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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé una revision bibliografica
sobre la utilizacion de la biomasa vegetal, especificamen-
te el bagazo de cafia de azucar, en la produccion de acido
levulinico. Esta molécula ha sido reconocida como una
de las principales “plataformas” para la diversificacion y
obtencion de moléculas amigables con el ambiente y sus-
tituta de los productos derivados del petroleo.

Para convertir el bagazo en acido levulinico es necesario
realizar la hidrdlisis, quimica o enziméatica de la celulosa.
La degradacion controlada de azlicares C6 mediante aci-
dos es el proceso mas usado para producir &cido levu-
linico a partir de biomasa lignocelulésica. La tecnologia
industrial Biofine obtiene un rendimiento del 70 %. Se han
estudiado otros métodos que requieren materias primas
con precios elevados.

A pesar de que la hidrdlisis enzimatica es la tecnologia
mas promisoria, esté limitada industrialmente por la mul-
tiplicidad de sus etapas y el costo de las enzimas. Los
rendimientos de variantes de este proceso se encuentran
entre 58 y 80 %.

La estimacion economica solo por el costo de materias
primas y considerando las opciones de producir acido le-
vulinico a partir de bagazo de cafia o importando furfural,
determind ser ventajosa econOmicamente a partir de ba-
gazo en comparacion con la opcién de importar furfural.
Sin embargo, los costos de reactivacion de la planta de
furfural existente o de construccion de una nueva planta
pudieran variar el resultado.

Palabras clave: acido levulinico, cafia de azlcar, baga-
zo, furfural, diversificacion .

ABSTRACT

At the present work, a review was carried out to use ve-
getable biomass, specifically sugar cane bagasse, in the
production of levulinic acid. This molecule has been re-
cognized as one of the main “platforms” for the diversifi-
cation and obtaining of molecules friendly to the environ-
ment and substitute for oil products.

In order to convert the bagasse into levulinic acid is ne-
cessary to carry out the hydrolysis, chemical or enzymatic
of cellulose. The controlled degradation of C6 sugars by
acids is the most used process to prepare levulinic acid
from lignocellulosic biomass. The Biofine industrial tech-
nology obtains a 70 % yield. Other methods with high pri-
ces raw materials have been studied.

Although enzymatic hydrolysis is the most promising tech-
nology, it is industrially limited due to the multiplicity of its
stages and the cost of enzymes. The yields of variants of
this process are between 58 and 80 %.

The economic estimate only for the cost of raw materials
and considering the options of producing levulinic acid
from cane bagasse or imported furfural, determined to be
economically advantageous from bagasse vs. imported
furfural. However, the costs of reactivating the existing
furfural plant or the construction of a new plant could vary
the result.

Key words: levulinic acid, sugarcane, bagasse, furfural,
diversification.
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INTRODUCCION

Algunos paises desarrollados estadn encaminan-
do sus investigaciones hacia el desarrollo de deri-
vados de la biomasa para la obtencion de molécu-
las “plataformas”, que son aquellas a partir de las
cuales, se logran introducir nuevos y sostenibles
productos industriales. Uno de los productos identi-
ficados por su impacto como molécula “plataforma”
para el desarrollo de bioplasticos sostenibles y bio-
degradables es el acido levulinico.

La reserva de biomasa carfiera que tiene el Grupo
Azucarero Azcuba puede aportar nuevas tecnologias
para lograr sustituir el uso excesivo de poliolefinas
derivadas del petrdleo por bioplasticos sostenibles
derivados de la agroindustria azucarera, optimizando
sus propiedades fisico-quimicas y mecanicas.

El &cido levulinico derivado de biomasa ha sido
identificado como una de las doce moléculas que
podrian ayudar a desarrollar un mundo mas amiga-
ble ambientalmente. La conversion biologica para la
produccién de acido levulinico afronta el reto de los
microorganismos que puedan realizar la conversion
de azlcares.

Debido al alto contenido de carbohidratos y al
bajo contenido de lignina, asi como su disponibilidad,
el bagazo puede ser considerado como un coproduc-
to agroindustrial con un alto potencial para obtener
azucares fermentables. Para poder convertir el baga-
zo en acido levulinico es necesario realizar la hidroli-
sis, quimica o enzimatica, de la celulosa. Sin embar-
go, la celulosa nativa es muy poco reactiva debido
a que su superestructura cristalina y su entrecruza-
miento con la lignina y las hemicelulosas dificultan el
acceso de las enzimas y de los agentes quimicos. Se
han propuesto diferentes métodos de pretratamiento
para facilitar la hidrélisis enzimatica de la celulosa, y
conjuntamente con procesos de deslignificacion ade-
cuados, fraccionar los materiales lignocelulésicos de
acuerdo a una filosofia de biorrefinerias.

Acido levulinico

El &cido levulinico (AL), también conocido como
acido 4-oxopentanoico o acido y cetovalérico es un
compuesto organico con formula quimica C.H,O..
Presenta estructura solida cristalina, es soluble en
agua y en disolventes organicos polares. Al conte-
ner un grupo cetona y un grupo carboxilo, posibilita
multiples opciones posibles de reaccion (1). Fue re-
conocido como una de las principales moléculas pla-
taforma del futuro y puede cubrir de manera eficaz
muchas de las atribuciones de productos quimicos y
materiales procedentes del petroleo.

Tecnologias del proceso

La degradacion controlada de azucares C6 me-
diante acidos es el proceso mas usado para prepa-
rar acido levulinico a partir de biomasa lignocelulo-

sica. Se han estudiado otros métodos, por ejemplo,
la hidrdlisis de ésteres de acetilsuccinato, hidrélisis
acida de alcohol furfurilico o la oxidacion de cetonas.
Sin embargo, dichos métodos requieren materias
primas con precios elevados y dan lugar a cantida-
des relativamente altas de subproductos (2).

También los tratamientos bioldgicos utilizan dife-
rentes tipos de hongos y bacterias para reducir la
cristalinidad de la biomasa lignocelulésica y facili-
tar los procesos de conversion a productos finales.
El tratamiento de la biomasa con microorganismos
se muestra como una técnica prometedora, ya que
cuenta con varias ventajas: no necesita de reactivos
quimicos que comprometan el medio ambiente, bajo
costo energético, y en general sus mecanismos asi
como sus condiciones de trabajo son amigables al
medio ambiente. Los microorganismos mas utiliza-
dos son los hongos, que segln su mecanismo de
degradacién de la biomasa lefiosa se pueden iden-
tificar como, hongos de pudricion blanca, parda o
blanda. Los dos ultimos tienen comprobada accién
en la celulosa; sin embargo, solo los hongos de pu-
dricion blanca tienen capacidad de degradar la lig-
nina (2).

Dos tipos de procesos para degradar la celulo-
sa son utilizados: acido y enzimatico. La compafia
BlueFire de Estados Unidos utiliza la hidrolisis aci-
da de acuerdo al proceso tecnoldgico de ARKENOL
basado en el pretratamiento e hidrdlisis con &cido
concentrado en una sola etapa, propiciando la des-
organizacion de la estructura lignoceluldsica y la hi-
drdlisis de la celulosa y hemicelulosa, obteniéndose
un licor rico en azucares de C5 y C6. La tecnologia
BlueFire es Unica en el mundo con amplia disponibi-
lidad de materia prima: desechos urbanos, residuos
agricolas, residuos de madera, residuos verdes y
bagazo de cafia. Es un proceso econdmicamente
viable por el eficiente recobrado y reconcentracion
del &cido y la concentracion de azucares de alta pu-
reza ademas de que todos los subproductos son uti-
lizables y comercializables (2).

Obtencién de acido levulinico por hidrdlisis aci-
da

Para obtener acido levulinico (AL), a partir de
biomasa celulésica, hay que tener en cuenta que
esta presenta una mayor ordenacion de su estruc-
tura cristalina que la hemicelulosa, por lo tanto se
requieren condiciones de alta acidez, calor y tem-
peratura. Asi pues, el método mas comun para la
obtencion de AL es la hidrdlisis acida de la biomasa
lignoceluldsica, que provoca la conversion de los po-
lisacéaridos en azucares C5y C6 (3).

El producto de la deshidratacion de los azUcares
C6 es el hidroximetilfurfural (HMF), un compuesto
furanico que puede ser transformado facilmente,
mediante hidratacién, en acido levulinico y acido for-
mico, en cantidades equimolares.
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Figura 1. Obtencion de &cido levulinico a partir de la hidrolisis Acida de azucares.

Por otro lado, la deshidratacion de los azUcares
C5 (fraccion hemicelulésica) permite obtener furfu-
ral, que a su vez puede ser utilizado directamente
como producto o convertido en acido levulinico (3),
tal como se observa en la figura 1.

Ejemplos de produccion industrial de acido le-
vulinico

El 4cido levulinico todavia no se ha producido a
gran escala y por lo tanto tiene la condicion de pro-
ducto quimico con un mercado caro. Sin embargo,
se han desarrollado o se estan desarrollando pro-
cesos a escala piloto empleando la tecnologia mas
comun; la hidrélisis acida de la biomasa lignocelu-
I6sica. Las siguientes empresas han desarrollado
su tecnologia basandose en este modelo: Biofine,
DSM, GFBiochemical, Segetis (adquirida por la an-
terior) y la espafiola Técnicas Reunidas, mediante el
proceso LIFE + WALEVA - “From Whatever Residue
into Levulinic Acid — an innovative way to turn waste
into resource” (1).

El proceso Biofine es ejemplo donde la lignocelu-
losa se somete a un pretratamiento y posteriormente
se procesa directamente, convirtiendo la celulosa y
la hemicelulosa en acido levulinico, acido férmico y
furfural (1), tal como muestra la figura 2.

Figura 2. Proceso Biofine para la conversion de lignocelulosa en acido levulinico.

Se emplea el &cido sulfurico como catalizador
acido de una reaccion de dos etapas, con tempera-
turas que varian entre 120 y 220 °C, y con tiempos
de reaccion cambiantes en funcion de la naturaleza
de la biomasa alimentada. Bajo estas condiciones,
la celulosa se convierte en hidroximetilfurfural (HMF)
y este a su vez se convierte en acido levulinico, con
un rendimiento aproximado del 70 %. Asimismo se
obtienen acido férmico, acido acético y furfural como
subproductos. El furfural producido es el resultado
de la deshidratacion de las unidades de xilosa de
la hemicelulosa. El &cido levulinico, &cido férmico y
furfural son todas moléculas plataforma utiles, con
una amplia gama de derivados quimicos y materia-
les posibles a partir de cada uno. La lignina degra-
dada residual junto con el material hUmico se quema
para la recuperacion de energia (1).

PROCESO BIOFINE

El proceso Biofine es un proceso de hidrdlisis
acida para la conversién de celulosa en &cido levuli-
nico, una molécula plataforma con usos potenciales
conocidos.

Quimica del proceso

El proceso consiste en la “ruptura” de cualquier
materia lignocelulosi-
ca de partida, en pre-
sencia de un cataliza-
dor &cido mineral (p.ej.
acido sulfarico) diluido
en agua, y empleando
una temperatura mo-
derada con un disefio
de reaccion basado
en un reactor dual que
permite una elevada
produccion con un alto
rendimiento. La frac-
cion de celulosa es
transformada en acido
levulinico y &cido for-
mico, mientras que la
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fraccion de hemicelulosa se descompone en furfu-
ral, que se puede aprovechar como tal o que pue-
de convertirse a su vez en &cido levulinico. Cada
uno de estos productos primarios presenta potencial
como “plataforma” para la producciéon de otros pro-
ductos de valor afiadido. La lignina, junto con otros
componentes inertes de la biomasa, se extrae en
forma de alquitran de alto contenido en carbono, que
puede valorizarse energéticamente o transformarse
en otros productos (negro de humo, carbon activa-
do, fibra de carbono, etc.). La tecnologia se basa en
un sistema de reacciéon continua de dos etapas que
opera a las condiciones de temperatura, concen-
tracion de catalizador acido y tiempo de residencia
adecuados para obtener elevados rendimientos de
acido levulinico, acido férmico y furfural. Las con-
diciones de operacién tipicas son: temperatura de
190 a 220 °C, concentracién de acidode 1 a5 % en
peso, tiempo de residencia 15 minutos (total de las
dos etapas de reaccion).

Estrategia de desarrollo

Las experiencias cataliticas se llevaron a cabo
en un reactor agitado a 78 °C. En un experimento
tipico, el reactor fue cargado con 50 mmol de etanol
absoluto, 100 mg de catalizador y 5 mmol de acido
levulinico. La reaccion fue seguida por cromatogra-
fia gaseosa. El producto fue identificado a través de
la comparacién con una auténtica muestra de levu-
linato de etilo y mediante el analisis de espectrome-
tria de masas. El rendimiento de la reaccion fue ex-
presado como la relacion de moles % de producto
a moles de sustrato inicial (2). Los ensayos se rea-
lizaron a diferentes tiempos de reaccién, obtenién-
dose un rendimiento maximo de 61 % en 24 horas
a 78 °C. No se observaron productos secundarios
(selectividad del 100 %). Se estudi6 el reuso del ca-
talizador en condiciones similares no observandose
pérdida de la actividad catalitica.

El procedimiento descrito que se observa en la fi-
gura 3, permite reemplazar los catalizadores acidos
solubles usuales, contribuyendo a una reduccion de
la generacién de residuos (2).

Figura 3. Diagrama de blogues del proceso por hidrdlisis aci-
da.

OPTIMI,ZACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO
LEVULINICO A PARTIR DE Gelidium amansii

Avances recientes en el campo de la biotecnolo-
gia para biocombustibles y la produccién bioquimi-
ca, ha facilitado el uso de macroalgas como bioma-
sa, debido a sus aspectos superiores como tercera
biomasa de generacion: sin lignina, alto contenido
de carbohidratos y muy rapida tasa de crecimiento
con la fijacion de una gran cantidad de CO, (4).

Las algas son plantas marinas que se dividen en
tres categorias en funcién de sus colores: rojo (4500
especies), verde (900 especies) y marron (1000 es-
pecies). Las algas se han utilizado durante mucho
tiempo como alimento, fertilizante y para fines me-
dicinales. Un alga roja, Gelidium amansii, es am-
pliamente utilizada en la produccion de agar, que se
aplica en los alimentos e industrias quimicas. Ade-
mas, su contenido de carbohidratos (glucano, galac-
tano, etc.) es mas alto que el de proteinas vy lipidos.
En estas, los carbohidratos se pueden convertir fa-
cilmente en biocombustibles y productos quimicos a
través de procesos bioquimicos (4).

Andlisis de materiales y composicion

De las algas rojas, puede obtenerse agarosa,
agaropectin y celulosa. La agarosa y agaropectin
son convertidos a 1,3-ligado-D-galactosa y 1,4-li-
gado 36-anhidro-L-galactosa (4). Los resultados de
estos andlisis revelaron que la biomasa estaba com-
puesta de 28.41 % de galactano, 18.46 % de gluca-
no, 7.91 % de manano, 42.01 % de otros y 3.21 %
lignina en peso seco. Se moli6 para pasar a través
de una malla de 2 mm antes de su uso.

Primera etapa de hidrdlisis (remojo acido)

Se hidrolizan 15 g de algas rojas en una solucion
de acido sulftrico con concentracion de 1.5y 9 %
(w/w), temperaturas de 60, 70 y 80 °C, tiempos de
reaccion de 24, 48y 72 h, en botellas de 250 mL con
tapdn de rosca bajo diversas condiciones. Después
de ser empapado en la solucion de acido sulfrico,
los solidos de la suspensién se separan usando una
centrifuga y luego se lavan con aproximadamente 2
L de agua destilada hasta que el pH del liquido de la-
vado sea aproximadamente 6.5-7.0. Luego las algas
rojas lavadas se secan en un horno de secado al
vacio a 45 °C, hasta que queden completamente se-
cas. El contenido total de sélidos de las algas rojas
secadas al vacio se determina secando las mues-
tras en un horno de secado a 105 °C (4).

Segunda etapa de hidrdlisis (reactor disconti-
nuo)

La segunda etapa de hidrélisis se realiza usan-
do el licor diluido de la primera etapa de hidrélisis y
reactores tubulares sellados (9.04 cm?® de volumen
interno) construido en acero inoxidable (SAE 316)
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de 1 cm debido a su resistencia a temperaturas ele-
vadas y resistencia a la corrosion. Los reactores se
empacan con 5 mL de solucién hidrolizada en el
primer paso. Se toman muestras a intervalos de 20
minutos (4).

Analisis de rendimiento de acido galactosay le-
vulinico

Se toman muestras del acido en remojo y del re-
actor y se neutralizan con CaCO, a un pH entre 5-6
y luego se centrifuga el liquido filtrado a 18 000 rpm
por 15 min, para eliminar residuos de particulas de
las muestras filtradas (4).

Se utiliza un sistema de HPLC para determi-
nar el rendimiento de galactosa y acido levulinico.
El sistema de HPLC consistio en un binario Waters
1525 Bomba HPLC, inyector de muestras Waters
717 plus, Waters 2487 dual | detector de absorban-
cia y refractometro diferencial Waters 410. La co-
lumna analitica utilizada fue una Aminex HPX-87H
para analisis de acidos organicos. La temperatura
de operacién de la columna se mantuvo a 65 °C. La
fase movil de la solucion acuosa de H,SO, fue de
0.018 M con una velocidad de flujo de 0.7 mL /min.
El volumen de inyeccion de muestra fue 20 mL. El
rendimiento de &cido levulinico basado en el peso
de la materia prima se calculé como:

Balance total de masa

El diagrama de balance de masa general que
describe las etapas de hidrolisis desde el rendimien-
to de galactosa en la primera y el rendimiento de
acido levulinico en la segunda, se muestra en la fi-
gura 4.

Resultados

El rendimiento de &cido levulinico aumento con
el aumento de la temperatura de reaccion en la se-
gunda etapa de hidrélisis. Mayor tiempo de reaccion
también aumenté el rendimiento de acido levulinico
significativamente. Sin embargo, la concentracién de
acido tuvo un efecto adverso sobre el rendimiento de
acido levulinico. Un rendimiento maximo de 42.88 %
de &cido levulinico se logré a 180 °C, 3 % de acido
y 48.22 min. Esto se puede comparar con el rendi-
miento maximo préactico de 45.88 %. Un modelo de
regresion lineal fue capaz de predecir el rendimiento
de &cido levulinico con respecto a los efectos de la
temperatura de reaccién, concentracién de acido y
tiempo reaccién (R? = 0.9407) (4).

PRODUCCION DE ACIDO LEVULINICO A PARTIR
DE LA BIOMASA DE RESIDUOS

La conversion hidrotérmica de biomasa residual
en &cido levulinico fue investigada en presencia de
catalizadores acidos homogéneos. Diferentes mate-
rias primas baratas (aserrin de alamo, lodo de fabri-
ca de papel, residuos de tabaco, paja de trigo, poda
de olivo) se emplearon como sustratos. Los rendi-
mientos de &cido levulinico se mejoraron mediante
la optimizacion en la reaccién principal de parame-

tros, tales como tipo y cantidad de ca-

talizador acido, temperatura, duracion,

concentracion de biomasa y adicién de
electrolitos. El efecto del catalizador también mejo-
ré con la adopcion de la irradiacion de microondas
como un método de calentamiento eficiente, que
permite una gran cantidad de energia y ahorro de
tiempo (5).

El rendimiento de &cido levulinico basado en el
peso de la materia prima se calculé como:

Figura 4. Balance de masa de todo el proceso, incluyendo la primera y la segunda hidrdlisis.

40 ICIDCA sobre los derivados de la cafa de azlcar 52 (2) mayo-agosto, 2018



Los espectros FTIR de los residuos sdlidos se-
cos se obtuvieron con Perkin-Elmer Espectrofoto-
metro Spectrum One, equipado con un aparato de
reflectancia total atenuado.

Resultados

Diferentes precursores como fructosa, gluco-
sa, sacarosa, almidén, celulosa y también biomasa
barata, como madera, paja de trigo, linters de algo-
doén, granos de sorgo y los residuos agricolas; se
han utilizado para producir acido levulinico. Estos
diferentes sustratos han reaccionado bajo diferentes
condiciones de reaccion, por lo que es dificil com-
parar sus actuaciones y asi evaluar la viabilidad de
su conversion catalitica a acido levulinico. Cuando
se procesa biomasa insoluble en agua homogénea,
los catalizadores acidos generalmente parecen mas
adecuados en comparacion con los heterogéneos,
teniendo en cuenta su capacidad para entregar las
especies activas en la biomasa sélida o hinchada.
El H,SO, es el acido mineral mas cominmente uti-
lizado, pero HCI, HBr y H,PO, tambiéen se pueden
utilizar (5).

Solo pequeiias cantidades de hidroximetilfurfural
y de furfural (derivado de azlcares C5 hemicelulési-
co) se determinaron en las condiciones de reaccion
adoptadas. Por el contrario, el rendimiento molar de
acido foérmico, coproducido en igual cantidad molar
con acido levulinico resultd siempre ligeramente
mas bajo que el de acido levulinico probablemente
debido a sus reacciones secundarias.

Cuando la biomasa de olivo, obtenida de la poda,
se empled usando HCI como catalizador, produjo
hasta 66 % del rendimiento tedrico con calentamien-
to tradicional a 200 °C. Este resultado es interesante
porque la biomasa de olivo es un tipo de residuo lig-
nocelulésico renovable y barato, sin usos alternati-
VOs, cuya eliminacion es necesaria.

En particular, la combinacién de agua sobreca-
lentada como solvente con el uso de la irradiacion
de microondas (MW) como método de calentamien-
to eficiente, representa una perspectiva real para
una sustancia quimica de procesos verdaderamen-
te sostenibles. De hecho, los procesos asistidos
por microondas implican una energia significativa
y ahorro de tiempo. En efecto, esta técnica redujo
significativamente el tiempo de reaccién y aumento
el rendimiento de acido levulinico hasta el 71 % del
rendimiento tedrico, comparado con la del reactor
por calentamiento en bafio de aceite (5).

Cuando se utilizé aserrin de dlamo como sustra-
to, el experimento pudo mejorarse no solo adoptan-

do la radiacion microonda sino
también mediante la realizacion
del calentamiento tradicional
en dos pasos: una prehidrélisis
a temperatura mas baja y un
paso de conversidn sucesivo a
200 °C.

La etapa de prehidrdlisis solubiliza una fraccion
del componente hemicelulésico, haciendo que la
celulosa no disuelta sea méas accesible en el trata-
miento sucesivo a alta temperatura. Una caracteri-
zacién muy reciente de la madera de alamo tratada
con &cido sulfdrico diluido, durante tiempos que van
hasta 20 minutos y a temperaturas que oscilan entre
120-150 °C, permitié detectar la modificacion de la
estructura de la biomasa a nivel molecular, implican-
do no solo la hidrdlisis/despolimerizacién dominante
de la hemicelulosa, sino también de holocelulosa
y lignina. En comparacion con la irradiacion de mi-
croonda, que necesita la disponibilidad del reactor,
la adopcion del paso de prehidrélisis aparece como
un enfoque mas inmediato para mejorar los rendi-
mientos de acido levulinico desde biomasa, en una
seleccion preliminar.

El HCI diluido siempre actu6 como un mejor
catalizador en comparacion con H,SO,. De hecho,
en presencia de H,SO, se observo una deposicion
significativa de subproductos sélidos de humina en
las paredes del reactor. Ademas, cuando la bioma-
sa cruda tenia un contenido significativo de sales de
calcio, como en el caso de los residuos de celulosa
de la fabrica de papel o de residuos de tabaco (con-
centracion de calcio > 4 % en peso), se observo una
deposicion significativa de sulfato de calcio, incluso
cuando se trabaja a menor concentracion de H,SO,.
Cuando se adoptaron concentraciones mas altas de
H,SO,, el reactor se obstruy6. Por el contrario, bajo
condiciones de reaccién optimizadas que implican
el uso de HCl y tiempos limitados, se observo la au-
sencia de precipitaciones de sales y deposicion de
huminas.

Es notable que los rendimientos de acido levuli-
nico hasta el 77 % del rendimiento tedrico maximo
se obtuvieron trabajando en lodo de fabrica de pa-
pel. Para algunos sustratos, como paja de trigo y re-
siduos de tabaco, la adicion de un electrolito barato
para el medio de reaccion, como NaCl, aumenté el
rendimiento. Cuando la suspensién acuosa de taba-
co en polvo, que contiene 25 % w/w de celulosa, fue
empleado como material de partida, el rendimiento
real de acido levulinico fue aproximadamente el 83
% del rendimiento tedrico, debido al efecto combi-
nado de la adicién del electrolito y la etapa de pre-
hidrdlisis a 120 °C. Este rendimiento es el méas alto
reportado al utilizar una biomasa residual en un pro-
ceso por lotes.

En condiciones 6ptimas (209 °C; 37.6 min de
tiempo de reaccidn, concentracion del 3.5 % en peso
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del acido y 15.6 de relacién liquido/solido) el rendi-
miento alcanzado en base al peso de la materia pri-
ma del material fue 19.86 %, comparable con el valor
de 19.3 % obtenido en presencia de HCl al 1.6 % en
peso adoptando 1 h de tiempo de reaccién. El uso de
este catalizador acido volatil permite la recuperacion
del acido levulinico producido mediante destilacion
atmosférica/al vacio y eliminacién de vapor, que pue-
de permitir que aproximadamente el 95 % del catali-
zador acido y el agua sean reciclado.

Obtencién de acido levulinico por hidrdlisis en-
zimética

La hidrolisis enzimatica es la tecnologia mas pro-
misoria, utiliza la enzima celulasa para fragmentar
la cadena de celulosa. Varias companiias producto-
ras de la enzima han contribuido a incrementar su
eficiencia catalitica, a precios competitivos. La cor-
poracién logen de Canad4, ha desarrollado nuevas
enzimas “modificadas por ingenieria de proteinas”
para incrementar el rendimiento de etanol celulésico
a partir de paja de trigo. En particular Novozyme,
lider mundial en la produccién de enzimas comer-
ciales y microorganismos ha realizado avances pro-
metedores en el desarrollo celulasas mejoradas en
cuanto a suplementacion de los componentes del
complejo celulasa para hacer mas efectivo el siste-
ma asi como en sus propiedades cataliticas (2). Las
condiciones de uso de la hidrolisis enzimatica son
suaves (pH 4.8 y temperatura entre 45-50 °C) y no
posee el problema de la corrosion.

Bacterias y hongos son capaces de producir ce-
lulasas para la hidrolisis de materiales lignocelulési-
cos y otros. Las celulasas comerciales estan centra-
das en hongos como Sclerotium rolfsii y especies de
Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum y Penicilli.

El proceso se puede representar como se mues-
tra en la figura 5:

Recientemente, la isomerizacién y extraccion
reactiva (SIRE) estan simultaneadas y se ha intro-
ducido el proceso de retro-extraccion (BE). La SI-
RE-BE utiliza glucosa/xilosa a partir de hidrolizados
de biomasa como corriente de entrada y convierte
este sustrato fructosa/xilosa con altos rendimientos
de conversién para producir furanos (ej, furfural y el
5-hidroximetilfurfural (HMF)).

Preparacion del hidrolizado de biomasa sacari-
ficada

La biomasa prehidrolizada conteniendo celulosa
y lignina fundamentalmente fue lavada dos veces
con agua desionizada y los soélidos fueron separa-
dos por filtracion. Para la sacarificacion, a 160 g de
biomasa humeda se le adiciona 500 mL de aceta-
to de sodio a 50 mM y se ajusta el pH a 4.8 con
HCI. Dos enzimas fueron adicionadas, 15 FPU g
glucano de Spezyme CP y 30 CBU g glucano de
Novozyme 188, mezcladas a 200 RPM en una za-
randa/incubadora a 50 °C durante 72 h. El hidroliza-
do de la biomasa fue separado de los sélidos rema-
nentes por centrifugacion a 5000 r.p.m. durante 10
min seguido por filtracién. La solucion de azlcares
fue caracterizada para identificar los tipos de azlca-
resy sus concentraciones. La glucosa fue el azucar
mayoritario y la presencia y concentracion de otros
azucares fueron despreciables. El rendimiento de la
sacarificacion fue de 90 %.

Proceso SIREy BE

La carga de glucosa al comienzo del proceso de
sacarificacion enzimatica fue de 30 g/L. Se preparé
una solucién de 165 mM (30 g/L) de solucion de glu-
cosa por dilucién de un hidrolizado de biomasa sa-
carificado en 50 mM de tampon de fosfato de sodio
(pH 85). La solucién de glucosa fue isomerizada con
4,5 g de enzima L-GXI para lograr una conversion
de glucosa a fructosa. La solucién acuosa de glu-
cosa Yy fructosa fueron adicionadas a octanol con-
teniendo N2B y 412.5 mM Aliguat® 336 durante 2
h para extraer fructosa a pH de 8,5. Después que
el proceso SIRE fue completado, la fase organica y
acuosa fueron separadas por centrifugacion. En el
paso BE, para recuperar glucosa y concentrar el ex-
tracto de fructosa, se ponen en contacto dos veces
con un pequefio volumen de agua desionizada a pH
6; luego, para completar la extraccion de azucares,
la fase organica se puso en contacto con [BMIM-
SO,H] HSO4 y agua desionizada durante 10 min a
temperatura ambiente.

La solucion de fructosa de 2-15 %, fue utilizada
como el medio de reaccion para obtener el 4cido le-
vulinico. Este es un novedoso método multipaso a
partir de biomasa hidrolizada para convertir la gluco-
sa a acido levulinico.

Figura 5. Proceso de hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa.
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La glucosa fue isomerizada a fructosa hasta lo-
grar un equilibrio con fructosa. Luego la fructosa fue
extraida de forma reactiva y selectiva, con un sol-
vente organico inmiscible (octanol), simultdineamen-
te. En el paso BE, el octanol contiene azlcares en
contacto con un volumen reducido de la fase acuosa
(pH 6) para recuperar parcialmente la glucosa. Lue-
go la fase organica contacté con la mezcla [BMIM-
SO,H] H,SO, con agua desionizada (75 % liquido
iGnico) para completar la extraccion de la fructosa.
Finalmente, la fructosa fue deshidratada a HMF vy el
HMF fue convertido a &cido levulinico.

Las condiciones oOptimas de reaccién fueron es-
tablecidas, 100 % de conversion de fructosa a HMF
y un alto rendimiento a &cido levulinico se obtiene a
partir de 2.5 wt % fructosa inicial, 95 °C durante 1 h. El
rendimiento total del proceso comienza con la sacari-
ficacion para la sintesis de acido levulinico (> 58 %).

OTRO METODO DE OBTENCION DE ACIDO LE-
VULINICO POR HIDROLISIS ENZIMATICA

Este método comprende multiples etapas enzi-

Figura 6. Diagrama de bloques del proceso por hidrdlisis en-
zimética.

maticas integradas en una sola ruta metabdlica, en
un huésped de fermentacién eucariético, procario-
tico o de arqueas, que incluye, a: Saccharamyces
sp., Pichia sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Chry-
sosporium sp. y Escherichia coli. EI método impli-
ca una 0 mas etapas enzimaticas llevadas a cabo
en un sistema libre de células, o etapas de catélisis
guimica, o una combinacién de las mismas, estando
los diversos compuestos intermedios en la ruta op-
cionalmente separados y/o purificados del caldo de
fermentacion segln sea necesario para completar el
proceso (6). De forma general el proceso se eviden-
cia en la figura 6.

Paso I|: conversién de azlcares en piruvato

La conversion de azlcares en piruvato es parte
de la glucdlisis. En la glucdlisis, la accion de multiples
enzimas da como resultado la conversion de cada
molécula de azucar C6, como la glucosa, en dos
moléculas de piruvato, dos moléculas de ATP y dos
equivalentes reductores en forma de dos moléculas.

Primero se obtiene el piruvato a partir de la glu-
célisis en un organismo de fermentacion y posterior-
mente se usa en la ruta corriente abajo en el hospe-
dador de fermentacién. Luego el piruvato se separa
del caldo de fermentacion y se procesa posterior-
mente de acuerdo con la ruta corriente abajo.

Paso 2: conversion de piruvato en acido 4-hi-
droxi-2-oxo-pentanoico.

El &cido 4-hidroxi-2-xo-pentanoico se puede pro-
ducir mediante la adicion alddlica de acetaldehido
(un aldehido) a piruvato (un cetoacido). Preferible-
mente, el acetiladehido se produce a partir de piru-
vato con la enzima piruvato descarboxilasa.

Paso 2': ciclacién del acido 4-hidroxi-2-oxo-pen-
tanoico a 2-oxo-4-valerolactona

El acido 4-hidroxi-2-oxo-pentanoico se cicla en
2-hidroxi-4-valerolactona. En soluciones &cidas a
neutras, el equilibrio termodinamico se encuentra
hacia la ciclacion hacia la lactona. La ciclacion a la
lactona puede mejorarse cinéticamente mediante
el uso de catalisis quimica o bioquimica. Los cata-
lizadores homogéneos y heterogéneos para la lac-
tonizacion incluyen condiciones acidas fuertes (por
ejemplo, acido sulfurico), catalizadores metalicos
(por ejemplo, paladio, rubidio).

La catdlisis bioquimica puede obtenerse por ac-
cion de lipasas, esterasas, proteasas y lactonasas
en condiciones que favorezcan la reaccion de lacto-
nizacién directa (pH bajo a neutro/alto de disolvente
organico).

Luego se produce 2-oxo0-4-valerolactona a partir
de acido 4-hidroxi-2-oxo-pentanoico, en presencia
de un catalizador, después de la separacion del aci-
do 4-hidroxi-2-oxo-pentanoico del caldo de fermen-
tacion o solucion libre de células.
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Paso 3: reduccion del acido 4-hidroxi-2-oxo-pen-
tanoico a acido 2,4-dihidroxi-pentanoico

Entre la amplia variedad de deshidrogenasas na-
turales, se puede seleccionar deshidrogenasas con
especificidad de sustrato que tolera el acido 4-hi-
droxi-2-oxo-pentanoico y el acido 2,4-dihidroxi-pen-
tanoico.

El acido 4-hidroxi-2-oxo-pentanoico se redu-
ce selectivamente a acido 2,4-dihidroxi-pentanoico
usando catalisis quimica homogénea o heterogé-
nea. El acido 2,4-dihidroxi-pentanoico puede o no
separarse/purificarse de la fermentacién o solucién
libre de células para completar este paso.

Preferiblemente, el acido 2,4-dihidroxi-pentanoi-
co se separa de la soluciéon o caldo de fermentacion
antes de someterse posteriormente a dicha reduc-
cion. Se usa una deshidrogenasa dependiente de
NAD (P) H para catalizar la reduccion de la cetona
en la posicién dos en acido 4-hidroxi-2-oxopentanoi-
co. Dicha deshidrogenasa reduce la cetona con un
alto grado de especificidad de sustrato para acido
4-hidroxi-2-0x0 pentanoico y alta regioselectividad
para la cetona en la segunda posicién.

Paso 3': ciclacion del acido 2,4-dihidroxi-penta-
noico a 2-hidroxi 4-valerolactona

El 4cido 2,4-dihidroxi-pentanoico se cicla en 2-hi-
droxi-4-valerolactona. En soluciones acidas a neu-
tras, el equilibrio termodinamico se encuentra hacia
la ciclacién a 4-valerolactona.

La 2-hidroxi-4-valerolactona se produce a partir
del acido 2,4-dihidroxi-pentanoico, en presencia de
un catalizador, después de la separacion del acido
2,4-dihidroxi-pentanoico del caldo de fermentacion o
solucion libre de células. La lactonizacion del acido
2,4-dihidroxi-pentanoico a 2-hidroxi-4-valerolactona
es catalizada directamente por una lipasa o esterasa
0 proteasa o lactonasa, o mutantes de la misma.

Paso 4: oxidacion del acido 2,4-dihidroxi-penta-
noico a acido 4-oxo-2-hidroxi-pentanoico

El acido 2,4-dihidroxi-pentanoico se oxida selec-
tivamente a acido 4-oxo-2-hidroxi-pentanoico usan-
do catalisis quimica homogénea o heterogénea.
Dicho acido puede o no separarse/purificarse de la
fermentacion o solucién libre de células para comple-
tar este paso. Preferiblemente, el acido 4-oxo-2-hi-
droxi-pentanoico se separa de la solucion o caldo de
fermentacion antes de someterse posteriormente a
dicha oxidacion.

Paso 5: deshidratacion del acido 4-oxo-2-hi-
droxi-pentanoico a acido 4-0xo-2-pentenoico
Clasicamente, la deshidratacién quimica se logra
con catdlisis homogénea o heterogénea, con tempe-
ratura mayor de 100 °C, acido concentrado (acido
sulfarico) y/o catalizador de 6xido metélico (6xidos
de zinc o aluminio). El a4cido 4-oxo-2-hidroxi-penta-

noico obtenido después de las etapas de reduccién
y oxidacién se deshidrata quimicamente en acido
4-ox0-2-pentenoico mediante catdlisis homogénea
o heterogénea. Preferiblemente, el acido 4-oxo-2-hi-
droxi-pentanoico se separa de la solucién o caldo de
fermentacion antes de someterse a dicha deshidra-
tacion.

Alternativa alos pasos 4y 5

Alternativamente a una conversion en dos eta-
pas de acido 2,4-dihidroxi-pentanoico a &acido
4-0x02-pentenoico, se puede lograr una conversion
de una etapa usando una deshidratacién oxidativa.
Las llamadas enzimas 4,6 deshidratasa, tales como
UDP-GIcNAc-4,6-deshidratasa inversora, se usan
para catalizar la deshidratacion oxidativa del acido
2,4-dihidroxipentanoico a acido 4-oxo-2-pentanoico.

Paso 6: reduccién de acido 4-oxo-2-pentenoico a
acido 4-oxo-pentanoico (acido levulinico)

Los dobles enlaces en alquenos sustituidos se
pueden reducir (hidrogenar) para obtener los alca-
nos saturados correspondientes. Los alquenos sus-
tituidos pueden reducirse usando catalisis quimica
0, por lo general asimétricamente, utilizando bioca-
talizadores tales como enoatoreductasa asimétrica
de enlaces C=C activados con enoatereductasas de
la familia de enzimas amarillas antiguas. Se usa una
enzima enoatoreductasa para reducir el acido 4-hi-
droxi-2-oxo-pentanoico en acido levulinico.

En el caso de azlicares C6, el rendimiento de
carbono puede ser de hasta 80 %. En el caso de los
azucares C5, el rendimiento de carbono puede ser
tedricamente hasta 100 %. Si el método emplea una
cepa microbiana capaz de lograr la fermentacion si-
multanea de C5 y C6 tal como, Saccharomyces ce-
revisae y Pichia stipitis, se obtiene la fermentacién
directa de azlcares a acido levulinico, 4-valerolac-
tona o cualquiera de los compuestos. Este alto ren-
dimiento alcanzable presenta una ventaja industrial
decisiva en comparaciéon con métodos termoquimi-
cos alternativos para la obtencion de acido levulinico
0 gamma-valerolactona.

Aplicaciones industriales del &cido levulinico

(AL)

El &cido levulinico es una plataforma muy ver-
satil para la obtencion de productos quimicos y ma-
teriales derivados directamente de biomasa (1). Se
usa como precursor para:

» Aditivos de combustibles. Los ésteres de levuli-
nato son aditivos empleados en diésel y gasoli-
na. Por ejemplo, pueden reemplazar los actuales
potenciadores del indice de cetano y a productos
empleados como lubricantes. El 2-metiltetrahidro-
furano (MeTHF), derivado del &cido levulinico,
puede ser mezclado hasta con un 50 % de gaso-
lina para mejorar el rendimiento del vehiculo y re-
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Tabla 1. Obtencién del acido levulinico por via quimica y enzimatica

Hidrdlisis quimica

Hidrolisis enzimatica

Hidrolisis con acido concentrado

Varios pasos de conversion en-

Tecnologia y diluido a altas temperaturas y o
” zimatica
presion
Complejidad Més sencillo Mas complejo

e Biofine 70 %
Rendimientos
jas 42,8 %

e Hidrdlisis quimica de algas ro- o

e SIREYBE>58%

Multietapa enzimatica < 80
%

Compatibilidad con

el medio ambiente nantes

Residuales altamente contami-

Residuales con menor indice
de contaminacioén

Costos

tas presiones

Asociados al equipamiento que
necesita altas temperaturas y al-

Asociados al costo de las enzi-
mas

ducir asi las emisiones de gases contaminantes.

» Polimeros y plastificantes. Los ésteres de cetales
derivados del &cido levulinico pueden reemplazar
a la mayor parte de los plastificantes basados en
ftalatos. El metilbutanodiol (MeBDO) tiene po-
tencial para ser empleado como monémero en
la fabricacion de poliuretanos. La y-valerolacto-
na (GVL) puede utilizarse como monémero en la
sintesis de poliésteres asi como precursor de los
isémeros de la pirrolidona.

» Disolventes. Los ésteres del &cido levulinico, la
GVL Yy el MeTHF son disolventes 6ptimos en mu-
chas aplicaciones. La GVL puede reemplazar al
acetato de etilo, y el MeTHF puede ser utilizado
como sustituto del tetrahidrofurano (THF) en la
guimica fina y en la industria farmacéutica.

* Resinas y recubrimientos. El acido levulinico se
puede adicionar a resinas de poliéster y polioles
de poliéster, incrementando asi la resistencia al
rayado de los recubrimientos obtenidos.

* Productos farmacéuticos. El &cido levulinico se
usa en medicamentos antiinflamatorios, en antia-
lergénicos, asi como en suplementos minerales.

» Productos agroquimicos. El &cido deltaaminolevu-
linico (DALA) se usa como herbicida en pastos y
cultivos.

* Industria alimentaria. Los ésteres del &cido levuli-
nico se suelen emplear como aditivos alimenticios
y como potenciadores de sabor.

» Cuidado personal. El acido levulinico y sus deri-
vados se usan en cosméticos naturales, en perfu-
mes y reguladores del pH para la piel.

Analisis de larevisién bibliografica
Existen diferentes métodos para la obtencion
del &cido levulinico ya sea por la via quimica o en-

zimatica. Sin embargo, la tecnologia mas comun
es la hidrolisis acida de la biomasa lignocelulésica.
Bajo estas condiciones, la celulosa se convierte en
azucares de 5y 6 carbonos: los C6 se convierten
a hidroximetilfurfural (HMF) y este a su vez se con-
vierte en &cido levulinico y acido férmico; los C5 se
descomponen en furfural que puede ser utilizado tal
cual o convertido a acido levulinico. Este proceso
tiene la ventaja, de contar en Cuba con experiencia
de produccioén de la hidrélisis del bagazo para la ob-
tencion del furfural y existir tecnologias que pudieran
evaluarse con este objetivo. Este proceso demostra-
do en la tecnologia Biofine obtiene un rendimiento
aproximado del 70 % en la produccion de &cido levu-
linico. Un resumen del andlisis de esta informacion
se muestra en la tabla 1.

CONCLUSIONES

1. El método de produccién de acido levulinico que
mayormente se utiliza en la actualidad es la hi-
drolisis quimica del bagazo. Este proceso tiene
la ventaja en Cuba de contar con una planta in-
dustrial para la produccion de furfural que pudiera
evaluarse técnica y econémicamente para la pro-
duccion de acido levulinico.

2. La produccion de acido levulinico por hidrolisis &ci-
da del bagazo segun la tecnologia Biofine obtiene
un rendimiento aproximado del 70 %, el mayor
comparado con 42.88 % de &cido levulinico que
se logra por la hidrolisis acida a partir de las algas
rojas Gelidium amansii. La hidrélisis enziméatica
por el método SIRE y BE obtiene rendimientos
que superan el 58 %, pero no se informa el maxi-
mo obtenido en la produccion de acido levulinico.

ICIDCA sobre los derivados de la cafia de azlcar 52 (2) mayo-agosto, 2018 45



3.

El método de obtencidn por via enzimatica implica
una o mas etapas enzimaticas llevadas a cabo en
un sistema libre de células, estando los diversos
compuestos intermedios en la ruta opcionalmente
separados y/o purificados del caldo de fermenta-
cion segun sea necesario para completar el pro-
ceso. En el caso de azucares C6, el rendimiento
de carbono puede ser de hasta 80 %.

Estas consideraciones permiten concluir que la
produccién de acido levulinico por la via bioquimi-
ca requiere de recursos de investigacion especia-

de investigacion del ICIDCA, sin embargo, se re-
conoce que el trabajo en esta linea de proyecto es
de interés para los objetivos de diversificacion y
obtencion de nuevas moléculas que permitan pro-
cesos y productos mas amigables con el medio
ambiente.

. No existen antecedentes de procesos industriales

con tecnologias bioquimicas para la produccién
de acido levulinico. Este proceso requiere de mal-
tiples etapas enzimaticas que conviertan azlca-
res en &cido levulinico via piruvato.

lizados en cuanto a equipamiento y reactivos, de
poca disponibilidad en las condiciones actuales
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