardaran los resultados de la prueba.
1.21 Seleccionar en la columna “Method file” el archivo guardado en el punto 1,
cada método de acuerdo al propoésito del analisis.
1.22 Colocar 20 mL para todas las muestras en la columna “Inyection volumen”.
1.23 Colocar cero (0) en la columna “Level” para todas las muestras.
1.24 Seleccionar todas las muestras en la columna “Report Output”.
1.25Dar «clic en la columna “Report format” vy seleccionar en
documentos>Hplc>Neila lel archivo “Report format”.
1.26 Seleccionar todas las muestras en la columna “Autopurge”.
1.27 Dejar sin seleccionar todas las muestras en la columna “Baseline”.
1.28 Seleccionar “None” en la columna “Sumary type” para todas las muestras.

1.29 Seleccionar el archivo “Report format” en la columna “Summary report”.
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1.30 Abrir la seccién en donde van las muestras (Cabina inferior al panel de flujo y
presion) y retirar la bandeja para las muestras. La bandeja estd marcada como
“L”.

1.31Colocar los viales en la bandeja en concordancia con el numero que esta en
la columna “vials” en el computador. Colocar nuevamente la bandeja dentro del
equipo.

1.32 Dar clic en la flecha de iniciar (color verde) del programa.

PROTOCOLO PARA ELABORAR CURVAS DE CALIBRACION

Laboratorio de Transformacion de Biomasa
Escuela de Ingenieria Quimica

Universidad Industrial de Santander

1 A partir de las masas registradas de cada dilucion y las densidades de la

solucion medida, obtener la concentracion conocida (Cc) de cada azucar diluido.

gSlnmadre gCmedida 1 )
= * — x — * pvial * 1000
gSintotal mlbalon pm

La solucion madre es la primera dilucion que se hizo de los azucares o productos
de degradacion en el balén aforado. Con esto en mente:

gSlnmadre : es el peso (gramos) de la cantidad de solucibn madre en su
respectiva dilucién.

gSintotal : es el peso (gramos) total de la dilucion.

gCmedida : es el peso (gramos) del azucares o productos de degradacion usado
en la solucion madre.

mlbalén: es el volumen del bal6n aforado en donde se preparoé la solucién madre.
pm: es la densidad de la solucion madre.

pvial: es la densidad del vial.
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2. A partir del cromatograma obtenido en el programa, tomar las areas bajo la
curva de los picos que representan cada azucar o compuesto. Por ejemplo, en la
Figura 3. Se presenta el cromatograma para una diluciéon de 0,05 ml solucion
madre furfural/lml total. Conociendo que el tiempo de residencia del furfural se
encuentra normalmente entre 39-41 min, segln la tabla obtenida se encuentra que
el area 15279.

Chromatogram
CCFa-0.05 @C:h \Mis documentosi\Datos HPLOWeila\Curva de alibracion 2102200 W CFa-0.03 led

uV
75000 8
50000
25000
L g
E.l { ;
\Det. A Chl
— — ————— .
0 10 20 30 40 50)
min
1 DetAChl/

PeakTable (@(C:\__\Mis documentos\Datos HPLOWNeilaWCurva de alibracion 2102201 NWCCFa-00035 led

Detector A Chl
Peak# Ret. Tume Area Height Area %o Height %
1 20.266 26892696 B0l14 09 436 09,643
2 40,900 153279 287 0.564 0.357
Tuoital 2707975 B0401 100,000 100,000

2.1 Ubicar los puntos en un plano cartesiano, con los datos de area en el eje Y los
datos de sus respectivas concentraciones (en forma de concentracion conocida)
en el eje X.

2.2 Elegir una linea de tendencia que se ajusten a los puntos adecuadamente.
Con la ecuacion de esta linea se pueden convertir valores de area en

concentraciones respectivas.
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Anexo D. Gréficas de las pruebas en todo el equipo.

Una vez realizados los arreglos se realizaron pruebas en el equipo en su totalidad
con los diferentes flujos de alimentacién propuestos. Se registraron datos de
intensidad eléctrica de los tornillos alimentacion y de molienda junto con

temperaturas en molienda y termoquimico (Figura C1-C2-C3).

Figura D1. Prueba a 30 g/min en el equipo de pretratamiento termomecanico
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Figura D2. Prueba a 50 g/min en el equipo de pretratamiento termomecanico

Prueba N° 2 equipo de pretratamiento termo-mecénico
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Figura D3. Prueba a 80 g/min en el equipo de pretratamiento termomecanico

14 Prueba N° 3 equipo de pretratamiento termo-mecanico 14q
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Se evidencia el comportamiento estable de la mayoria de las variables a
excepcion de la secciébn molienda. En esta seccion, la biomasa sale del reactor en
pequefios pulsos, superando la fuerza que ejerce el piston sobre esta, lo que

permite que el motor necesite ejercer la fuerza de empuje de manera variable.
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Anexo E. Balance de carbono.

Antes de realizar el balance de carbono fue necesario determinar las entradas y
salidas de corrientes con carbon en su composicién, ignorandose asi las entradas
de vapor al sistema. Ademas, se midié porcentaje de sélidos a la biomasa que
entra y sale del sistemay se realizé en el cuadro D1.

Cuadro D1. Condiciones en los flujos de entrada y corrida con contenido de carbono.

Biomasa total entrada 1600,00 [9]

% Solidos totales entrada 22,00 [%0]

ST iniciales polimeros 352,00 [a]

Sl iniciales monémeros 361,68 [9]

ST iniciales monémeros 374,81 [9]

ST alimentacion monémeros 11,14 [9]

ST condensados mondémeros 22,69 [a]

ST molienda monémeros 340,97 [9]
Sliniciales 341,44 [9]

% Solidos insolubles entrada en 97 [%g ST/g SI]
los sélidos totales

%§_c’>|idos insolubles salida en los 90 [%g ST/g SI]
sdlidos totales

Licor alimentacion salida 975,39 [9]
Licor termoquimico salida 431,27 [9]

% Solidos totales salida mecanico 61,65 [%6]
Densidad licor molienda 1037 [o/1]
Densidad licores aliment y cond 1000 [9/1]

ST molienda monémero 340,97 [9]
%ST molienda 61,65 % (g ST/g slurry molienda)
%S| molienda 52,86 % (g Sl/g slurry molienda)
Slurry molienda 553,08 [9]

Sl molienda oligémeros 320,00 [9]

Sl molienda monémeros 306,88 [9]

SS Molienda monomeros 34,10 [9]

ST molienda monémeros 340,97

Licor molienda 233,08 [9]
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Para el balance de carbono es necesario calcular el peso de C-mol de cada

molécula con posibilidad de aparicion en el proceso. El peso C-mol se calcula

dividiendo la masa molecular de la molécula con el nimero de carbonos que

posee, representando la cantidad de la sustancia que tiene un mol de carboén.

Cuadro D2. Calculo de peso C-mol para cada molécula.

Tabla pesos moleculares y pesos C-mol

Compuesto Masa molecular [g/mol] Ndmero de Atomo de C en la molécula Peso C-mol [g]
Glucosa 180,16 6 30,03
Xilosa 150,13 5 30,03
Arabinosa 150,13 5 30,03
Acido Acético 60,05 2 30,03
Lignina 203,09 9 22,57
Furfural 96,09 5 19,22
HMF 126,11 6 21,02

La composicibn de carbono a la entrada se tabula en el cuadro D3. Los

porcentajes en la columna de polimeros se convierte a monémeros por medio del

factor anhidro (0,9 para componentes con 6 carbonos, 0,88 para componentes de

5 carbonos y 0,77 para el acido acético), por medio del flujo de biomasa (base

seca) se hallan la cantidad en gramos de monoémeros en los sélidos en la entrada

del proceso. Se encontrg la cantidad de oligdbmeros y monémeros que entran el

equipo multiplicando la concentracion de estos en al corriente por la masa del licor

de alimentacion (Biomasa total de entrada menos Biomasa seca de entrada).

Cuadro D3-Componentes con carbono de la biomasa a la entrada del proceso.

Tabla caracterizacion in

Insolubles Solubles

Compuesto Polimeros | Mondmeros | Oligbmeros | Oligémeros Monémeros Mondémeros
[%] (0] [9/1] [0] [9/1] (0]
Glucosa 43,88 159,01 1,68 2,02 0,16 0,19
Xilosa 21,98 81,46 2,87 3,45 0,23 0,28
Arabinosa 0,98 3,63 1,47 1,77 1,22 1,47
Acido Acético 4,20 19,57 1,86 2,24 1,42 1,71
Lignina 26,76 87,27 0,00 0,00 0,00 0,00
Furfural 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HMF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 350,93 9,48 3,65
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Los componentes con carbonos en las corrientes de salida se presentan en el
cuadro D4. Los solubles de alimentacion (lixiviados) y termoquimico representa la
composicidon de componentes carbono que salen del pretratamiento en otras
corrientes diferentes a la de solidos (salida molienda). Estas corrientes de licor
representan una cantidad considerable de azucares que salen del pretratamiento y

son de importancia en tener en cuenta su analisis.
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Cuadro D4. Componentes con carbono en las corrientes de salida del pretratamiento

Tabla caracterizaciéon salida

Insolubles Solubles molienda Solubles alimentacién | Solubles termoquimico
Compue | Polim Mono Oligo Oligo Mono Mono Oligo Oligo Mono Mono Oligom Oligo Mono Mono
sto eros meros | meros | meros | meros | meros | meros | mMeros | meros | meros eros meros | meros | meros
(%] [a] [9/1] [d] [g/1] (] [9/1] [a] [9/1] [d] [9/1] [a] [9/1] [a]

Glucosa | 47,87 5,61 53,82 5,50 98,01 0,40 0,22 3,88 5,72 101,89 47,87 5,61 53,82 5,50

Xilosa 25,37 2,97 14,73 151 50,62 2,40 1,31 44,16 2,82 94,78 25,37 2,97 14,73 151

Arabino
_sa 2,00 0,23 1,56 0,16 67,77 0,18 0,10 41,12 0,26 108,89 2,00 0,23 1,56 0,16
Acido
Acetico 5,28 0,62 2,88 0,29 47,63 0,56 0,31 49,49 0,60 97,12 5,28 0,62 2,88 0,29
Lignina | 25,96 4,05 26,96 3,67 90,53 0,00 0,00 0,00 3,67 90,53 25,96 4,05 26,96 3,67
Furfural 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,34 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
HMF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 13,49 11,13 82,48 3,55 1,95 14,42 13,07 96,9 13,49 11,13

Para el balance de carbono se registran los componentes de entrada y salida del pretratamiento en su forma de C-
mol. Para esto se divide a la cantidad en g de cada componente por su respectivo peso C-mol, el balance final se
presenta en el cuadro D5. El porcentaje de carbono representa la relacién entra los carbonos a la salida respecto al
gue entra al proceso para cada componente y el porcentaje de recuperacion de carbono representa la relacion entre

el total de carbonos que salen respecto al carbono que entra.
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Cuadro D5. Balance de carbono

BALANCE DE CARBONO

Entrada Salida
Compuesto % Peso Cmol [g] T En sélidos En licores Total C- Rec((t;opgr:ﬁién
seco seco C-mol [g] %C % Peso seco | C-mol [g] %C mole [g] alimentacion)
Glucosa 47,87 5,61 53,82 5,50 98,01 0,40 0,22 3,88 5,72 101,89
Xilosa 25,37 2,97 14,73 1,51 50,62 2,40 1,31 44,16 2,82 94,78
Arabinosa 2,00 0,23 1,56 0,16 67,77 0,18 0,10 41,12 0,26 108,89
A/?:thcij:o 5,28 0,62 2,88 0,29 47,63 0,56 0,31 49,49 0,60 97,12
Lignina 25,96 4,05 26,96 3,67 90,53 0,00 0,00 0,00 3,67 90,53
Furfural 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,34 0,01 0,00
HMF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 13,49 11,13 82,48 3,55 1,95 14,42 13,07 96,9
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