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I INTRODUCCION

1.1 Problematica energética

A medida que la poblacién va creciendo, los recursos se
hacen cada vez mas escasos Yy los carburantes no escapan a
esta realidad. Dentro de ellos, los combustibles fésiles,
pilar de la economia mundial, se encuentran en franca
extincién. Se estima que dentro de 50 afios los
combustibles fésiles del planeta desapareceran, por ello

es imprescindible encontrar sustitutos para éstos.

La biomasa es una Ifuente de energia renovable, con un
gran potencial, econémicamente viable, que entrega ademas
beneficios sociales vy ambientales. La obtencidn de
energia renovable a partir de biomasa, se vislumbra como
una de las alternativas méas factibles en un futuro
cercano, se considera que ésta fuente podria suplir el
10% de la demanda mundial por energia (Zerbe 1991). La
participacién de esta fuente en la contribucidn
energética es actualmente importante en paises
desarrcllados tales como Finlandia (18%), Suecia (16%),

Austria (10%) y USA (4%) (Hall y House 1993).

En Chile aproximadamente el 90% del petrdlec dque se
consume debe importarse, lo que significa un importante
gasto de divisas. Por otra parte nuestro pals posee
caracteristicas favorables para desarrcllar en el futuro
la biocmasa como fuente energética: grandes A&reas de
terrenos no utilizados en agricultura convencional, baja

densidad poblacional, recursos tecnolégicos adecuados vy



existencia de especies vegetales con potencial para ser
utilizadas como fuentes de energia renovable (Gnecco
1990). Asi, es importante seleccionar 1las especies
vegetales con mayor potencial, estudiar sus
caracteristicas quimicas y botédnicas e implementar las
tecnologias gque permitan la comercializacidén de los

distintos tipos de energia que ellas generan.

1.2 Fuentes de biomasa

Dentro de las fuentes méas adecuadas de biomasa, se
cuentan a la agricultura y foresteria, que ademé&s podrian
proporcionar residucs. Por otro lado, utilizando estos
desechos se 1llegaria a una sustentabilidad ambiental.
Hipotéticamente el uso de los residuos como fuente de
energia podria cubrir el 7% de los requerimientos de la
tierra (Hall et al. 1993), lo que se podria llevar a cabo

con plantaciones sometidas a mejoramiento.

Para analizar las implicaciones que tiene el uso de la
fuente de biomasa elegida, es necesario analizar puntos
claves para el desarrollo de ella: 1) Los mercados que se
pueden abastecer de este biocombustible; 2) La
contribuciébn dque genera a la agricultura; 3) Las
barreras eccnémicas y el rol de la tecnologia en la
reduccién de ellas; 4) Los efectos ambientales de los

cultivos energéticos (Downing et al. 19985).

1.3 Preocupaciédn ambiental
Al implementar grandes plantaciones para bioenergia la

preocupacidén ambiental se debe focalizar en el uso de



monocultivos. S8i bien es cierto que éstos son méas
productivos, las plantaciones con especies mixtas tienen
mas diversidad biolégica, causan menor erosién vy
requieren menor cantidad de pesticidas y fertilizantes

(White y Plaskett 1981 ).

Es asi, COomo los problemas ambientales son los
principales obstéculos percibidos en la implementaciédn
de cultivos energéticos, debido a la necesidad de
utilizar agroquimicos a gran escala, disponibilidad de
tierras y pérdidas de suelo. Sin embargo, estas alcanzan
tasas mas altas en cultivos anuales, en comparacidn a

cultivos perennes (Shifflet y Darby 1985).

1.4 Disponibilidad de tierras

La disponibilidad de tierras podria 1llegar a ser una
restriccién importante para la produccién de biomasa a
gran escala. Sin embargo, dada la condicidén de nuestro
pais, existen grandes cantidades de tierras degradadas o
deforestadas, con un alto potencial y bajo uso. La
generacién de politicas de desarrollo de &reas rurales,
sobre todo con especies de ré&pido crecimiento, traeria
como consecuencia una demanda de mano de obra, generaria

empleos y frenaria la migracién rural-urbana.

1.5 Ventajas y desventajas de la biomasa como combustible
Aparte del rol social que podrian cumplir las
plantaciones con fines energéticos, contribuirian a
disminuir el efecto de calentamiento global que esta

sufriendo el planeta, Los proyectos de produccidén de



biomasa a gran escala reducen la deforestacidén, ayudan a
limpiar la atmésfera A% llevan a una posterior
reforestacién de otras areas, con la misma u otras
especies. Por lo demas, la liberacién de carbono por
parte de la biomasa se compensa totalmente con lo dque
absorbe (Hall y House 1993; Wyman y Goodman 1993). A
continuacién en la Tabla 1 se muestra una comparacidédn de
ventajas y desventajas de uso de 1la biomasa como

combustible,

Tabla 1: Ventajas y desventajas del uso de la biomasa
como combustible (White y Plaskett 1981).

Ventajas Desventajas

No incrementa CO: en la|Contenido térmico
atmésfera moderado.

Materia prima facil de obtener y|Alto contenido de
a Precic relativamente bajo. humedad, causando

pérdidas de energia

Procesos de conversidn bioldgica|Baja densidad, debe
conservan el componente |[manejarse en  grandes
nitrogenado del suelo. volumenes,

1.6 Conversidén de biomasa a combustibles

Existen diversas tecnologias para aumentar la eficiencia
de conversidén de materia organica, en este caso biomasa,
a combustibles de alto valor comercial. Se han
implementado métodos para convertir la biomasa mediante
procescs termoquimicos, para obtener energia calérica

carbén y gas &6 mediante procesos bioquimicos para la



obtencidén de compuestos de bajo peso molecular tales como

metano y etancl (Ver figqura 1).

Biomasa
Conversién Biogquimica Conversién Térmica
i i ¢ Fermentacidén .

Dlgenggn Enzimatica Combustisdn Gasificacidn
anaerdbica Directa

Fermentacidn | Pirolisis ]

Aerdbica % :

v v v
Metano Compost Etancl Vapor y Carbén : Gas
energia

Fig. 1: Tipos de procesos de Conversién de Biomasa y sus
productos finales. (Hall y House 1995).

Existe en el mundo gran interés en el uso de etancl como
substituto para derivados del petrdleo, tales como la
gasolina y diesel. La utilizacidén de etanol en mezcla con
gasolina mejora la combustién y reduce las emisiones de
mondéxido de carbono e hidrocarburos, que contribuyen a la
formacién de ozono y smog (Wyman y Golden 1995). La
preduccién anual de etanol en Estados Unidos alcanza a
1.426 millones de galones por afio, de los cuales 1.235
millones son producidos a partir de biomasa (Gist-
Brocades 1995).



El etanol puede ser producido desde diferentes tipos de
recursos renovables: materiales que contienen azlcares
(azicar de remolacha, cafia de azucar, almiddén, papas,
maiz, etc.), materiales 1lignoceluldésicos comc madera,
papel de desecho vy cultivos -energéticos de réapido
crecimiento (Von Sivers et al. 1994). Para obtener etanocl
es necesario primero realizar una hidrédlisis de la madera
V% luego llevar a cabo una fermentacidn con

microorganismos especificos (Hahn-Hagerdal et al. 1988).

Con el fin de seleccionar los métodos de conversién
adecuados para cada tipo de biomasa es imprescindible
conocer detalladamente su composicidn quimica, ya que la
eficiencia de 1la conversidtn depende tanto del métode

utilizado como de la composicidén del material inicial.

1.7 Composicidén quimica de la madera
Los componentes principales de la madera son la celulosa,
hemicelulosa vy lignina, la proporcién de ellas varia

seglin se trate de maderas duras o maderas blandas (Fengel
1989).

1.7.1 Celulosa
La celulosa es un polimero de la glucosa, el cual es
formado a partir del diéxido de carbono, el agua y la

energia solar a través de la reaccidn:

6 CO, + 6 H,0 > C¢H1206 + & 0Oy



La celulosa consiste en una cadena larga de nucleos
glucopirandésicos unidos a través de sus carbonos 1 y 4,
con enlaces betagluccsidicos, los grupos estan invertidos
alternadamente para adoptar la posicidédn geométrica que
hace posible el enlace, en la forma general de la figura

2.

CH20H H OH CH20H

H t—_—qq>i_o ) H H OH
H % H
AN H o y H
——~——+ H H '——-—* H
H OH

CH20H H OH

Figura 2: Férmula de Haworth para la celulosa (Melo
1993).

Las cadenas celuldsicas se agrupan formando filamentos,
que se unen por los extremecs con un cilerto traslapo y se
reagrupan formando cordones. En estos cordones se
observan zonas cristalinas y amorfas alternadas, que
tiene importancia para explicar el comportamiento de la
pared celular frente al ataque de reactivos quimicos. Se
ha encontrado que la zona amorfa es mé&s susceptible de
romperse, produciéndose asi la destruccién por
depolimerizacién de las cadenas. En las zonas cristalinas
las cadenas celuldésicas han tomado un ordenamiento
perfectamente paralelo, mientras que en las zonas amorfas

este ordenamientc se pierde totalmente (Melo 1993). Entre



las reacciones quimicas mas importantes de la celulosa se
cuenta la hidrélisis acida, hidrdlisis alcalina,

eterificacidén v esterificacidn.

1.7.2 Poliosas o hemicelulosa

En conjunto con la celulosa, en la madera encontramos
otros polisacéridos llamadecs poliosas ¢ hemicelulosa,
nombre gue fue usado por E.Schulze en 1891 pensando dque
eran precurscores de la celulosa (Melo 1993). A diferencia
de la celulosa, la hemicelulosa estd formada por varios

azlicares, con cadenas mucho mé&s cortas y ramificadas.

Las unidades que forman las poliosas se pueden dividir en
deoxihexosas, acidos hexurdnicos, hexosas y pentosas,
siendo estas uUltimas el mayor problema encontrado en la
fermentacidn de materiales lignocelulésicos (Hahn-

Hagerdal et al. 1991).

Dentro de los azlicares principales que encontramos en la
hemicelulosa se cuentan la xilosa, glucosa, dcido
glucurdénico y fucosa que corresponden a pentosas,
hexosas, acidos hexurénicos A deoxihexosas

respectivamente.

1.7.3 Lignina

Junto a la celulosa es la sustancia polimérica mas
importante en las plantas. La lignina aumenta la robustez
de los éarboles, ya que estd presente en la pared celular
de ellos. Es un componente quimico de los tejidos de las

rlantas superiores, Gimnospermas Y Angiospermas,



apareciendo en el tejido vascular especializado en el

transporte de liquidos y en la resistencia mecéanica,

La cantidad de 1lignina presente en las diferentes
plantas es muy variable, sus limites estan entre un 20 vy
30 %, pudiendo ser superior. Su distribucién en la pared
celular y el contenidc en las diferentes partes del
arbol no es uniforme. Por ejemplo, se encuentran altos
contenidos en 1la parte inferior, superior y central de
fuste. En la mayoria de los casos de utilizacidén de
madera, la lignina se usa como parte integrante de ella;
solamente en el caso de pulpaje, blanqueo y fermentacidn
es retirada de la madera y representa un potencial enorme

de carbdn para sintesis y energia {(Melo 19893).

1.8 Produccidn de hidrolizados lignocelulédsicos

La precduccién de hidrolizados lignocelulédsicos a menudo
requiere de 2 pasos; primero una prehidrélisis, en que la
estructura de la hemicelulosa es rota y segundo una
hidrélisis de la fraccién de celulosa, en que sbé6lo la
lignina quedard como producto sélido. Durante la
degradacidén de la estructura lignocelulésica, no sélo los
azuicares fermentables son liberados, sino un amplic rango
de compuestos secundarios, algunos de los gque pueden
comportarse como inhibidores de microcrganismos de
fermentacién (Paszner 1992; Olsson vy Hahn-Hagerdal
1996) .

El proceso de prehidrélisis puede llevarse a cabo por
métodos fisicos, quimicos o) biolégicos, como

pretratamiento de vapor, tratamiento con acidos (&cido
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hidroclérico, &cido fosférico, &acide sulfurico, didxido
de azufre), tratamiento alcalino (hidréxideo de sodio,
amonio), tratamientos con solventes orgdnicos (etanol,
etilen—-glicol) o tratamiento con hongos de pudricidn
blanca. Usualmente la hidrdlisis de la celulosa es
llevada a cabo por Acidos débiles o enzimas (Olsson vy

Hahn-Hagerdal 1996).

1.9 Fermentacién de los hidrolizados

La fermentacién de los hidrolizados consiste en
transformar los azicares en alcohol. Para desarrollar
este proceso se deben considerar aspectos tan importantes
como las propiedades cinéticas de crecimiento del
microorganismo, ademas de los aspectos econémicos del

proceso.

Como los hidrolizados contienen diversos tipos de
monosacaridos, el co-cultive de dos microorganismos ha
sido sugerido ya que un microorganismc no puede fermentar
todos los substratos Optimamente. Para la fermentacién,
dos aspectos deben ser considerados: la presencia de
inhibidores y la fermentacién de las pentosas (Olsson y

Hanh-Haegerdal 1996).

1.9.1 Compuestos inhibidores

La cantidad y naturaleza de compuestos inhibidores,
depende de la materia prima, los métodos de prehidrélisis
e hidrélisis y de la extensién de la recirculacién del
proceso. Los inhibidores pueden ser: compuestos liberados

durante el pretratamiento (ej: &cido acético), productos
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de degradacidén de aztucar (ej:furfural), productos de
degradacién de lignina (ej:aldehidos aromaticos),
productos de la fermentacidén y metales. El conocimiento
de los compuestos inhibidores y de c¢démo minimizar sus
efectos es de vital importancia para 1la fermentacién

eficiente en procesos reales.

1.9.2 Fermentacién de pentosas

La fraccidén correspondiente a pentosas, corresponde
generalmente a xilosa. Saccharomyces cerevisiae es el
organismc mas usado para la fermentacién de hexosas,
tiene altos rendimientos y tolerancia al etanol. Sin
embargc, esta levadura es incapaz de fermentar pentosas,
por lo que han sido producidas nuevas cepas,

genéticamente mejoradas.

1.10 Utilizacidén de Salix viminalis como fuente de
energia
Salix viminalis, ademads de ser una especie de rapido
crecimiento, puede cumplir roles fundamentales en la
produccidén de bioenergia para obtencién de etanol. Por
otra parte puede tener otros usos, ya que posee la
capacidad de absorber metales pesados, ademas de ser
utilizado en la ya conocida cesteria y en la recuperacién

de riberas de rios (Recabarren 1997; Matthei 1997).

Esta especie ha llegado a cumplir un papel fundamental en
suplir las demandas de energia en zonas que no cuentan
con un abastecimiento total de energias fésiles. Dentro

de estas naciones podemecs citar a Suecia, la cual cumple
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un rol importante a nivel mundial en el desarrollo de
estas plantaciones energéticas. Los argumentcs que
sustentan este proyecto bionergético en dicho pais son la
falta de carbdn, petréleo o gas; no poseer fuentes de
energia hidroeléctrica o nuclear vy desincentivar la

sobreproduccidén agropecuaria.

S5.viminalis es un arbusto de rapido crecimiento, con
rotacicnes de 3-5 afios y una buena prcduccidén de materia
seca a lo largo de su ciclo. En Suecia, en una plantacién
comiun de esta especie, la densidad alcanza a las 18.000
estacas por hectédrea. Los valores de crecimiento van
desde 1.000 Kg/ha en un primer afioc de lento desarrollo,
pasando a incrementos entre 9.000 - 12.000 kg/ha/afio
después del primer afio, se ha encontrado gque esta
produccién se sostiene por un periodo de 25 - 35 afios.
Por otra parte el sistema radicular tiene una duracién de
25 afilos y transcurrido este periodo debe replantarse
(Christersson 1997). En Chile los rendimientos por
hectdrea son muy similares a los obtenidos en Suecia,
alcanzando valores de 12.000 kg/ha/afio (Recabarren 1997).
Debemos tomar en cuenta que estos valores se alcanzan
para plantaciones con fines de cesteria, por lo que una
silvicultura intensiva en plantaciones energéticas del
cultivo deberia mejorar sustancialmente estos

rendimientos.

Dado que las plantaciones energéticas de Salix viminalis
son regadas directamente con aguas servidas, de las

cuales estas toman el nitrdégeno y el fésforo necesario
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para desarrollarse de buena forma, éstas solucionan
problemas tan nuestros también como son los problemas
ambientales de aguas servidas domiciliarias e

industriales (Christersson 1997).

1.10.1 Caracteristicas botanicas de Salix viminalis

S.viminalis es una Angiosperma de la familia de las
Salicaceas, cuya caracteristica primordial es que son
especies higréfilas (FAO 1980), es decir, crecen en
suelos humedos. Etimolégicamente el nombre dado a esta
especie en particular (sauce mimbre) se refiere a una
serie de ramificaciones, de las cuales se obtiene como
materia prima el mimbre. Tanto por la calidad comc por
cantidad, el mimbre obtenido de S.viminalis se utiliza en
cesteria artesanal dando origen a productos como
canastos, cestos y muebles; incluso en otros paises se ha
llegado a wuna comercializacién industrial de éstos

(Lanzara y Pizzeti 1979).

1.10.2 Habitat

Esta especie se extiende en toda Europa y algunas zonas
de Asia, encontrandose también Como una especie
introducida para fines ornamentales y de confeccién de
artesania, ademéds de la utilizacidén en la recuperacién de

riberas de rios (Matthei 1997).

1.10.3 Descripcién
Arbusto gque alcanza 4 - 5m de altura, pero en ocasiones
puede llegar hasta 10m, con ramas largas y flexibles,

cubiertas de corteza amarilla. Las hojas pueden ser
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estrechamente lancecladas o 1lineales, con  margenes
irregulares vy nervadura central amarillenta; son caducas
alternas con peciolo corto de color verde en la cara
superior y plateada en la inferior, debido a la presencia
de abundante tomento. Las flores se relnen en Jgruesos
amentos y poseen estambres libres. Los frutos son
cdpsulas sésiles cubiertas de pilosidad, nada o muy poco
ramificado y adecuado para ser empleado conjuntamente con
la corteza. Su propagacién se realiza mediante semillas,

esquejes o propagulos’.

1.11 Objetivos
Sobre la base de los antecedentes expuestos, el presente

trabajo tiene como objetivos:

- Realizar un estudioc detallado de la composicién guimica
de material lignocelulédsico de la especie Salix viminalis

en 4 procedencias distintas.

- Llevar a cabo la hidrélisis é&cida de madera y corteza

extraida, analizar y cuantificar los azlcares obtenidos.

- Fermentar los azucares obtenidos en el proceso anterior
en condiciones experimentales preestablecidas, analizar Yy

cuantificar los rendimientos de etanol.

1 2
Propagulo: Rama con brote, al entrar en contacto con el suelo
produce raices,
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IT MATERIALES Y METODOS

2.1 Antecedentes generales

2.1.1 Lugar de ensayo

El estudio se realizdé en el Laboratorio de Recursos
Renovables, Facultad de Ciencias quimicas de la

Universidad de Concepcidn, en Concepcidn.

2.1.2 Obtencidén de muestras
Las muestras fueron obtenidas de diferentes procedencias

como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2: Origen y época de recoleccidédn de las muestras de
S.viminalis.

Sector Zona de distribucién Recoleccidn

Neorte Chimbarcongo (CHIM), VI regidén Primavera
Centro-Norte Concepcidén (CCP), VIII regidébn Otofio
Centro-Sur Angol (ANG), IX regiébn Primavera

Sur Coyhaique (COY), XI regidn Primavera

2.1.3 Disefic experimental

El disefic experimental utilizado corresponde a un diserio
completamente aleatorio, c¢on 3 repeticicnes para cada
determinacién quimica, obteniéndose cada resultado como

promedio de las repeticiones (Ver apéndice Tabla 5A).
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2.2 Descripcidén del estudio

2.2.1 Preparacién

Las muestras se dividieron en ramas (madera) y corteza,
las ramas fueron seccionadas utilizando para ello medios
mecanicos. Las muestras fueron secadas hasta obtener peso
constante mediante un horno a temperatura de 50°C. Tanto
la madera como la corteza fuercn reducidas a un tamafio

igual a 250  mempleando para ello un molino de

cuchillos.

2.2.2 Método de extraccidén de madera

Para el estudio de la composicidén quimica de la madera o
corteza es necesario realizar una eliminacién de 1los
extraibles de ellas. Los extraibles son materiales
solubles en solventes neutros y no estdn generalmente
considerados COomo una parte de la madera. La
cuantificacién y caracterizacién de los extraibles se
realizé en un trabajo paralelo a éste (Duran 1997),
utilizando para la extraccién el método estandar de

analisis ANSI/ASTM D 1105-56 (ASTM 1979).

2.3 Metodologia Empleada

2.3.1 Hidrdélisis de la madera

La determinacién de la lignina y los azucares de la
madera se llevd a cabo mediante la realizacién de 2
hidrélisis sucesivas, las condiciones dadas en la Tabla
3. Estas tienen por objeto separar la lignina y romper
las moléculas de polisacaridos para transformarlas en

monosacaridos.
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Tabla 3: Condiciones empleadas para las Hidrdlisis
sucesivas de las 4 procedencias de S.viminalis.

Concentracién Temperatura Tiempo (min.)
de Acido (°C)
Primera H-S80, (72%) 30 60
Hidrélisis
Segunda H,S0s (2,7%) 125 60
Hidrélisis

El hidrolizado se 1llevdé a una dilucidn conocida, se
filtrd y el so6lido se llevd a estufa a 105°C hasta peso
constante, determinadndose el contenido de lignina Klason
{inscoluble) gravimétricamente. El liquido filtrado,
llamado mosto, contiene los azucares vy la 1lignina
soluble. Los primercs fueron identificados Y%
cuantificados por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), mientras que la lignina soluble fue
cuantificada por espectrofotometria a una longitud de
onda de 250 gpm. Esta metodologia de determinacidén de
lignina Klason y lignina soluble ha sido descrita por
Genco (1290), donde se emplearon normas esténdares de

determinacién y cuantificacién de lignocelulédsicos.

Esquematicamente las hidrélisis Sucesivas \% sus
posteriores procesos se realizaron de acuerdo a lo

mostrado en la figura 3.
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Madera Extraida

H,S0,; 30°C; 60min
Autoclave 125°C; 60min

Filtrado
v v
Extracto Liquido | Lignina Klason %
uv; 25017mi ¢HPLC
Lignina Soluble | Azﬂcgres
Sacéharomycesuéerevisiae l
Etanol §

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de extraccidén e
hidrélisis sucesivas de S.viminalis.

2.3.2 Determinacidén del material Celuldsico

La determinacién del material celuldsico presente en la
madera y en la corteza (celulosas y hemicelulosas), se
realizé siguiendo la metodologia descrita por Pereira vy

Sardinha (1984).

El proceso seguido para ello se describe como sigue: A
una cantidad de 100 mg de muestra se le agregd una mezcla
de 90 ml de &cidc nitrico con 12 ml de &acido acético, 1la
cual es puesta en un bafio a 90°C por un periodo de 25
min. El contenido es filtrado en c¢risol previamente
tarado y el sélido (celulosa) es puesto en estufa a 105°C
hasta peso constante, luego en un desecador al vacio a

temperatura ambiente por 3 horas. El contenido de
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celulosa entonces es cuantificado como porcentaje del

peso inicial de la muestra utilizada (ver figura 4).

Madera

CHsCOOH; HNO3
Bafio, 90°C
Filtrar

Filtrado é Residuo
Estufa, 105°C ¢
Desecador

Celulosa

Figura 4: Metodologia wutilizada para el andlisis de
Celulosa en madera y corteza de S.viminalis.

El contenide de hemicelulosas se obtuvo come diferencia

entre celulosa, lignina y el total de muestra utilizada.

2.3.3 Analisis de azlcares

Los componentes azucarados de los polisacaridos, fueron
identificados mediante cromatografia 1liquida de alta
eficiencia (HPLC), 1la cual es una manera segura Yy
eficiente de identificar y cuantificar los 5 azucares
presentes en los hidrolizados de madera: glucosa, xilosa,

galactosa, arabinosa y manosa (Flores 1993).
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a) Determinacién de glucosa y xilanos
Para la determinacidén de glucosa y xilanos se utilizé un

sistema HPLC, con las siguientes caracteristicas:

¢ Columna: Bio-Rad Aminex HPX-87H 300*7.8mm
o Temperatura de Columnas: 25°C

e Fase mévil: H,SO, ; 0,008M

e Loop: 20ml

e Volumen de inyeccidn: 100ul

e Detector Indice de refraccién: Knauer

o Integrador: Spectra-Physics

e Bomba: Knauer

e (Calentador de Columnas: Bio-Rad

Se tomaron alicuotas del mosto obtenido de la hidrélisis
acida, gque se inyectaron en el equipo por un intervalo de
tiempo no superior a los 25 minutos. Los cromatogramas
obtenidos dados en funcién del tiempo de retencién® de la
muestra en la cclumna se muestran en el apéndice Figuras

1A, 2A y Tablas 1A, 2A.

b) Determinacién individual de hexosas y pentosas
Se eligid una muestra (Concepcidn) para realizar tanto en
la madera como en la corteza la determinacién individual

de azucares por HPLC, utilizando una columna distinta a

Z cada compuesto quimico, en este caso las azlcares tienen una
afinidad con la columna. Debido a esta afinidad, los aztcares
quedardn retenidos por un tiempo definido. Por comparacién, de este
tiempo y los tiempos de retencién de estandares de azicares se
pueden identificar y cuantificar los azlcares que aparecen en el
cromatograma.
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la antericor, gque identifica vy cuantifica todos 1los
azlcares por separado.
Las caracteristicas del sistema HPLC utilizado para este

efecto se resumen a continuacidn:

Columna: Bio-Rad HPX-87P 300*7.8mm

e Temperatura de Columnas: 85°C

e Fase movil: H-O0 HPLC

e TLoop: 20mm

¢ Volumen de inyeccidn: 100ul

o Detector Indice de refraccién: Knauer
¢ Integrador: Spectra-Physics

e Bomba: Knauer

¢ Calentador de Columnas: Bio-Rad

Las muestras se neutralizaron con hidrdéxido de bario
hasta un pH de 5,5, luego se tomaron 2 alicuotas de 3 ml
y 12 ml las que fueron rotuladas con los distintivos A vy
B respectivamente. Estas muestras se concentraron en
evaporador rotatorio a presidn reducida hasta eliminar 1la
totalidad de la fase liquida quedando solo los aziucares
come residuo sélido. Se les agregd un pequefioc volumen de
agua bidestilada para diluirlas, quedando la muestra B en
forma concentrada y la muestra A en menor ccncentracién.
Ambas se inyectaron en HPLC identificéndose vy
cuantificédndose los azlcares presentes; esta metodologia
se siquid tanto para los hidrolizados de madera como para

los hidrolizados de corteza de la muestra de Concepcién.
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Los cromatogramas de los analisis se encuentran en el

apéndice figuras 3A, 4A y Tablas 3A, 4A.

2.3.4 Analisis por cromatografia gaseosa acoplado a
espectrémetro de masa (CG/MS)

Para identificar los compuestos orgédnicos que se forman
durante la hidrdélisis por la degradacidén de azucares, se
utilizdé cromatografia gaseosa accplada a espectrdmetro de

masas.

Las condiciones de analisis fueron las siguientes:

¢ C(Cromatégrafo: HP 5890 Serie II

e Detector selectivo de Masas: HP 5972 MSD

e Columna: HP5-MS 30m/0,25mm id/0.25 pum films

¢ Programa de Temperatura: 70°C*3min >10°C/min
>270°C*10min

¢ Temperatura Interfase: 280°C

® Rango de masas: 33-550 uma

e Volumen de Inyeccidn: 1 ul

o Solvente: Dietil eter

100 ml de solucidén acuosa de azucares, se extrajeron 2
veces 30 ml de éter, a fin de captar los compuestos
solubles en este solvente organice. La fase etérea se
concentrd hasta un volumen de aproximadamente 250 ul. Se
inyectaron las muestras en el analizador de masa, y los
resultados obtenidos de estos compuestos son informados
en la tabla 5,
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2.4 Fermentacién de los hidrolizados

La fermentacién de los hidrolizados se realizé utilizando
Saccharomyces cerevisiae en las condiciones
experimentales dadas en la Tabla 4. Para elloc se tomaron
50 ml de muestras de hidrolizados que se encontraban a
una concentracién inicial concocida, a los cuales se les
agregaron 10 ml de medio Wyckerman (MYGP: malta 3 g/1,
extracto de levadura 3 g/l, glucosa 10 g/l y peptona 5
g/l), 1los cuales contenian la levadura Saccharomyces
cerevisiae a una concentracién de 10° células por cada ml
de medio. Esta concentracién fue medida en cémara
Nebauer, luego de lo cual, fueron activadas por 24 horas
en estufa a 30°C, a fin de entregarles las condiciones

6ptimas de crecimiento.

Tabla 4: Condiciones de fermentacidén para los azlcares
hidrolizados de la madera de ©procedencia
Concepcidn, en Salix viminalis.

Muestras pH Temperatura Tiempo
(°C) (horas)

1 4,0 18 84

2 4,5 18 84

3 5,0 18 84

4 5,5 18 84

5 4,5 25 72

6 5,0 25 72

7 4,5 35 72

8 5,0 35 72
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2.4.1 Analisis de la fermentacién

El andlisis de la fermentacién se realizo por
cromatografia liquida de alta eficiencia en la columna
(HPX-87H) ; a las mismas condiciones experimentales
descritas anteriormente; identificédndose la presencia de

etanol de acuerdo al cromatograma entregado.

Las primeras 4 muestras fueron filtradas e inyectadas
directamente en la columna, las restantes muestras fueron
liofilizadas por 48 horas, quedando el etanol en el
residuo s6lideo, el cual fue diluido con un pequefio
volumen de agua bidestilada, para luego inyectar en la
columna, el volumen de inyeccidén fue de 100 wum en cada

inyeccién.
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II1 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Material lignocelulésico

La composicién de materiales lignocelulésicos presente en
las muestras de S.viminalis, obtenida de 4 procedencias
diferentes, se resume a continuacidén en la Tabla 5. Las
cantidades de cada uno de los componentes se dan sobre la

base de porcentaje con respecto a peso seco

Tabla 5: Cantidad de materiales lignoceliuldsicos
presentes en Salix viminalis segun procedencia.

Procedencias de la Especie.

Componentes Chimbarongo Concepcidn Angol Coyhaique
Contenido (%) Contenideo (%) Contenido (%) Contenido (%)

Corteza Madera Corteza Madera Corteza Madera Corteza Madera

Lignina 2,4 3,3 bt 2,6 2,2 3,0 2,1 2,2
Soluble
Lignina 14,7 12,9 15,2 14,2 15,3 15,7 16,7 15,6
Klasen
Total 17,1 15,2 17,1 16.8 17,5 18,7 18,8 17,8
Lignina
Hemicelulosa 21,2 26,9 21,4 27,5 20,4 28,0 22,8 26,3
Celulosa 24,7 46,4 24,5 46,3 25,2 46,9 21,4 43,8

* La cantidad promedio de extraibles alcanza al 38% y 10% aprox. en corteza

y madera respectivamente ({(Durédn 1997)

3.1.2 Lignina
La cantidad de lignina soluble presente en la especie, es
siempre mayor en la madera gque en la corteza. También

observamos que las influencias de la latitud en que crece
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la especie se expresan en una disminucidén de la cantidad
de lignina soluble presente en la corteza y la madera

mientras mds al Sur se encuentre ésta (figura 5).

35 3.0

3,0 1
E 2,5 ,2
¥y 2,0
g 1,5 & OMadera
g 1,0 i BCorteza

0,5 ¥

0,0 8 52

CHIM cCcp ANG [8:0)4
Procedencias

Figura 5: Cantidad de lignina soluble presente en madera

y corteza de S.viminalis seguin procedencia.

Aun cuando la procedencia Centro-Sur parece no seguir una
clara tendencia a bajar en contenido, en las otras
procedencias se observa claramente dque asil ocurre. La
baja de la lignina soluble bajo influencia del
crecimiento més austral de la especie, se ve compensado
en el aumento de 1la lignina Klason en la misma latitud
(ver figura 6). Este aumento se debe a las condiciones
ambientales que presenta esta zona (Covhaique),
requiriendo tallos més lignificados para soportar las
inclemencias de clima alli imperante; otorgando un mayor
soporte mecanicc para la especie (Melo 1993). Estos
resultados se comparan a los entregadeos por Fengel

(1989}, para especies de Salix sp. del hemisferio Norte y



27

Populus.sp del mismo; ambas Salicaceas, siendo los

contenidos de celulosa levemente superiores.

z

h:)

ﬁ OMadera

]

ﬁ DCorteza
[$]

CHIM CCP ANG coY
Procedencias
Figura 6: Cantidad de lignina Klason presente en

S.Viminalis segun procedencia.

Al contrario de lo que ocurre con la lignina soluble, el
contenido de 1lignina Klason aumenta hacia el Sur,
alcanzando variaciones porcentuales de un 3% mayor en
comparacién a sus pares de Chimbarongo, donde las
condiciones de c¢lima y suelos son méas afables para el
desarrollo de la especie. Estas variaciones porcentuales
deberian considerarse en el caso de llegar a utilizar la
especie masivamente para produccidén de etanol, va que la
eliminacién de la lignina ©podria ser uno de 1los
importantes problemas a encontrar. Asi, eligiendo zonas

climdticas adecuadas, se lograrian mayores rendimientos
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en la extraccidén de azlcares necesaria para la produccidn

del alcohol.

50,04
45,0
40,0
35,0
20,0
25,0
20,0
15,0
10,04
5,0
0,0

QOMadera
BCorteza

Cantidad (%)

Procedencias

Figura 7: Contenido de celulosa presente en S.viminalis
segun procedencia.

3.1.2 Celulosa

En la figqura 7 se cobserva que el contenido de celulosa
tiende a mantenerse casi constante en la madera de las 4
muestras. No se observan mayores influencias de las
condiciones de por 1lo que se puede afirmar que los
factores ambientales no tienen una incidencia relevante
en el contenido de celulosa en madera. En el caso de la
corteza se observan diferencias mayores a 3% en el
contenido de celulosa entre la zona Norte y la zona Sur,
comportéandose de la misma manera las restantes

procedencias,
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Contenido de hemicelulosa  presente en

Figura 81
S.viminalis segun procedencia.

3.1.3 Hemicelulosa

En la figura 8 se observa que el contenidoc de
hemicelulosas en la madera tiende a aumentar hacia la
zona Central, para luego descender en cantidad al llegar
a la zona Sur. En las muestras de Ccrteza no se aprecia
un aumento en el contenido hacia alguna latitud
determinada, debido prcbablemente al aumento de 1la

lignina y celulosa hacia algunas de las latitudes.

3.2 Cuantificacién de azlcares

3.2.1 Glucosa mas xilanos

La columna utilizada HPLC (HPX-87H) tiene la ventaja de
trabajar directamente con una fase mévil de H:SQ,, sin
necesidad de neutralizarla, y la desventaja de no

cuantificar por separado la xilosa (pentosa), de 1la
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galactosa vy manosa’ (hexosas) . Por lo tanto los
resultados para lo referido a estos compuestos son
expresados como “xilanos” de la madera. Esta opcién fue
elegida yva que en maderas duras la presencia de xilosa
alcanza a una cantidad superior al 90% del total de estos

3 azlUcares (Fengel 1989).

43,0 1
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Procedencias

Figura 9: Cantidad de glucosa obtenidos en hidrolizados
de S.viminalis segun procedencia.

La cantidad de glucosa en las muestras decrece hacia el
Sur (figura 9), esto podria ser causado por un aumento de
la lignina en las mismas muestras, 0 a una degradacidén de
azicares. Es posible ademéds que alguna muestra de
procedencia determinada haya formado mayor cantidad de
productos secundarios de la hidrdlisis Aacida, como lo son
el furfural y el 5-metil furfural, gque se forman al

hidrolizar poliosas (Ver Tabla 7).

* Estos compuestos aparecen a igual tiempo de retencioén® en el
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Figura 10: Contenido de xilanos obtenidos de hidrolizados
de S.viminalis segun procedencia,

Los “xilanos” en la madera se encuentran en mayor
concentracién en la zona Central, mientras que en la zona
Norte v en la zona Sur disminuyen en cantidad (figura
10). Estos “xilancs” formados por =xilosa, galactosa vy
manosa se encuentran siempre en mayor cantidad en los
hidrolizados de la madera que en los de la corteza. Esto
es debido a un sustancial aumento de los extraibles
presentes en esta Uultima, gue superan largamente la

cantidad que se presenta en madera {(Duran 1997).

3.2.2 Cuantificacidén individual de azldcares

El principal componente de los azucares reductores
totales (ART), provenientes de la hidrdélisis acida de la
madera, es la glucosa (glu) encontrandose ademés

cantidades menores de xilosa (xil), arabinosa (ara),

cromatograma.
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manosa (man) y galactosa (gal). La cuantificacidén de ART
que se realizdé para la procedencia Concepcidn, entregd
los resultados de la composicién total de azucares que

presentan éstos y se dan en la figura 11.
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Figura 11: Contenido de azucares reductores (ART) totales
en hidrolizados de madera y corteza de

S.viminalis de procedencia Concepcidn.

3.3 Aporte individual de aziucares al contenido total

La composicién de azlcares de S.viminalis es bastante
interesante. La cantidad de pentosas (xilosa y arabinosa)
alcanza a 14,8% en la madera v 11,4% en la corteza. De
estos contenidos, en la madera un 83% corresponde a
xilosa y un 17% a arabincsa; en la corteza un 48%
corresponde a xilosa y un 52% a arabinosa. Muchos de los
microorganismos que se comportan de manera eficiente en
la fermentacidén de azucares (hexosas) de la madera ven
dificultada su accién al no poder fermentar las pentosas,

especificamente xilosa (Hahn-hagerdal et al. 1991). Es
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por tanto importante al realizar una fermentaciodn
considerar los contenidos de éstas en madera, Yya due
alcanzan al 83% de pentosas en los hidrolizados de ésta,
es decir, al 12,2% del contenido total de azucares

presentes.

Por otra parte las hexosas (glucosa, galactosa y manosa)
en la especie alcanzan al 51,4% en madera y 35,7% en
corteza; de las cuales en la madera glucosa aporta con un
85% al total de hexosas, galactcsa a un 6% y manosa a un
9%. En el caso de la corteza la situacidén no varid mucho,
encontrandose un aporte de glucosa 88%, galactosa 4% vy

manosa 8% del total (figura 12).
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Figura 12: Apcrte de cada azucar en forma individual al
contenido de pentosas (xilosa y arabinosa) vy
hexosas (glucosa, galactosa y manosa).
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3.4 Compuestos secundarios formados por la hidrélisis
acida

En los métodos de hidrdélisis acida de la madera siempre
existe una pérdida importante de azucares gque reaccionan
con el &cido formando otros compuestos secundarios, las
pérdidas pueden superar el 20% o mas de los azucares de
la madera (Agblevor et al. 1997)., La formacidén de estos
compuestos secundarios es un proceso normal e inevitable
de transformaciédn quimica de recursos naturales, como 1lo

es la biomasa (Gandini 1992).

Previo al proceso de fermentacidn es necesario
identificar los compuestos formados, estos compuestos son
informados en la Tabla 7, los cromatogramas del anédlisis

CG/MS se informan en el apéndice, Figuras 5A y 6A.

Tabla 6: Rendimiento de la hidrdlisis 4&cida en 1las
muestras de Salix viminalis.

Procedencias de la Especie.

Componentes Chimbarongo Concepcidn Angol Coyhaique

(%) Corteza Madera Corteza Madera Corteza Madera Corteza Madera

Celulosa vy

hemicelulosa 45,9 73,1 45,9 73,8 45,6 74,9 44,2 70,1
Glucosa y

xilanos 39,7 57,4 41,9 61,8 39,7 56,3 34,5 55,8
%azlcares

obtenidos 86,5 78,5 91,3 83,7 87,1 75,2 78,1 79,6
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En este estudio se obtuvieron valores cercanos al 14% de
degradacién de polisacdridecs en 1la corteza y 20% en
madera, obteniéndose asi rendimientos de azucares
transformados cercanos al 80% del total de azlucares
presentes en la madera. Esto refleja que, la necesidad de
busqueda de métodos eficientes en la conversidén de 1los
polisacaridos a azlcares fermentables, es <c¢lave para
hacer el proceso rentable (Hahn-hagerdal et al. 19%1)., Un
proceso de sacarificacidén simulténea podria ser una

alternativa al procesc (Eklund 1995).

El anadlisis de CG/MS entrega el peso molecular de 1los
compuestos orgénicos formados a raiz de la degradacidn de
azlicares durante el prcoceso. Con este antecedente, el
CG/MS identifica casi la totalidad de los compuestos
encontrados y detecta en el cromatograma la presencia de
otros compuestos no identificados. Los resultados de los

anadlisis realizados se dan en la Tabla 7.

Tabla 7: Compuestos orgénicos encontrados en el mosto
proveniente de la hidrélisis acida de Madera y

Corteza.
Compuesto Tiempo de Hidrélisis Hidrdlisis
retencidn’ de madera de corteza
(min.)
2~ Furancarboxaldehido 3.93 X X
5-metil-2-furancarboxaldehido 5.74 X
1-({2 furanil)-1-Propanona 6.56 X
Acetofenona 7.65 X X
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5- (Hidroximetil)-2- 10.50 X ¥
furanccarboxaldehido

Vanilina 13.11

Metil ester del Acido 4- 14.72 X
hidroxi-3-metoxibenzoico

Etil ester del Acido 4- 14.77 X
etoxibenzoico

Tante en los hidrolizades de la corteza como en los la
madera se presentan ademds otros compuestos que no
pudieron ser identificados, aunque se encontraban en
menor cantidad. Se observa ademids dque la formacidn de
compuestos es mayor en los hidrolizados de la madera que
en los de la corteza, esto se debe a que la presencia de
azlicares en esta ultima es sustancialmente menor a la
madera, por lo que la cantidad de azucares que se pueden

degradar es menor.

3.5 Fermentacidén de los hidreclizados

3.5.1 Rendimientos de etanol

Entre todas las variables gque afectan el rendimientoc en
una fermentacidén: pH, temperatura, concentracién de
azUcares, tiempo, tipo y concentracién de levaduras, se
eligi® estudiar el efecto de dos variables; pH vy
temperatura. La cuantificacién de etanol, realizada por
cromatografia liquida de alta eficiencia, entregoc 1os

resultados que se sefialan en la Tabla 8.
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Tabla 8: Condiciones utilizadas Yy etanol obtenido en la
fermentacién de hidrolizados de la madera de
procedencia concepcidn, en Salix viminalis.

Muestras pH Temperatura Tiempo Etanol® Etanol®
(°C) (hrs) (gramos) (litros)

1 4,0 18 84 301,4 0,382

2 4,5 18 84 290,9 0,368

3 5,0 18 84 289,0 0,366

4 5,5 18 84 295, 9 0,375

5 4,5 25 72 4,2 n.s*

6 5,0 25 72 n.s* n.s*

7 4,5 35 72 3,5 n.s*

8 5,0 35 72 n.s* n,s*

* no satisfactorio.
® El porcentaje de etancl se da en grames ¥y litros de etancl formados a partir de 1000
g de madera libre de extraibles en base seca.

En el analisis no se encontrd una influencia del pH en la
produccién de etancl en las primeras 4 muestras. Por otra
parte se aprecia una influencia de la temperatura en las
fermentaciones, va que en las muestras 5 a 8, cuya
fermentacién se realizé a temperaturas de 25°C & 35°C, la
produccién de etancl fue inferior a 1% en todo el rango

de pH utilizado.

Por lo tanto, en el caso del microorganismo utilizado
Saccharomyces cerevisiae, la temperatura Optima de
fermentacién se encontrdé a los 18°C en el rango

comprendido entre los pH 4,0 y 5,5.

La cepa utilizada fue proporcionada por la Compafiia de

Cervezerias Unidas (CCU) Concepcidn, donde se utiliza
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como condicidén normal de fermentacidn una temperatura de

18°C.

3.5.2 Eficiencia de la fermentacién

El porcentaje de eficiencia se expresa con respecto a la
maxima capacidad tebérica de fermentar glucosa a etanol,
la cual alcanza a 0,46 g a partir de 1 g de glucocsa,

resumiéndose en la siguiente ecuacidn (Montecinos 1989).

1 g glucosa = 0,46 g etanol + 0,44 g CO, + 0,1 g de nuevas células

Tabla 9: Porcentaje de azlcares reductores totales (ART)
fermentables que fueron convertidos en etanol.

Muestras pH Temperatura Tiempo Eficiencia

(°c) (hrs) (%)
1 4,0 18 84 65,2
2 4,5 18 84 63,2
3 5,0 18 84 62,8
4 5,5 18 84 64,3
5 4,5 25 72 0,9
6 5,0 25 72 n.s
7 4,5 35 72 0,8
8 5,0 35 72 n.s

La eficiencia del sistema en la transformacién de
azucares fermentables (glucosa y manosa) alcanzd en
promedio al 65%, en las condiciones de temperatura de

18°C a todos los pH estudiados.

Al realizar wun escalamiento de los resultados para
S.viminlais, considerando un crecimiento de 12 Ton/ha/afio

{Recabarren 1997) vy asumiendo que en promedio un 10%
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corresponde a extraibles de la madera (Durén 1997), se
tendria una produccidén inicial de 3,3 Ton/ha/afioc de
etanol. Estos resultados son inferiores a los encontrados
en Suecia, donde la produccién alcanza 3,8-4,7 Ton/ha/afio
de combustible en plantaciones con crecimientos similares
a los de nuestro pais, aunque las condiciones de manejo y
silvicultura aplicadas a ellas (ej: regadio, plantacién y
cosechas mecanizadas, manejoc de hibridos), superan
ampliamente a las utilizadas en Chile. Podemos afirmar
entonces que buscando nuevos procesos de hidrdlisis vy
fermentacién, ademéds de la implementacién de una
silvicultura intensiva, los rendimientos pueden llegar a

ser notablemente superiores.
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IV CONCLUSIONES

Basandose en los resultados del estudio se puede concluir
que:

- Los porcentajes de lignocelulésicos presentes en madera
y corteza son similares a 1los entregados para otras

especies de Saliciceas del hemisferio norte.

- Los porcentajes de lignoceluldsicos en madera superan
ampliamente a los porcentajes obtenidos en corteza,

debido a la mayor presencia de extraibles en esta tltima.

- Los contenidos de lignina en madera tienden a aumentar
hacia el sur, mientras los de lignina en corteza tienden

a mantenerse constantes.

- Los contenidos de celulosa son notablemente mayores en
madera que en corteza, llegando incluso a doblar los

contenidos de corteza en la procedencia Covhaique.

- Los contenidos de Hemicelulosas en corteza son
levemente inferiores a 1los contenidos de la misma en
madera, en la zona Centro-Norte y Centro-Sur del pais
tienden a ser superiores a los encontrados en las zZonas

Norte vy Sur.

- Los contenidos de glucosa en los hidrolizados son
superiores en las zonas Norte Yy Centro-Norte, en

comparacién a las zonas Sur y Centro-sSur, por su parte la
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cantidad de xilanos es mayor en la zona Centro-Sur Yy

Centro-Norte.

- El1 aporte de hexosas al total de azucares presentes en
los hidrolizados de la madera alcanzé a 51,4%, superando
ampliamente el contenido de hexosas en hidrclizados de la
corteza que llegd a 35,7% donde glucosa aporta en mas de
un 85% al total de ellas y el restante se lo reparten

galactesa y manosa.

- E1 aporte de pentosas al total de azlcares presentes en
los hidrolizados de madera y corteza alcanzé a 14,8% vy
11,4% respectivamente. Audn cuando nc es una diferencia
cuantitativamente apreciable, en los hidreclizados de 1la
madera un 83% de las pentosas correspondié a xilosa y el
restante a arabinosa; no asi en corteza donde esta ultima
superd el 50% dejando a xilosa con un aporte de sdlo el

48%.

- El1 aporte menos importante en la constitucidén de
azucares en la madera corridé por cuenta de galactosa
(hexosa) que no superd el 3% en madera y fue levemente
superior a 1% en corteza, seguida de manosa (hexcsa) con
un 4,5% y 2,7% respectivamente y arabinosa con un 2,5% vy
5,9% respectivamente, aungque esta ualtima sélo fue
importante en corteza, vya que en madera dificilmente

superd el 2%.
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- No se observd una influencia del pH en 1las
fermentaciones a una temperatura de 18°C, por lo que los

rendimientos de etanol fueron muy similares.

- A temperaturas de 25°C y 35°C, se inhibieron casi por
completo las fermentaciones a pH 4,5 y en su totalidad a

rH 5,0.

- La produccién de etanol, alcanzd un promedio de 0,38 1
de combustible por kg de madera libre de extraibles en

base seca.

- Las producciones tebdricas de etanol son similares a las

entregadas para la misma especie en Suecia.

4.1 Proyecciones

Tomando en cuenta la rapidez de desarrollo de la especie
y la adaptacién de la misma en nuestro pais, los
rendimientos de material azucarado, facilidad de
establecimiento, manejo e informacién y estudios con que
se cuentan en el ambito mundial; se vislumbra como una
buena alternativa energética para la produccién de

etanol, en nuestro pais.

Es necesario continuar con los estudios de fermentacién
con el fin de encontrar las condiciones o6ptimas de PH,
temperatura, concentracién de azucar, tiempo N4
concentracidén de levaduras. Ademds se podria utilizar
cepas mejoradas denéticamente en la fermentacidn de

pentosas.
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V RESUMEN

En un mundoc en gque las demandas por energia van en
constante aumento, y las fuentes de energia fésiles se
estdan agotando, la bisqueda de energias alternativas
limpias y econdmicamente viables es una necesidad. La
biomasa cumple con todos estos requisitos pero tiene la
desventaja de ser una fuente energética no tradicional.
La necesidad de estudiar la composicién lignocelulésica
de las especies promisorias es una ocobligacién, para una
implementacién futura de esta fuente renovable de

energia.

El estudic 1llevdé a cabo un anédlisis exhaustivo de la
composicién 1lignocelulésica de Salix viminalis, de 4
regiones de Chile, a fin de determinar los contenidos de
lignina, celulosa y hemicelulosa. Ademads se determiné la
composicidén de azlcares presentes en los hidrolizados de
las muestras, Los rendimientos del material
lignoceluldésico se asemejaron a otros estudios con
Salicdceas, dentro de 1los componentes azucarados las
cantidades de hexosas fueron muy interesantes alcanzando
al 51,4% y 31,7% en madera y corteza respectivamente, del
total de material lignoceluldsico presente en la especie.
Las pentcsas rondaron valores cercanos al 14,8% y 11,4%
respectivamente para las mismas muestras. Para el caso de
produccién de bicenergia esta alcanzd, en escala de
laboratorio, un rendimiento de 0,38 1 de etanol por kg de

madera en base seca, libre de extraibles.
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Estos resultados se consideraron alentadores, en
comparacidén a paises que utilizan esta especie con fines

energéticos.
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SUMMARY

In a world where the demand of energy increases and the
fossil fuels are in depletion, the search of alternative
renewable, clean and economically viable sources of
energy 1s necessary. The biomass fulfills all this

requirements but it has the disadvantage of being a non-

traditional source of energy, finding resistance in
their large-scale establishment. The necessity of
studying the lignocellulosic composition of the

promising species and searching appropriate methods for
their conversion to fuels it is imperative in order to

implement 1n the future this renewable source of energy.

This study carried out an thoroughly analysis of the
lignocelluleosic composition of Salix viminalis from 4
regions in Chile, in order to determine the contents of
lignin, cellulose and hemicellulose. The results were
similar to that reporter for other Salicaceas. Also the
composition of the sugars in the hydrolysate obtained
from the wood and the bark of this species was obtained.
The relative vyield of hexoses reached 51.4% and 31.7% of
the total lignocellulosic material respectively. The
pentoses yield were around 14.8% and 11.4% for the same
samples. Finally the fermentation of the hydrolysates
was carried out and a yield of 328 g of ethanol for
1000 g of the hydrolysate in dry weight basis was

obtained.
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These results were promising in comparison with those

reported previously for other countries,

species for energetic purposes.

which use this
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VII APENDICES

Tabla 1A: Tiempos de retencién y concentracidén para los
azucares encontrados a través de HPLC {HPX 87H)
en hidrolizados de la madera de S.viminalis

Azdcar Tiempo de Altura Aporte al
retencién (min) total (%)
Glucosa 8,26 17973 44,5
Xilanos 8,89 5701 17,3
Arabinosa 9,93 n.e n.e*

* no encontrado

Tabla 2A: Tiempos de retencidén y concentracién para 1los
azlcares encontrados a través de HPLC (HPX 87H)
en hidrolizados de la corteza de S.viminalis

AzQcar Tiempo de Altura Aporte al
retencidn (min) total (%)
Glucosa 8,26 10752 32,3
Xilanos 8,89 3036 9,5
Arabinosa 9,93 n.e n.e*

Figura 1A: Cromatograma de hidrolizado de la madera en HPLC
(HPX-87H) de S.viminalis procedencia Concepcién;

con los respectivos tiempos de retencién para
cada azucar
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Figura 2A: Cromatograma de hidrolizado de la corteza en

Tabla 3A:

HPLC (HPX-87P) de S.viminalis procedencia
Concepciodn; con los respectivos tiempos de
retencidén para cada azucar

Tiempos de retencién y concentracién para los
azucares encontrados a través de HPLC (HPX 87F)
en hidrolizades de la madera de S.viminalis

AzlGcar Tiempo de Altura Aporte al
retencidén (min) total (%)
Arabinosa 31,05 5645 2,54
Galactosa 28,74 8773 3,04
Glucosa 24,93 7497 43, 92
Manosa 33,29 8716 4,48
Xilosa 26,99 1736 12,22
Tabla 4A: Tiempos de retencién y concentracién para los

azucares encontrados a través de HPLC (HPX 87P)
en hidrolizados de la corteza de S.viminalis

Az(car Tiempo de Altura Aporte al
retencién (min) total (%)
Arabinosa 31,05 1556 5,92
Galactosa 28,74 3965 1,41
Glucosa 24,93 6779 31,63
Manosa 33,29 5012 2,68
Xilosa 26,99 1774 5,44
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Figura 3A: Cromatograma de hidrolizado de la madera en HPLC
(HPX-87P) de S.viminalis procedencia Concepcidn;
con los respectivos tiempos de retencién para
cada azucar

Figura 4A: Cromatograma de hidrolizado de la corteza en
HPLC (HPX-87P) de S.viminalis procedencia
Concepcidn; con los respectivos tiempos de
retencidén para cada azucar
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Figura 5A: Cromatograma de gases acoplado a espectrémetro
de masas, hidrolizado de la madera de
S.viminalis, procedencia Concepcién
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Figura 6A: Cromatograma de gases acoplado a espectrometro
de masas, hidrolizado de la corteza de
S.viminalis, procedencia Concepcidn
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Tabla 5A: Media y desviacidén estandar para las muestras de
madera y corteza libre de extraibles en base

seca, de Salix viminalis en todas las
procedencias.
Procedencias Lignina Soluble Lignina Celulosa
Klason
X S+ X Sy X 55
CHIM (M) 3,7 0, 0682 14,5 00,3042 51,8 0,0682
CHIM (C) 3,8 0,1542 23,4 0,2541 39,1 0,0595
CCP (M) 2,9 06,0675 15,7 0,0901 51,1 0,2899
CCP (C) 3,0 0,0559 24,1 0,3240 38,9 1,5839
ANG (M) 3,2 0,0874 16,8 00,2874 50,1 0,0486
ANG (C) 3,4 0,0486 24,3 0,7541 40,0 0,1547
COoY (M) 2,4 0,4066 17,8 0,2131 49,8 1,9798
COoY (C) 3,4 0,043¢9 26,5 0,6316 33,9 0,1909



