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Resumen

La produccién de tabaco en Argentina se concentra en las provincias del norte del
pais, debido a las condiciones climéticas favorables. Entre las provincias de Salta y
Jujuy se producen en promedio unos 70.000 tn/afio de lAminas de FCV, que generan
35.000 tn de subproductos o residuos. En este trabajo se aportan estudios para
desarrollar una biorrefineria sostenible con los subproductos de la industria tabacalera,
utilizando fluidos supercriticos como CO, y H,O como disolventes y medio de reaccion.
Se propone valorizar los subproductos, expandiendo la cadena de valor actual y
contribuyendo a la sostenibilidad de esta importante industria en las provincias del

noroeste argentino.

Entre las fortalezas identificadas para valorizar estos subproductos estan la
composicion quimica, alto rendimiento de biomasa en kg/ha, alto nivel de conocimiento
en el cultivo agricola, abundantes antecedentes de investigaciones en usos alternativos
al actual, la economia de escala en la produccion industrial y el acceso a subproductos
y residuos en volumen, y centralizado en centros de acopio, lo que favorece la
homogeneidad y accesibilidad del producto. La memoria presenta las caracteristicas de
los subproductos generados en la industria de procesado de tabaco, para su uso como

materia prima en una biorrefineria.

La tesis aporta los resultados experimentales que demuestran la viabilidad de la
extracciéon de solanesol y nicotina de los subproductos obtenidos en el procesado del
scrap de tabaco, con CO,SC. Se ha analizado el efecto de las variables de operacién
(presion, temperatura, tiempo de extraccion) y se aplic6 un modelo fenomenoldgico de
la extraccion para obtener los coeficientes de solubilidad y transferencia de masa.
Ademas, se fracciond los extractos obtenidos mediante extraccion liquido-liquido para
conseguir una fraccién con alto contenido en solanesol y otra con alto contenido en
nicotina. Los resultados muestran que se requieren diferentes condiciones segun el
proposito de la extraccion: baja presion (15 MPa) para aumentar el rendimiento de los
extractos en solanesol, y alta presiéon (37 MPa) para promover la extraccién de nicotina,
mientras que los resultados del modelo indican que los mejores resultados se obtuvieron
en condiciones en las que la extraccion fue controlada por los parametros de solubilidad.
Estos resultados aportan la informacion necesaria para la valorizacion de los
compuestos extractivos en CO.SC de los residuos producidos por la industria

tabacalera.

El subproducto obtenido de la etapa de extraccion con CO,SC, contiene una
fraccion proxima al 60% de compuestos solubles en agua, como azucares libres,

pectina, y otros. Ademés de 10% de proteinas, 10% de celulosa, 6% de lignina, 10% de
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humedad y en menor proporcion hemicelulosas y cenizas. El scrap de la planta de
tabaco procedente de la etapa de extraccion con CO,SC, se ha tratado en un proceso
de hidrolisis en ASC tanto a escala laboratorio como de planta piloto. Las condiciones

de operacion han sido temperaturas entre 374-400°C, presiones de 25 MPa.

Los resultados muestran que la etapa limitante de este proceso es la de
transferencia de materia. Asi, en la planta laboratorio que se ha operado con un tamafio
de particula de 150mm, se ha obtenido una concentracion de azucares de 38,5% y de
sus productos de hidrolisis, aldehidos 42,4 % y acidos de 35,2%. EIl facil acceso del
ASC promueve la hidrdlisis de los azucares. En la planta piloto, se ha operado con un
tamanfo de particula de hasta 500 um y tiempo de residencia de 180ms, se da una mayor
resistencia a la transferencia del agua en la particula y disminuye significativamente el
contenido de aldehidos al 2,1% y de acidos al 20,8%, aumentando la concentracién de

azucares al 49,1%.

El dltimo capitulo de la tesis esta dedicado a estudiar una aplicacion del solanesol
obtenido del scrap de tabaco, mediante extraccion supercritica en el capitulo 2. Su
utilizaciébn como precursor en un cultivo de Rhizobium radiobacter para obtener la
CoQ10. El solanesol se encapsula en N-Lok formando una emulsién que facilita su
disolucién en el medio de cultivo. Los resultados muestran que se consigue multiplicar

por 10 la produccién de CoQ10 sobre la obtenida en el control.

Los resultados de este estudio permiten proponer una refineria en cascada. La
fraccion de extractivos se puede valorizar por extraccién con agua y posterior etapa de
fermentacién. La concentracion de proteinas permite su valorizacion, y el residuo
remanente se fracciona mediante un proceso de hidrélisis en ASC, produciendo un

efluente liquido rico en azucares que se valoriza por fermentacion.
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1. Bioeconomiay Biorrefinerias

A nivel mundial hay una creciente necesidad de transformar el sistema
productivo actual, en un sistema basado en la sustentabilidad econdémica, ambiental y
social. Este nuevo enfoque da origen al concepto de bioeconomia. La cantidad de
definiciones de bioeconomia es abundante, fue evolucionando a lo largo de los ultimos
afios, y actualmente tiene diferentes perspectivas y visiones [1]. En el afio 2015, la
Cumbre Mundial de Bioeconomia publicé una definicién de este concepto [2], desde una

perspectiva global y en términos generales:

“Bioeconomia es la produccion, utilizacién y conservacion de los recursos
biolégicos, incluidos los conocimientos relacionados, la ciencia, la tecnologia y
la innovacioén, para proporcionarle informacion, productos, procesos y servicios
a todos los sectores econd6micos, con el objetivo de avanzar hacia una

economia sostenible”.

La Organizacién de las Naciones Unidas para la alimentacion y la Agricultura
(FAO) coordina el trabajo internacional sobre bioeconomia y viene trabajando desde la
cumbre mencionada anteriormente, en establecer directrices que permitan desarrollar
la bioeconomia manera sostenible. Los principales desafios sociales interconectados
gue identificé la FAO son: la seguridad alimentaria, dependencia de los recursos fésiles,
escasez de recursos naturales y el cambio climatico. Recientemente, la FAO publicé 10
principios para ayudar a los paises, productores y usuarios de biomasa y bioproductos
en el desarrollo de estrategias, politicas y programas de bioeconomia sostenibles. En la
Tabla 1 se presentan estos 10 principios. En la misma linea, en diciembre de 2015, la
Unioén Europea comenzo a trabajar en un plan de accion [3] para cerrar el ciclo de vida
de algunos productos (actualmente lineal) en un ciclo de vida circular. Basicamente,
reutilizando, reciclando y volviendo a la economia. A esto se lo llama economia circular.
Tres afios después de este documento, se publicé la vision 2050 de la unién europea

sobre lo que esperan ser para ese afo :

Europa contara con una industria de base bioldgica sostenible y competitiva
gue proporcionara empleos y crecimiento que contribuirdn a una bio-sociedad
circular. En esta bio-sociedad circular, los ciudadanos informados eligen un
modo de vida sostenible, apoyando una economia que combina el crecimiento

economico con el bienestar de la sociedad y el respeto por el medio ambiente

[4].
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Tabla 1. Principios para una bioeconomia sostenible [5]

Principio 1: El desarrollo de la bioeconomia sostenible debe apoyar la seguridad
alimentaria y la nutricién en todos los niveles.

Principio 2: La bioeconomia sostenible debe asegurarse que los recursos naturales
estén conservados, protegidos y mejorados.

Principio 3: La bioeconomia sostenible debe apoyar el crecimiento econdmico,
competitivo e inclusivo.

Principio 4: La bioeconomia sostenible debe hacer comunidades més saludables, mas
sostenibles y aprovechar la resiliencia social y del ecosistema.

Principio 5: La bioeconomia sostenible debe confirmarse en la mejora de la eficiencia
y en el uso de recursos y biomasa.

Principio 6: Mecanismos de gobierno responsables y efectivos deben apuntalar la
bioeconomia sustentable.

Principio 7: La bioeconomia sostenible debe hacer un buen uso de los conocimientos
relevantes existentes y tecnologias sélidamente probadas, y cuando sea apropiado
promover la investigacion y la innovacion.

Principio 8: La bioeconomia sostenible debe utilizar y promover el comercio y las
practicas de mercado sostenible.

Principio 9: La bioeconomia sostenible debe dirigirse a las necesidades sociales y
fomentar el consumo sostenible.

Principio 10: La bioeconomia sostenible debe promover la cooperacién, la
colaboracion y el compartir entre grupos de interés interesados y preocupados en
todos los niveles pertinentes

La bioeconomia, entre otras cosas, exige la creacion de procesos sostenibles
integrados, basados en la utilizacion de biomasa como materia prima. Estos procesos
gue se llevan a cabo en las denominadas biorrefinerias. El National Renewable Energy
Laboratory (NREL) de los EE.UU. define una biorrefineria como: “una instalacion que
integra procesos y equipos de conversion de biomasa, para producir combustibles,
energia, y productos quimicos a partir de biomasa. El concepto de biorrefineria es
analogo a las actuales refinerias de petréleo que producen mdultiples combustibles y

productos a partir del petréleo” (NREL).

La Agencia Internacional de Energia (www.iea.org) elaboré una clasificacion de

las biorrefinerias [6], en funcidn de las siguientes caracteristicas:

Plataforma
Producto

Materia prima

oo T op

Proceso


http://www.iea.org/
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La combinacién de estas cuatro caracteristicas puede describir distintos tipos de
biorrefinerias. La més importante, es el tipo plataforma usada. Las plataformas son
grupos de productos intermedios de los cuales se pueden obtener distintos productos
finales desde materias primas. Una biorrefineria puede tener una o més plataformas. Un
ejemplo de esto, son las biorrefinerias de plataforma de azucares. Que, partiendo de la
hidrélisis de biomasa lignoceluldsica, almidon o sacarosa obtienen azlcares de 5y 6
carbonos que son materia prima de procesos de fermentacion. El tipo de producto se
refiere a energia (etanol, biodiesel, electricidad, calor, etc.) o bioproductos (materiales,
guimicos, alimentos, etc.). Los tipos de materia prima pueden ser: cultivos agricolas
(maiz, forestales, cereales, etc.), residuos de la industria agricola (subproductos,
residuos forestales, residuos urbanos, etc.). En la Tabla 2 se presentan los distintos

subgrupos de cada una de las caracteristicas de esta clasificacion.

Argentina dispone de la capacidad cientifico-tecnoldgica necesaria para avanzar
hacia esa transformacion, sin embargo, hay escasos antecedentes que se enmarquen
en el desarrollo de procesos bioecondmicos. Un estudio realizado por la FAO presenta
un analisis del balance de energia derivada de biomasa en la Argentina [7]. De acuerdo
con este informe la biomasa accesible y potencialmente disponible podria satisfacer el
47% de la demanda energética primaria del pais. En el apartado dedicado a la provincia
de Salta [8], considera a los residuos de la industria tabacalera como una oferta

importante de biomasa para energia.

El desarrollo de biorrefinerias sostenibles requiere que se tengan en cuenta los

principios de la ingenieria sostenible recogidos por Anastas y Zimmerman [9, 10].



Tabla 2. Caracteristicas de una biorrefineria para su clasificacion. Adaptado de [6] y [9]

Plataformas Productos Materias primas Procesos
I.) AzGcares C5 I.) Productos energéticos I.) Biomasa forestal I.) Fisicos II.) Quimicos
I.1) Biodiesel [.1) Cultivos forestales 1.1) Adsorcion [1.1) Cragqueo
II.) Azlcares C6 1.2) Bioetanol 1.2) Aprovechamientos forestales [.2) Centrifugacion [1.2) Des lignificacion

lll.) Aceites

IV.) Biogas

V.) Gas de sintesis

VI.) Hidrégeno

VII.) Solucion

organica

VIII.) Liquido
pirolitico

IX) Lignina

[.3) Biometano
1.4) Biocombustibles
1.6) Electricidad y calor

[I.) Productos Materiales
[1.1) Alimentos

[1.2) Alimentacion animal

11.3) Fertilizante

[1.4) Glicerina

11.5) Biomateriales

11.6) Productos quimicos

11.7) Bloques de construccion
11.8) Polimeros y resinas

[1.9) Biohidrégeno

[.3) Residuos forestales

II.) Biomasa agricola
[1.1) Cultivos agricolas

[1l.) Biomasa ganadera
[11.1) Estiércol
[11.2) Purines y otros

IV.) Biomasa industrial

IV.1) Subproductos y residuos
forestales

IV.2) Subproductos y residuos
alimenticios

V.) Biomasa doméstica
IV.1) Residuos organicos biodegradables

1.3) Cristalizacion

1.4) Densificado

1.5) Destilacion

1.6) Extraccion

1.7) Filtracion

[.8) Fraccionamiento

1.9) Humectacion

1.10) Molienda

[.11) Prensado

1.12) Secado/deshidratacion
1.13) Refrigerado/calentado
[.14) Tamizado

[ll.)Termo - Quimicos
[11.1) Pirdlisis

[11.2) Reformado con vapor
[11.3) Licuefaccion

[11.4) Esterificacion

[11.5) Pirdlisis

[11.6) Reformado con vapor
[11.7) Torrefaccion

11.3) Epoxidacion

[1.4) Esterificacion

11.5) Eterificacion

11.6) Explosiéon con amoniaco
11.7) Explosion con CO;

11.8) Explosién con vapor
11.9) Hidrogenacion

[1.10) Hidrdlisis

[1.11) Hidrdlisis acida

[1.12) Hidrdlisis alcalina

[1.13) Isomerizacion

[1.14) Oxidacion-reduccion
[1.15) Polimerizacion

[1.16) Pretratamiento quimico
11.17) Procesos hidrotérmicos
11.18) Purificacion

IV.) Biotecnolégicos

IV.1) Des lignificacion enzimatica
IV.2) Digestién anaerobia

IV.3) Esterificacion enzimatica
IV.4) Fermentacion

IV.5) Hidrdlisis enzimatica

10
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2. ElI CO; Supercritico (CO2SC) como disolvente

La utilizacion de CO, como disolvente se basa en las propiedades fisicas que
tiene cuando se encuentra en condiciones de presién y temperatura superiores a su
punto critico. Concretamente, su densidad reducida mayor que 1 hace que tenga un
comportamiento como disolvente. Este poder disolvente varia con la densidad,
comportandose como disolvente a densidades proximas a la de los liquidos y como anti-
disolvente a densidades proximas a la de los gases. Brunner presenta un detallado

estudio de las propiedades de los fluidos supercriticos en su libro “Gas Extraction” [11].

La extraccion supercritica se basa en las propiedades fisicas de los fluidos en
condiciones supercriticas, el fluido mas utilizado es el CO,SC. El proceso de separacion
se basa en la utilizando CO,SC en la etapa de extraccion y reduciendo la presion hasta
fase gas, en la etapa de separacion del soluto. En la extraccion de un soluto de una
matriz sélida, el proceso se pude describir mediante etapas de transporte del CO-,
disolucion, y transporte del soluto disuelto en el CO, desde la matriz a la fase global. El
efecto de las variables de operacion tanto en las etapas de transporte como en la

solubilidad en el CO; estan bien descritas en la bibliografia [11].

El proceso estd desarrollado a escala industrial desde el afio 1978 [12]. La
primera instalacion fue una planta de produccion de café descafeinado, seguida de
plantas multiproposito para la extraccion de compuestos con alto valor afiadido, como
aditivos alimentarios, especies, aromas etc. Actualmente el proceso que estd mas
desarrollado a escala industrial es la extraccion de TCA del corcho, con plantas
industriales en Espafa y Francia [13]. Recientemente la extraccion de compuestos del

cannabis con fines medicinales esté abriendo una nueva aplicacion industrial [14].
3. El Agua Supercritica (ASC) como disolvente y medio de reaccion

El agua tanto en condiciones subcriticas como supercriticas se ha utilizado como
disolvente y medio de reaccion en los procesos de despolimerizacion-reaccion-
separacion de biomasa. Las principales ventajas que hacen que los medios
hidrotermales sean una alternativa prometedora para el procesamiento de la biomasa
son: 1) Utilizacion directa de la materia prima independientemente de su contenido de
agua, lo que implica un importante ahorro de energia; 2) El mismo medio de reaccion

Se puede utilizar para la transformacion de diferentes fracciones de biomasa; 3) Reduce

11
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significativamente las limitaciones de transferencia de materia, con lo que las

velocidades de reaccion son mas altas [15].
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Figura 1 Propiedades del agua a presion de 25 MPa

Las propiedades del ASC permiten que actie como un buen disolvente y medio
de reaccion. Disuelve la celulosa, por ejemplo, y controlar la selectividad de las
reacciones de hidrolisis. El producto ionico del agua (Kw). a una temperatura de 300 °C
es de Kw= 10-11. Esto permite tener un medio con altas concentraciones de H" y OH",
favoreciendo de esta manera las reacciones cataliticas acido/base. Por encima de la
temperatura critica del agua (374 °C), el Kw disminuye drasticamente a valores de Kw=
10-19, estas condiciones minimizan las reacciones con mecanismo de tipo iGnico
favoreciendo los mecanismos radicalarios. La Fig. 2, presenta las propiedades del agua
en medio sub/supercritico [16]. La combinacion de las propiedades del ASC con las altas
velocidades de reaccion asociadas a las altas temperaturas, hace del agua un excelente
disolvente para el desarrollo de procesos compatibles con el medio ambiente. Permitira,
llegar a un uso sostenible de las materias primas, energia, y a la reduccion del coste de
los equipos, ya que consigue una elevada intensificaciéon de los procesos con la drastica

reduccion del tiempo de reaccion [17,18]

El objetivo de esta tesis es valorizar los subproductos de la industria de
procesado de tabaco, que presenta buenas perspectivas por su produccion
centralizada, composicién, y cantidad producida para desarrollar una biorrefineria. Esta
valorizacién se tiene que realizar en el medio rural donde se producen, por lo que se
propone utilizar tecnologias limpias, como son la extraccion con CO,SC y la valorizacion
de la fraccion lignocelulésica mediante hidrolisis ultra-rapida en ASC. El grupo de
investigacion ingenieria de procesos a presion tiene experiencia e instalaciones a escala
piloto para realizar la investigacion necesaria. La tesis se va a desarrollar de acuerdo

con los objetivos que se presentan a continuacion.

12
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En este trabajo se aportan los estudios para desarrollar una biorrefineria con los
subproductos de la industria tabacalera, utilizando fluidos supercriticos como CO; y H,O
como disolventes y medio de reaccion. Se propone valorizar los subproductos,
expandiendo la cadena de valor actual y contribuyendo a la sostenibilidad de esta

importante industria en la provincias del noroeste argentino.
Para cumplir con esta propuesta se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Tabaco. Consideraciones para su uso como materia prima en una biorrefineria.
Analisis de los subproductos de la industrializacion primaria del tabaco Virgina
como materia prima de una biorrefineria.

a. Caracterizacion del scrap, subproductos del tabaco Virgina..

Identificacion y cuantificacion de principios activos de interés.

2. Extraccion y separacion de la fraccion extraible mediante CO, supercritico. Se
propone el uso del CO; supercritico como alternativa a los disolventes organicos,
por la ubicacion de estas biorrefinerias en el medio urbano donde se encuentra

la biomasa.

Se propone desarrollar un modelado fenomenolégico del proceso de extraccion,
que permita determinar los pardmetros de las etapas de disolucion y
transferencia de materia, para realizar el escalado del proceso. Para alcanzar

este objetivo se evaluara:

a. Andlisis de las variables y de la cinética de extraccion con CO
supercritico

b. Cuantificacion y caracterizacion del extracto obtenido. Rendimiento de la
extraccion

c. Separacion de los componentes de interés. Evaluacion del rendimiento.

3. Valorizacion de la fraccion lignocelulésica de los subproductos mediante la
hidrélisis con agua supercritica (ASC) Se propone una biorrefineria a base de
los subproductos de tabaco, en dos etapas: i) obtencion de los extraibles,
compuestos con un alto valor afiadido mediante CO,SC, en una primera etapa
y ii) fraccionamiento de la fraccion lignocelulésica con ASC para obtener
azucares fermentables y lignina. Para conseguir este objetivo, se realizara la:

a. Caracterizacion de los carbohidratos estructurales
b. Cuantificacion de los productos obtenidos de la hidrélisis

c. Evaluacién de las variables del proceso de hidrélisis con ASC.
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d. Evaluaciéon del rendimiento de conversion de los carbohidratos

estructurales en azucares fermentables.

4. Valorizacion del solanesol obtenido de la extraccion con CO; supercritico. Se
comprobard la efectividad del solanesol obtenido como precursor en la
biosintesis de CoQ10, realizando:

a. Cultivos de bacterias comunmente conocidas como productoras de
CoQ10

b. Evaluacion de distintas formas de incorporar solanesol al caldo de cultivo.

c. Cuantificacion del aumento de la produccién de CoQ10 debido al uso de

solanesol como precursor.

5. Propuesta de una biorefineria de subproductos de tabaco Virginia. Diagrama de

flujo, balance de masa y energético del escenario propuesto para la biorrefineria.

El desarrollo de estos objetivos en la tesis se ha realizado en cuatro capitulos. En
cada uno de ellos se presentan los objetivos especificos, una revisibn de los
antecedentes de cada tema, los resultados experimentales y discusion para contribuir

al desarrollo de la biorrefineria propuesta.

En el Capitulo I: Tabaco. Consideraciones para su uso como materia prima en
una biorrefineria, se desarrollan los aspectos positivos y relevantes con los que cuenta
esta biomasa, como potencial materia prima para una biorrefineria. Ademas, se
enmarcan estos aspectos en un contexto mas global, como los desafios y objetivos
propuestos por la Uni6on Europea para alcanzar una bioeconomia circular en las
préximas décadas. Se presentan los datos de los volumenes y las caracteristicas socio-
econdmicas de la produccién tabacalera en el noroeste argentino, como la cantidad de
empleo que genera, la cantidad de recursos econémicos que genera y la cadena de
valor actual y ampliada. Por ultimo, se introduce el tema de la compleja y amplia
composicion quimica de la planta de tabaco, presentando los dos principios activos de
interés de esta tesis: solanesol y nicotina, junto con la composicion lignoceluldsica.
Estos datos, aportan fortalezas al objetivo de este capitulo que es, demostrar que los
subproductos de tabaco Virginia, son una excelente potencial materia prima de una

biorrefineria.

En el Capitulo Il: Separacién de los extraibles de scrap de tabaco Virginia con
CO, supercritico, se presentan los datos de la cinética de extraccion y un modelado

fenomenoldgico de la extraccidn supercritica del scrap de tabaco Virginia. Se evalta y
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verifica, las propiedades del CO, como solvente selectivo en funcion de su densidad. Se
utiliza una planta piloto de extraccion supercritica, desarrollada en la Universidad de
Valladolid. Esta escala permite obtener los pardmetros para un posterior escalado del
proceso. Se estudia la influencia de la densidad en el rendimiento obtenido de solanesol
y nicotina. Se realiiza una simulacién del comportamiento del CO, como solvente y del
extracto de tabaco como soluto, a lo largo dl extractor y con el tiempo de extraccion.
Ademas, se desarrolla un procedimiento sencillo y efectivo de separacion del extracto
de tabaco en dos fracciones, una con alto contenido de solanesol y la otra con alto
contenido de nicotina. Esta separacion permite tener solanesol para usar en otras
aplicaciones y una solucion con alto contenido de nicotina que simplifica su posterior

purificacion.

En el Capitulo Ill: Hidrolisis de scrap de tabaco Virginia con agua supercritica,
se estudidé la composicion de los carbohidratos estructurales como celulosa,
hemicelulosa y lignina, del scrap y de los palos del tabaco Virginia. Se analizaron los
resultados obtenidos de la hidrélisis de esta biomasa con agua supercritica (400 °C, 25
MPa), en un proceso desarrollado por investigadores del mismo grupo que controla la
selectividad de la hidrolisis mediante el tiempo de residencia, operando a tiempos
inferiores a 1 s, proceso FASTSUGARS. Se analizaron y cuantificaron los productos de
la hidrdlisis de la celulosa, hemicelulosa y lignina de la biomasa como azlcares C-5y
C-6, aldehidos y acidos. Ademas, se realizaron experiencias en un planta escala
laboratorio, con un tamafo pequefio de particula y experiencias en una planta escala
piloto con un tamafio de particula mayor y se compararon los resultados. Este capitulo,
complementa el anterior en el escenario propuesto de una biorrefineria de tabaco, donde
Se propone un proceso en cascada comenzaando con la extraccidn de principios activos

de alto valor seguido del proceso de hidrélisis de la fraccién lignocelulésica.

Se propone un diagrama de flujo, con los balances de materia y energia de la

biorefineria de scarp de tabaco con CO,SC y ASC.

En el Capitulo IV: Estudio preliminar del uso del solanesol extraido de scrap
de tabaco como precursor de CoQ10, se buscé valorizar la fraccion con alto contenido
de solanesol del extracto de tabaco obtenido con CO: supercritico. Utilizando el
solanesol como precursor de la biosintesis de un principio activo de alto valor, como la
Coenzima Q10. Se desarrollaron formulaciones que permitieron dosificar un producto
lipofidico como el solanesol en una solucion acuosa como el caldo de cultivo de
Rhizobium radiobacter. Se llevaron a cabo experiencias de cultivo de una cepa de

Rhizobium radiobacter, al que se la agreg6 la formulacion de solanesol hidrosoluble y
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se comprobé la eficacia del solanesol como precursor, obteniéndose un considerable

aumento de la produccion especifica de Coenzima Q10.

Por ultimo, en Trabajos a Futuro, se presentan los aspectos que surgieron de los
resultados de esta tesis para complementar, enriquecer y aumentar el escenario
propuesto para una biorrefineria sostenible de subproductos de la fabricacién de
tabaco.
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Tabaco. Consideraciones para su uso como
materia prima en una biorrefineria
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1. Breve reseria histérica del tabaco

Los primeros antecedentes del uso de la planta de tabaco se remontan al afio 6.000
a.C. con las primeras civilizaciones mesoamericanas. En los hallazgos arqueolégicos se
identificaron pipas de piedra con restos de tabaco. Se cree que el cultivo de la planta de
tabaco por parte de las culturas americanas comenzo cerca del afio 1 d.C. para uso
ceremonial y medicinal. Hasta la llegada de los espafioles, el tabaco era cultivado por
los nativos desde América del Norte hasta Perl. Los Mayas y los Arawak (Caribe)
enrollaban las hojas de tabaco para fumarlo de una manera similar a los actuales

cigarros, los Aztecas rellenaban juncos con tabaco y las culturas del norte usaban pipas

[1].

Cuando Cristobal Coldn llegé a las costas de las islas Bahamas el 12 de octubre de
1492 fue recibido por los Arawak quienes le entregaron hojas de tabaco como ofrenda.
En la primera mitad del siglo XVI fue introducido por los portugueses en Africa del Sury
Europa, por los espafioles en Filipinas, otros paises de América del Sur y las Indias, y
por los ingleses en Oriente Medio y China [10]. Un hito importante se produjo cuando en
el afio 1560, el embajador francés en Portugal, Jean Nicot le envié semillas de tabaco a
la reina consorte de Francia Catarina de Medici para cultivar las plantas y utilizar las
hojas de tabaco para curar sus migrafias[11], tuvo buenos resultados y su uso como
medicina se expandi6 rapidamente en Europa. Debido a esto, la corte francesa propuso
llamar Nicotiane a la planta, en honor a Jean Nicot. El nombre botanico actual Nicotiana

tabacum fue publicado y descripto en 1753 por Carlos Linneo [12]

En el afio 1612 se inicia el primer cultivo comercial de tabaco en Jamestown (la
primera ciudad inglesa fundada en América) y dos afos después se realizd el primer
envio a Inglaterra [11]. Desde el descubrimiento de América, solo pasaron 150 afios

hasta que el tabaco se empez6 a utilizar en todo el mundo

La produccion de tabaco se fue expandiendo desde Jamestown a otros estados
hasta convertir en la actualidad a los Estados Unidos en el mayor exportador de tabaco
y a China en el mayor productor del mundo. Las tendencias del mercado y de la
produccion fueron creciendo y solo se vieron afectadas considerablemente después de
la primera y de la segunda guerra mundial [13]. Estos hechos histéricos generaron un

aumento considerable del consumo.
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TABACO ~Nicotiana Tabacum

B ... Bicginier Tabak

Wi e

Figura 1. . Planta de tabaco, pintura en acuarela de la artista sevillana Cristina Luengo
Acosta (izq.) llustracién de 1855 de las flores y semillas de la planta de tabaco [14] (der)
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2. Produccién mundial de tabaco

Segun datos de la FAO [7], hasta el afio 2018, el volumen total producido alcanz6
un volumen de 6,1 millones de toneladas. De los 136 paises de los que se tiene registro
de la produccion de tabaco, el 80% del volumen se concentra en 10 paises: China,
Brasil, India, EE. UU, Indonesia, Zimbabwe, Malawi, Argentina, Pakistan y Zambia. En
la Figura 2 se presentan los valores de la produccion mundial de tabaco desde el afio
2008 hasta el afio 2018, y la cantidad producida por cada uno de los 10 principales

productores del mundo.

La principal diferencia entre China y los siguientes paises en orden de volumen de
produccion es que practicamente todo el volumen producido en el gigante asiatico es
para consumo interno y el resto de los paises exportan la mayor parte de su produccion.

Como es el caso de Argentina, quien exporta el 80% del tabaco.

Un aspecto importante de analizar en cuanto a la produccién de tabaco en el mundo
es el impacto del Convenio Marco para el Control de Tabaco (CMCT) [8] impulsado por
la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2003. Este convenio establece una serie
de pautas que los gobiernos que firmen deben cumplir para disminuir la demanda y la
oferta de tabaco para fumar. Entre las pautas para disminuir la demanda estan el
aumento de los impuestos, proteccion contra la exposicion del humo de tabaco,
empaguetado y etiquetado de los productos de tabaco, entre otras acciones. Y para
disminuir la oferta de tabaco propone erradicar el comercio ilicito, restringir la venta a
menores de edad y apoyo a actividades alternativas de produccién a los cultivadores.
Con respecto a este Ultimo punto, China firmo el CMCT en el afio 2003 y lo ratifico en el
2005. Sin embargo, no tomd acciones hasta el afio 2014 cuando se convirtio en el primer
pais del mundo en generar una politica nacional para la sustitucién del cultivo de tabaco
por otros cultivos[9]. No se encontrd informacion actualizada pero la disminucion del
volumen producido por China es constante desde el afio 2014 y podria continuar con

esa tendencia.

En el caso de Brasil e India, la produccion fue aumentando en los dltimos afios, en
ambos paises la mayor parte de lo producido se exporta a paises asiaticos. En EE. UU.,
la cantidad de tabaco producido si bien fluctia se mantiene dentro de un mismo rango

desde varias décadas.

Por Ultimo, se estima que, si China disminuye su volumen de produccion, la
diferencia entre la oferta y la demanda en ese pais serd sustituida por tabaco

proveniente de otros paises como Brasil y Argentina.
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Figura 2. Participacion de los principales paises productores de tabaco en relacion con el
volumen total producido en el mundo.

3. Produccion de tabaco en Argentina

La produccion de tabaco en Argentina se concentra en las provincias del norte del
pais (ver Figura 3), debido a las condiciones climéticas favorables. Las principales
variedades cultivadas son tabaco Virginia y tabaco Burley, y en menor medida tabacos
criollos. En la Figura 4 se presentan los valores de produccién interanual en millones de
kilogramos de los ultimos diez afios en Argentina. Para la campafia 2016/2017 el tabaco
Virginia represent6 un 63 % del total de la produccién nacional, este porcentaje equivale

un valor aproximado de 73 millones de kilogramos y 273 millones de USD [20].

Las provincias de Jujuy y Salta producen el 99 % del total de tabaco Virginia
nacional, y se reparten esta produccion en un 55 % para Jujuy y un 44 % para Salta. En
Tabla 3 estan los valores que corresponden a estos porcentajes. Es importante aclarar
gue los valores de kilogramos producidos corresponden al producto final de la cadena
primaria de produccion que es la lamina de tabaco para la produccién de cigarrillos. Uno
de los aspectos mas relevantes de la produccion de tabaco en la regién del noroeste es
el alto grado de conocimiento en el manejo del cultivo, en la campafia 2016/2017 el
rendimiento de hojas de tabaco Virginia fue de 2,3 t/ha en Salta y 2,8 t/ha en Jujuy [11].

Ademas, la concentracion de los cultivos en la regién tiene la ventaja de que los costos
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de transporte y logistica son bajos para los productores en comparacion con otras
producciones agricolas como los de la soja, que para ser rentables deben tener
volimenes muy grandes para poder compensar los costos de transporte hacia los
puertos. La produccién primaria, con menor margen de ganancia, tiene bajos costos de
transporte. La industrializacion primaria (acopio), le agrega valor, suma volumen entre

todos los productores y disminuye los costos unitarios de transporte.

Virginia (2009/10)

\_| Menos de 2.000 tn
[ ] 2.000-8.000tn
[ 8.000-20.000tn
I 20.000-45.000tn
Burley (2009/10)

[ ] Menos de 1.500tn
I 1.500-6.000tn
I 6.000-10.000 tn
Criollo (2009/10)

I:] Menos de 10 tn
[ 10-100tn

Bl 100-1.100tn

Figura 3. Mapa de localizacion de la produccion tabacalera en Argentina[12]

140 m Virginia = Burley

e
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Produccion de tabaco [millones de kg]
N N (2]
o o o o
v I

Campafia interanual [afi0]

Figura 4. Produccién de tabaco en miles de toneladas en Argentina por tipo de tabaco y por
campafia interanual.
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Figura 5. Produccioén de tabaco Virginia en las provincias de Salta y Jujuy

Tabla 3. Kilogramos de tabaco producido en las provincias de Salta y Jujuy.

Tipo de tabaco Tabaco Virginia por provincia

Campafia . . ;
Virginia Burley Criollo Salta Jujuy

2006/2007 85.299.773 37.458.035 4.981.699  41.076.267 43.313.839
2007/2008 82.654.006 42.377.611 5.349.516 37.707.438 44.059.350
2008/2009 94.913.748 48.501.101 3.807.849 37.531.002 44.438.596
2009/2010 94.913.748 35.004.318 2.951.922 44.982.556 49.461.487
2010/2011 88.360.739 42.230.451 4.616.305 42.880.645 44.566.124
2011/2012 74.908.685 35.500.729 3.674.102 32.038.762 42.320.963
2012/2013 75.742.911 33.606.560 2.998.237 35.654.017 39.779.575
2013/2014 80.406.361 43.272.511 3.406.542 38.786.475 41.074.979
2014/2015 75.832.388 31.607.360 1.666.239 30.883.226 44.503.582
2015/2016 69.208.441 23.008.911 1.453.515 30.955.772 37.845.331
2016/2017 73.386.763 40.848.860 2.918.802 32.330.198 40.586.210

4. Cadenade Valor del tabaco actual y cadena de valor ampliada

La cadena de valor del tabaco en Argentina fue relevada en el afio 2016 por el
Ministerio de Hacienda de la Nacién [20]. En ese trabajo, se destaca que la etapa
primaria de produccion (produccion agricola) hay un namero significativo de 18.526
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productores, en su mayoria, minifundistas. En Jujuy, Salta y Tucuméan, la cantidad de
productores registrados es 902, 1.599 y 1.255 respectivamente. Lo que representa el
20% de los productores que generan el 80% del volumen. El empleo directo de esta
actividad se calculé en 50.000 personas[13]. Este numero corresponde al 1,9% del total
de empleo y al 2,2 % del total de empleo privado en las provincias productoras de

tabaco.

En la Figura 6 se presenta la cadena actual del tabaco en Argentina y la cadena de
valor ampliada segun el enfoque de este trabajo. En el esquema actual, los productores
tabacaleros solo pueden vender su produccion a la industria de fabricacién de cigarrillos
y no se comercializa el tallo que queda en las fincas. En la cadena de valor ampliada,
los productores pueden vender el tabaco y los tallos a una biorrefineria. Este aspecto
tiene una vital relevancia, ya que es una alternativa viable ante la propuesta de erradicar
el cultivo de tabaco mediante cultivos alternativos del Convenio Marco para el control
del Tabaco de la OMS. Permitiendo a los productores seguir haciendo lo que saben y
hacer y sin cambiar su infraestructura. Esta ampliacion de los mercados a los que
pueden acceder los productores tabacaleros no presenta ninguna amenaza a las
acopiadoras ya en el sistema actual las tabacaleras adjudican cupos de produccién a
cada productor asegurando las ventas a futuro y el 50 % del volumen producido en el

total de las acopiadoras pertenece a 2 cooperativas de productores.

Existen varios potenciales impactos sobre las acopiadoras. Uno es el aumento de
la cartera de clientes y otro es que, al darle valor a los subproductos o residuos como
los palos, fibra y scrap se soluciona el problema de la disposicion final y esto generaria

un incremento de las ganancias.
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5. Tabaco como materia prima de una biorrefineria

Existen numerosos antecedentes en las publicaciones cientificas sobre la utilizacién
del tabaco como materia prima de plataformas o procesos de una biorrefineria. En
general, la mayoria de estas publicaciones utiliza un proceso especifico para la
obtencion de un solo producto. Son pocos los trabajos en los que el enfoque se
direcciona a una utilizacion total de la biomasa. Algunas de las fortalezas identificadas
para el uso del tabaco producido en las provincias del norte Argentino son: la
composicion quimica, alto rendimiento de biomasa en kg/ha, alto nivel de conocimiento
en el cultivo agricola, abundantes antecedentes de investigaciones en usos alternativos
al actual, la economia de escala en la produccién industrial y el acceso a subproductos
y residuos en volumen, y centralizado en centros de acopio, lo que favorece la

homogeneidad y accesibilidad del producto.

1. Composicién quimica: la cantidad de principios activos identificados en la planta
de tabaco fue creciendo a lo largo de los afios. Desde 1946, donde se identificaron
menos de 10 tipos de componentes, como alcaloides, proteinas, nitratos, etc.,
hasta la actualidad donde hay identificados aproximadamente 5595 componentes
[14]. En la Tabla 4 se presenta la composicibn quimica del tabaco en
concentraciones promedio, clasificadas por tipos de componentes.
Aproximadamente la mitad de los componentes de la planta son carbohidratos

estructurales y el resto son compuestos extraibles con alguna bioactividad.

2. Alto rendimiento de biomasa en kg/ha: Estudios de rendimiento del cultivo de
tabaco en Salta mencionan que el rendimiento de hoja seca de tabaco varia entre
2,4 y 4 t/ha [15], dependiendo del método de cultivo. Este valor no contempla la
biomasa generada por los tallos que quedan en el terreno luego de la cosecha de
las hojas. La cantidad de biomasa que queda en las fincas con los tallos alcanza
las 3 t/ha [16].Como el tabaco no es un alimento, solo se podria comparar con
otros cultivos industriales como materia prima para una biorrefineria como las
plantaciones forestales, biomasas lignocelulésicas, plantas no comestibles, otros
residuos agroindustriales o agroforestales. Bajo estas circunstancias, no existe en

esta zona de Argentina otro cultivo con el mismo volumen de produccion.

3. Alto nivel de conocimiento en el cultivo agricola: El inicio del cultivo de tabaco en

Argentina se remonta al afio 1873 [17]. El conocimiento tecnhologico del manejo
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del cultivo es avanzado, existe mano de obra especializada y recursos para

mantener altos rendimientos y calidad en el producto obtenido en las fincas.

. Abundantes antecedentes de investigaciones en usos alternativos al actual. En la

Tabla 6 se presentan algunos antecedentes donde usan tabaco como materia
prima para obtener distintos productos con alguna bioactividad o utilidad
comercial. Estos productos se obtienen mediante procesos que pueden
enmarcarse en el ambito de una biorrefineria. Los aceites esenciales que se
obtienen por arrastre de vapor tienen una composicion diferente a los obtenidos
con solventes organicos. Dependiendo del tipo de producto que se quiera obtener,
se puede realizar la extraccion con un solo método como extraccién con solventes
0 arrastre por vapor, o se puede utilizar un método a continuacion de otro [18]. El
etanol se puede obtener de la fermentacion del tallo que queda en las fincas [19—
21], de las hojas de FCV o de los residuos de las acopiadoras de tabaco. La
conversion de los carbohidratos estructurales en azGcares fermentables se realiza
mediante hidrdlisis enzimatica o con agua en estado subcritico [22] o supercritico
(este trabajo). Los principios activos con mas antecedentes son la nicotina y el
solanesol, ambos con multiples usos y aplicaciones en la industria que se
detallardn mas adelante. Por ultimo, hay una serie de principios activos como
escualeno, acido clorogénico, rutina y vitamina E que tienen una bioactividad
amplia y conocida. Aunque la cantidad de estos principios activos puede ser
relativamente baja, una biorrefineria de una escala lo suficientemente grande

podria obtener una cantidad aprovechable de cada uno de estos principios activos.

. Economia de escala en la produccién agroindustrial. Entre las provincias de Salta

y Jujuy se producen en promedio unos 70 millones de kilogramos de laminas de
FCV, producir esta cantidad de tabaco para cigarrillos genera 37 millones de
kilogramos de subproductos o residuos. Una economia de escala, basicamente,
tiene menores costos unitarios de produccion, por lo tanto, el valor econdémico de
los residuos o subproductos son también bajos. Si bien la provincia de Jujuy
produce el 56% del volumen total, la distancia entre los dos centros de acopio mas
importantes (Cooperativa de Productores Tabacaleros de Jujuy y Cooperativa de
Productores Tabacaleros de Salta) es de solo 110 km. Estas consideraciones
resultan en un facil acceso a la materia prima para una biorrefineria en un volumen
importante y centralizado en estos centros de acopio. Ademas, como estos

subproductos se obtienen de un proceso de clasificacion de las laminas, van
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saliendo de la linea de produccion separados por tamafio y tipo, obteniéndose
scrap, fibras y palos homogéneos.

6. Favorece la seguridad alimentaria. En el afio 2012 la FAO publicé un documento
donde analiza el impacto negativo que puede tener la creciente demanda de
bioenergia sobre la seguridad alimentaria [23]. Basicamente se busca que no se
reemplacen cultivos de alimentos por cultivos para biomasa utilizable en
bioenergia. Considerando que el cultivo del tabaco lleva casi 150 afios en esta
zona del norte de Argentina y que los productores tabacaleros no suelen
diversificar sus plantaciones, se podria decir que un proyecto de biorrefineria,

utilizando tabaco como materia prima no afectaria la seguridad alimentaria.

5.1 Scrap y palos: subproductos de la industrializacién primaria de tabaco
Virginia
Luego de la cosecha del tabaco Virginia, se realiza un proceso de curado que
provoca una seria de cambios fisicos y quimicos para obtener tabaco para fumar. Este
proceso se lleva a cabo durante 7 dias aproximadamente en estufas llamadas Bulk-
Curing. Eltabaco ya curado se denomina Flue-Cured Virginia (FCV) y sale de las fincas
preclasificado en fardos de 50 kg aproximadamente.

Figura 8. Scrap (1y 2) y Fibras (3 y 4) de Flue-Cured Virginia. Imagenes tomadas de www.worldtobacco.it
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Tabla 4. Composiciéon quimica de la planta de tabaco, en concentraciones promedio [14].

Clasificacion del Componente

Conc. Promedio (%)

@ Alcanos 0,32
3 Alguenos y alquinos 0,09
8  Aciclicos 0,22
_g Monociclicos aromaticos 0,08
T Policiclicos aromaticos 0,0001
Subtotal 0,71
Alcoholes 1,7
Fitoesteroles y derivados 0,2
Aldehidos 1,4
Cetonas 1,8
Acidos carboxilicos 9,8
Lipidos (ceras) y resinas 9,0
Aminoacidos 2,0
Esteres 0,9
8 Lactonas 0,001
8 Anhidridos 0,0001
&S Carbohidratos 40,2
3 Celulosa: 13,3 %
Pectinas: 11,4 %
Azlcares: 14,1 %
Almidén: 1,4 %
Fenoles 8,3
Lignina: 2,25 %
Otros fendlicos: 6,05 %
Quinonas 0,001
Esteres 0,4
Subtotal 75,7
Nitrilos 0,0001
9 Proteinas, enzimas y aminas 6,4
T Amidas 0,06
& Imidas 0,02
£ N-Nitrosaminas 0,002
< Otros nitrogenados 4,5
Alcaloides 2,0
Subtotal 12,98
Sulfurosos 0,7
@ Halogenados, y gases fijos 15
s Metales, no metales y iones 7,2
> Residuos de pesticidas 0,000001
Todos los otros componentes 1,2
Subtotal 10,61
TOTAL 100,00
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Los productores entregan los fardos de FCV en las acopiadores donde comienza la
industrializacién primaria para separar las laminas de las venas vy tallos de las hojas.
Este proceso se denomina despalillado. Antes de ingresar a este proceso, se
acondiciona el tabaco aumentando su humedad hasta el 20% y su temperatura a 50 °C
para que las venas se doblen sin quebrarse y se separen de la lamina. El despalillado
se lleva a cabo en equipos con cilindros y peines que van separando la lamina de las
venas llamados trilladores. Esto se realiza en varias etapas donde la distancia entre
peines va disminuyendo a medida que avanza el material. Luego del despalillado se
realiza la separaciéon de las laminas del material producido por los trilladores (palos,
scrap y polvos) mediante un lecho fluidizado con aire. En esta etapa se obtienen las

fracciones de palos y scrap separadas y clasificadas por tamafio [24].

Por cada kilo de tabaco que sale de las fincas de los productores se obtienen
aproximadamente 650 gramos de lamina y 350 gramos de subproductos o residuos
como scrap, fibray palos. Tomando los datos del punto 4, para la campafia 2016/2017,
se obtuvieron aproximadamente 17 millones de kilogramos de residuos o subproductos

de tabaco, solo en la provincia de Salta.

La composicion quimica del scrap y de los palos es ligeramente diferente, el scrap
tiene mas celulosa que los palos y los palos tienen mas lignina que el scrap. En la Tabla
5 se presentan la caracterizacién realizada con el scrap y los palos del tabaco para este
trabajo producido en la provincia de Salta. La separacién del scrap y del palo es una
ventaja para utilizar un proceso en una biorrefineria segun lo que se busque obtener.
Por ejemplo, si se quiere obtener azlicares fermentables es conveniente usar scrap y si
se busca obtener algin componente de los extraibles como xilo-oligosacéaridos

convendria utilizar los palos.

Tabla 5. Composicién quimica del scrap y palos de Flue-Cured Virginia (%)

Materia prima Extraibles Humedad Proteinas Celulosa Hemicelulosa Lignina Cenizas Total
Scrap 57,31 10,47 11,23 9,79 2,47 6,00 2,58 99,86
Palos 59,08 8,59 9,04 5,17 3,96 10,15 3,62 99,62
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Tabla 6. Algunos antecedentes de productos que se pueden obtener usando tabaco como materia prima en una biorrefineria

Producto Materia Prima Procesos Ref
Aceites esenciales Scrap Extraccién con solventes organicos y arrastre por vapor [2.5]
Aceites esenciales Hojas de FCV Extraccién con membrana de polietileno de baja densidad [26]
Azucares fermentables Hojas de FCV Hidrdlisis con agua subcritica [27]
Azucares fermentables Hojas de FCV Hidrolisis enzimatica [28]
Azucares fermentables y Fenoles Hojas y residuos de Hidrdlisis con agua subcritica [29]
Biocombustibles: biogés, biodiesel y etanol E(c-):j\zfls Varios [30]
Biocombustibles y Escualeno Hojas Estudio de factibilidad econémica [31]
Biogas Scrap, palos y polvo Digestion anaerdbica [32]
Briquetas Palos y venas Molido y chipeado [33]
Escualeno Hojas Ingenieria genética. Aumento del contenido de escualeno [34]
Etanol Hojas y Tallo Modificacién genética, Hidrolisis enzimatica y Fermentacion [35]
Etanol Tallo Hidrdlisis enzimatica y Fermentacion [36]
Etanol Tallo Hidrdlisis enzimatica y Fermentacion [37]
Etanol Tallo Oxidacién humeda, hidrolisis enzimatica y Fermentacion [38]
Flavonoides: Rutina, quercetina y apigenina Hojas y residuos de Extraccion con solventes organicos [39]
Nicotina E(c-):j\zfls Extraccion solido-liquido con solventes organicos [40]
Nicotina Hojas Arrastre por vapor, extraccion con solventes, asistida con ultrasonidos y [41]

microondas

Nicotina Hojas de FCV Extraccion con CO,SC [42]
Nicotina Hojas de tabaco Extraccion con CO,SC [43]
Nicotina Residuos de tabaco Extraccion con CO,SC [44]

Nicotina, Solanesol y proteinas

Hojas verdes

Maceracioén y extraccion con solventes

[45]


https://doi.org/10.9734/CJAST/2017/37948

Pectina
Acido clorogénico y Rutina

Acido clorogénico, Rutina, Acido cafeico, escopoletina, y
escopolina
Polisacéaridos

Precursor de Coq10
Precursor de Coq10
Proteinas

Proteinas

Proteinas

Pulpa de celulosa
Pulpa para papel
Pulpa para papel
Solanesol
Solanesol
Solanesol
Solanesol

Solanesol

Solanesol
Solanesol
Solanesol
Solanesol
Solanesol y nicotina
Vitamina E

Xilo-oligosacaridos

Hojas - venas
Hojas de FCV
Hojas de FCV

Residuos de tabaco
Residuos de tabaco
Residuos de tabaco
FCV

FCV

FCV

Tallos de FCV
Residuos de tabaco
Residuos de tabaco
Hojas de FCV
Hojas de FCV
Residuos de tabaco
Hojas de FVC
Hojas de FVC

Hojas de FCV
Hojas de FCV
Hojas de FCV
Hojas de FCV
Residuos de tabaco
Hojas de FCV

Tallos

Extraccion solido-liquido
Extraccién con etanol

Extraccion en fase solida

Extraccién con etanol

Biomasa hidrolizada

Sintesis quimica para obtener CoQ10 desde Solanesol
Extraccion con agua y metanol en 2 etapas

Extraccion acuosa en varias etapas

Extraccién con Solventes organicos y extraccion acuosa
Hidrdlisis acida

Extraccién con agua caliente

Explosion con vapor

Extraccién con CO,SC

Extraccién con Solventes organicos

Extraccién con solventes organicos y purificacion

Extraccién con Solventes organicos

Extraccién con solventes organicos: percolacion, soxhlet y columna

burbujeante

Extraccién con Solventes organicos, asistido con microondas

Extraccién con Solventes organicos

Extraccién con solventes, asistida con ultrasonidos y microondas

Extraccion en fase solida
Extraccién en columna cromatografica
Extraccién con solventes organicos

Hidrdlisis acida y enzimatica

[46]
[47]
[48]

[49]
[50]
[51]
[52]
[53]
[54]
[55]
[56]
[57]
[58]
[59]
[60]
[61]
[62]

[63]
[64]
[65]
[66]
[67]
[68]
[69]
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5.2 Solanesol

El solanesol en un alcohol terpenoide de cadena abierta, compuesto de nueve
unidades isoprenoides. Su féormula molecular simplificada es CasH70, y su peso
molecular es 631,086 gr/mol. En su forma normal es un sélido blanquecino que al
disolverse se torna un poco amarillento. Es ligeramente soluble en hexano y muy soluble

en etanol a temperatura ambiente [70].

Este compuesto fue aislado e identificado desde el tabaco por Rowland [59] en
1956. Al hacer una extraccibn de FCV con metanol y éter, y posteriormente una
separacion por cromatografia liquida obtuvo varias fracciones distintas. Llamando
solanesol a la fraccion mas abundante de los componentes extraibles con solventes

organicos.

Si bien el solanesol esté4 presente en otras plantas de la familia de las solanaceas
como las hojas de papa (0,04-0,4%), de berenjena (0,2-0,4%), de pimiento (0,9-0,35%)
y del tomate (0,1-0,35%); la concentracion es mayor en la planta de tabaco y en mayor
proporcion en las hojas de la misma alcanzando valores de hasta el 4 % del peso de la
hoja de FCV en base seca [71, 72].

Por otra parte, el contenido de solanesol varia por multiples factores. El primero es
el genético, las plantas de tabaco burley y tabaco negro contienen un mayor contenido
de solanesol que las hojas de FCV. Otro factor importante son los laborales culturales
durante el cultivo, Burton [73] estudi6 la influencia de la posicion de las hojas
(superiores, medianas y bajeras), la diferencia de una temporada a la siguiente, el estrés
hidrico, la senescencia foliar?, el proceso de curado, el desflorado y la influencia del
nitrégeno en la fertilizacion. Burton concluye que, seleccionando el genotipo adecuado,
sometiendo a un estrés hidrico el cultivo y cosechando luego del topping? se puede

incrementar el contenido de solanesol considerablemente.

Como se mencioné anteriormente, el solanesol es un alcohol y cuando un alcohol
reacciona con un &cido graso ocurre una reaccion de esterificacion, obteniendo como
resultado un éster mas una molécula de agua. La nomenclatura para los esteres tiene

dos partes, la primera proviene del &cido que lo forma y la segunda del alcohol que

! La senescencia es un proceso de las plantas en el cual se preparan para un periodo de
reposo.

2 Topping: es el proceso de cortar la inflorescencia de la planta de tabaco antes que se
desarrolle, para favorecer el tamafio, grosor y contenido de nicotina de la hoja de tabaco
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proviene, Por ejemplo, el Ester que se forma del solanesol y el acido acético se

denomina acetato de solanesilo.

El solanesol se encuentra en el tabaco en forma libre y esterificado como esteres
de solanesilo. En el tabaco burley, el porcentaje de solanesol libre se incrementa luego
del curado [74], esto representaria una ventaja de usar el tabaco curado en vez de usar
el tabaco verde para la extraccion de solanesol. Si bien en algunas publicaciones se
menciona que el solanesol esterificado alcanza valores de hasta el 68 % y en otras que
practicamente el total de solanesol se encuentra libre [73], no representaria ninguna
dificultad realizar una saponificacion para transformar los esteres de solanesilo en
solanesol. Ishida [76] identific6 y cuantificd 11 ésteres de solanesilo en 4 variedades de
tabaco (virginia, burley, oriental y tabaco oscuro) de 5 paises de origen distintos
(EE.UU., Brasil, Grecia, Turquia y Filipinas), los valores de solanesol libre obtenidos van
desde el 1,86 % (tabaco Virginia de EE.UU.) hasta el 7,71% (tabaco oscuro de Filipinas)
y los valores de los esteres de solanesilo van desde 11,99% al 65,95 % para el tabaco
burley de Brasil y el tabaco oscuro de Filipinas. En la tabla 8 se presentan los valores

obtenidos por Ishida.
5.2.1 Bioactividad del solanesol

La bioactividad del solanesol y de sus ésteres incluye propiedades antibacteriales,
antivirales, antifingicas, anticancerigenas, antinflamatorias y antiulcerosas entre otras
[77]. Qin [78] formuldé micelas con solanesol para que actie como fotoprotector de la
molécula de coenzima Q10 obteniendo un 88% de CoQ10 sin degradar luego de 25
horas de exposicion a la luz solar. Bai [79] estudi6é que el solanesol podria eliminar los
radicales libres generados por la luz solar e inhibir los efectos sobre la tirosinasa. Huang
[80] evallo la capacidad anti radical libre de un extracto de tabaco obtenido con CO
supercritico versus un extracto obtenido por calentamiento a reflujo, concluyendo que la
actividad anti radicales libres es mayor cuanto mayor sea la concentracion de solanesol
(alrededor del 3%).

En el campo de la medicina, Yao [80] comprobdé los efectos hepatoprotectores y
estimulantes del crecimiento de las células del higado del solanesol. La actividad
antibacterial contra microorganismos patdégenos gram-negativos y gram-positivos [81];
el efecto antiinflamatorio de un gel con solanesol in vivo versus un gel con diclofenaco
[82] y la formulacion con solanesol de un portador de farmacos contra el cancer que
evita los efectos secundarios de otros portadores y genera un efecto sinérgico [83] son

algunas de las tantas bioactividades prometedoras de este compuesto.
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5.2.2 Usos del solanesol

El uso mas difundido del solanesol es como precursor en la sintesis quimica de
Coenzima Q10 y los analogos de las vitaminas K [71, 84, 85] y en la biosintesis de
Coenzima Q10 agregando solanesol en el caldo de cultivo de distintos microrganismos
como Rhodobacter sphaeroides [86], Rhodospirillum rubrum [87] y Sphingomonas sp.
[88]. Taylor menciona que la creciente demanda de CoQ10 debido a los beneficios que
presenta como suplemento vitaminico y prevencion de enfermedades, aumentara la

demanda de solanesol [89].
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Tabla 7. Esteres de solanesol [76]

Formula molecular reducida

Ester

Sol-OH
Sol-C2
Sol-C18:3
Sol-C18:2
Sol-C14
Sol-C15
Sol-C18:1
Sol-C16
Sol-C17
Sol-C18
Sol-C20
Sol-C22

Solanesol

Acetato de solanesilo
a-Lineonalato de solanesilo
Lineonalato de solanesilo
Miristeato de solanesilo
Pentadecanoato de solanesilo
Oleato de solanesilo
Palmitato de solanesilo
Margrato de solanesilo
Estearato de solanesilo
Araquidonato de solanesilo

Behenato de solanesilo

Tabla 8. Contenido de los distintos esteres de solanesol en distintas muestras de tabaco [76]

Figura 8. Estructura del solanesol y sus esteres

=

1. R =OH, Solanesol
2. R =02CR, Ester de Solanesol

Ester total Sol-C2 Sol-C18:3 Sol-C18:2 Sol-C14 Sol-C15 Sol-Ci18:1 Sol-C16 Sol-C17 Sol-C18 Sol-C20 Sol-C22  Sol-OH

FCV (EEUU) (ng/mL) 2669,99 638 466,52 398,86 144,16 22,9 155,29 580,78 28,5 111,43 66,89 56,67 17195,41
(%) 15,53

FCV  (BRA) (ug/mL) 2546,01 475,41 633,21 465,04 71,73 21,75 176,98 532,5 21,33 89,75 33,00 25,31 11488,77
(%) 22,16

BLY (BRA) (ng/mL) 1538,5 354,78 227,74 252,35 91,39 41,70 98,88 324,23 20,72 61,87 32,29 32,55 12835,98
(%) 11,99

BLY (EEUU) (ug/mL) 2378,41 455,61 376,43 443,71 130,42 72,64 203,23 472,12 35,75 93,11 45,15 50,23 16230,84
(%) 14,65

ORI (GRC) (ng/mL) 2252,59 171,02 789,13 306,74 52,70 43,47 197,93 516,39 16,22 98,42 33,09 27,48 7792,27
(%) 28,91

ORI  (TUR) (ug/mL) 2546,71 107,00 1107,55 299,19 57,75 12,31 171,49 579,15 16,27 118,54 45,03 32,43 7342,18
(%) 34,69

DAC (FIL) (ng/mL) 2686,12 75,64 554,94 334,19 94,62 48,19 406,18 813,66 32,41 186,15 70,93 69,19 4073,2
(%) 65,95

DAC (BRA) (ng/mL) 1763,66 110,26 420,54 304,65 93,50 53,62 146,13 426,41 25,22 95,12 45,26 42,95 7030,01

(%)

25,09

FCV: Flue Cured Virginia, BLY: Tabaco Burley, ORI: Tabaco Oriental, DAC: Tabaco negro secado por aire.
EEUU: Estados Unidos, BRA: Brasil, GRC: Grecia, TUR: Turquia, FIL: Filipinas.
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5.3 Nicotina

La nicotina tiene una historia mas antigua que la del solanesol y la informacién
disponible es abundante [90]. Basicamente, la nicotina es un compuesto orgénico
nitrogenado alcalino (alcaloide). Es un liquido transparente a amarillo palido, que en
contacto con la luz y el aire se vuelve marrén. Su formula molecular es C10H14N2, y su
peso molecular es de 162,263 g/mol. Es miscible en agua y muy soluble en etanol,

cloroformo, éter, keroseno y aceites.

A bajas dosis es estimulante del sistema nervioso central, y a dosis mas alta es un
compuesto téxico por inhalacion, ingestion y por absorcién cutanea. Esto plantea dos
escenarios opuestos, el primer escenario negativo por su toxicidad y el segundo positivo
por su aplicacibn en medicamentos para paliar los sintomas del Alzheimer y para

tratamientos para dejar de fumar.

La farmacopea europea establece los parametros para considerar a la nicotina
como componente puro cuando él area de cada una de las impurezas no supere el 0,3
% del pico del area obtenido por HPLC de la solucion de referencia [91]. Define también
como impurezas a los derivados de la nicotina anatabina, B-nicotirina, cotinina,
miosmina, éxido N” de nicotina, nornicotina y anabisina (ver Figura 9) . La nicotina, en
presencia de luz y aire se vuelve oscura y mas viscosa, esto se debe a la oxidacion
provocada por el efecto de los radicales libres [92]. La miosmina, y el éxido N” de nicotina
fueron identificados como los principales productos de degradacion debido a la

exposicion solar y al aire de una solucién acuosa de nicotina [93].

Por una parte, para analizar la nicotina como una sustancia téxica hay que tener en
cuenta las dosis a las cuales se considera este efecto negativo. Por ejemplo, la dosis
letal media en ratas (LD50) es de 24 mg/kg por via oral; en humanos, se estimd la dosis
letal entre 50 y 60 mg para una persona de 70 kg absorbiendo el 100% de 30-40 mg/m3
durante 30 minutos a raz6n 50 I/min por inhalacién [94]. Consecuente con este dato, la
concentracién maxima permitida en ambientes es de 0,5 mg/m3 segun la ley de higiene
y seguridad en el trabajo de Argentina [95]. Sin embargo, en un trabajo publicado en
2014 [96], el autor cuestiona que los valores vigentes de las normativas sobre la nicotina
no son actuales y que, si bien debe manejarse con cuidado por ser un producto téxico,
es necesario aclarar que hace falta ingerir mas de 0,5 gr de nicotina para tener un efecto
letal.
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5.3.1 Usos de la Nicotina

La nicotina como compuesto puro, se utiliza como ingrediente de las soluciones de
los cigarrillos electronicos, en productos farmacéuticos, y como pesticida apto para
cultivos organicos. La F.D.A clasifica a los productos derivados del tabaco para fumar,
gue no son cigarrillos, como vaporizadores, cigarrillos y sistemas electronicos para
suministrar nicotina. Para estos productos, se estima que para el afio 2030 las ventas

en el mundo alcanzaran un valor de US$ 51.000 millones [97].

Por otro lado, est& el uso de la nicotina como producto farmacéutico. Existen en el
mercado una variedad importante de formulaciones que tienen como principal
componente la nicotina. Y tienen como finalidad los tratamientos para dejar de fumar
como, por ejemplo, Nicotrol ® inhalador de laboratorios Pfizer, Nicorette ® chicles,
parches, inhalador y spray bucal de Johnson & Johnson y Habitrol ® parches de

laboratorios Dr. Reddys.

H
X N
| ]
N
Nicotina (C1oH14N2)
N
~ N | XN
/
_— N
Anatabina (C10H12N>) Miosmina (CeH10N2)
=N \Q
O
N H
| \ V7 | N/
Cotinina (C10H12N20) Nornicotina (CgH12N>)
: )
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Oxido N-nicotina (C10H14N20) Anabisina (C1oH14N2)

Figura 9. Molécula de nicotina y sus productos de degradacion
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5.4 Otros componentes de interés

De los andlisis por GC-MS realizados en este trabajo se pudieron identificar otros
componentes de la fase organica obtenida de la extraccion liquido-liquido. Los
componentes detectados son escualeno, vitamina E, rutina y campesterol. En el Anexo
de informacion complementaria de este trabajo se presentan los cromatogramas del
aceite de tabaco obtenido. Estos componentes también son de interés comercial debido

a su actividad bioldgica como antioxidantes, vitaminas, antimicrobianos, etc.

El escualeno es un terpenoide con aplicaciones en la industria cosmética, de
alimentos y farmacéutica [98]. Tradicionalmente se obtiene del higado de los tiburones,
por lo que encontrar o desarrollar una fuente sustentable de este compuesto es objeto
de varias investigaciones. Rosales et al [99] mencionan al tabaco como una fuente
vegetal para la obtencion de este principio activo en porcentajes desde el 2 al 20%.
Existen antecedentes de extraccion de escualeno con CO,SC desde otras matrices
como semillas de amaranto (0,3%) [100], aceite de oliva desodorizado (28%) [101] y

aceite de salvado de arroz (2,9%) [102].

La vitamina E (a-tocoferol) es un antioxidante que protege a las células de los
radicales libres. Tiene funciones en el sistema inmunologico y en la formacién de
glébulos rojos. Fue aislado del tabaco Virginia en 1958 por Roland [68] obteniendo un
0,02% de este componente en base seca (un porcentaje similar al del solanesol). Ohgaki
et al [103] determind la solubilidad de la vitamina E en el CO,SC y Brunner [104] separo
este componente de una mezcla compleja con CO,SC. Estos 2 trabajos son una
pequefia parte de la informacion disponible sobre la afinidad de este principio activo y
el CO,SC.

Por dltimo, la rutina es un flavonoide con una variada actividad en la salud humana
como antialérgico, antinflamatorio, anti proliferativo y anticancerigeno [105]. Se
encuentra en el tabaco junto al acido clorogénico entre un 1-2% [107] cada uno, en
base seca. Estos componentes podrian aislarse del extracto supercritico de tabaco con
las técnicas adecuadas, o darle un efecto sinérgico a este extracto en un potencial uso

farmacéutico.

6. Conclusiones

Del estudio sobre el tabaco producido en la region del noroeste argentino, se puede
extraer los siguientes puntos que sirven para fortalecer y validar la propuesta de este

trabajo de usar los subproductos como materia prima en una biorrefineria:
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o El tabaco tiene una gran variedad de principios activos que pueden extraerse,
separarse y purificarse del tabaco. Como son: solanesol, nicotina, acido
clorogénico, rutina, entre otros compuestos minoritarios.

¢ Eltallo y los palos son biomasas lignoceluldsicas similares a la biomasa forestal
(porcentajes de celulosas, hemicelulosa y lignina) que pueden emplearse en una
biorrefineria de segunda generacion.

e Los subproductos del despalillado se concentran en un solo lugar, separados y
clasificados por tamafo. Facilitando su posterior uso en la biorrefineria,
centralizando la produccion de biomas y evitando costos de logistica y transporte.
¢ Impacto econdmico y social que tiene este cultivo en esta region con la cantidad
de mano de obra directa e indirecta que emplea y la cantidad de recursos que aporta
al estado. El tabaco, aporta un 1% del PBI nacional, porcentaje levemente superior

al aporte del impuesto a los combustibles.
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1. Introduccién

En el afio 2018 se produjeron 8,3 millones de toneladas de tabaco en todo el
mundo. China produjo el 53,8% de esta cantidad, seguida de Brasil (9,1%), India (9%),
EE.UU. (2,9%), Indonesia (2,2%), Zimbabwe (1,6%), Zambia (1,4%) y Argentina (1,3%)
[1]. En Argentina el 63% de la produccion en 2017 correspondio a la variedad Virginia
con unos 73 millones de kilogramos producidos en su mayoria en las provincias de Salta
y Jujuy. En estas provincias, 82.000 personas dependian de la industria tabacalera en
2010 [2].

Las hojas de tabaco se clasifican segun su posicion en el tallo como hojas
superiores, medias e inferiores. Las hojas superiores se consideran generalmente como
la mejor fraccién y su calidad se asocia a un alto contenido de azlcar y nicotina y un
bajo contenido de otros compuestos de nitrégeno [3]. Los tallos de las plantas no son
utilizados por la industria del tabaco y suelen emplearse en las explotaciones agricolas
para el acondicionamiento del suelo [4] y el procesamiento de las hojas produce scrap,
palos y fibras como un residuo.

El tabaco tiene varias ventajas como materia prima para una biorrefineria. Los
cultivos de tabaco muestran altos rendimientos de biomasa y las plantas de tabaco
tienen un bajo contenido de lignina en comparacién con la tipica biomasa forestal.
Ademas, la industria tabacalera produce una gran cantidad de subproductos que
representa alrededor del 30-35% de la cantidad total de biomasa introducida en el
proceso (es decir, excluyendo los tallos de las plantas). Esta fraccién contiene una
amplia gama de compuestos de valor afladido como azUcares libres facilmente
extraibles [5], escualeno [6], proteinas de grado alimentario [7] y compuestos bioactivos
como solanesol [8] y nicotina [9].

El solanesol (CssH7.0, PM: 631,086 g/mol) es un alcohol terpénico no ciclico,
constituido por nueve unidades isoprenoides. El solanesol esté presente en las hojas de
las Solandceas como la papa (en concentraciones que van del 0,04% al 0,4%), la
berenjena (0,2-0,4%), el pimiento (0,35-0,9%) y el tomate (0,1-0,35%), pero las hojas de
tabaco muestran los mayores contenidos de solanesol que, en el caso del tabaco de
Virginia, es del 5,7%-6,4% (base seca) en las hojas y 0,6%-1,9% en los tallos [10, 11].
El solanesol y los ésteres derivados son principios activos con propiedades
antibacterianas, antivirales, antifingicas, antiinflamatorias y antiulcerosas, entre otras
[10]. El uso principal del solanesol en la industria quimica y farmacéutica es como
precursor en la sintesis quimica de la Coenzima Q10 y los analogos de la vitamina K

[12,13,14], y en la sintesis biolégica de la Coenzima Q10 utilizando Rhodobacter
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sphaeroides [15], Rhodospirillum rubrum [16] o Sphingomonas spp. [17]. Debido a estas
aplicaciones, Taylor y otros [18] prevén un aumento del valor comercial del solanesol.

Por otra parte, la nicotina (C10H14N2, PM: 162,263 g/mol) es un alcaloide conocido
por su presencia en el tabaco y, mas recientemente, en los cigarrillos electrénicos, y por
el efecto negativo de estos productos en la salud. Por otro lado, tiene aplicaciones
farmacéuticas como estimulante, principio activo en productos para el tratamiento de los
trastornos por el uso del tabaco y también en productos farmacéuticos para el
tratamiento de las enfermedades de Alzheimer [26] y Parkinson [27]. Debido a estas
aplicaciones la nicotina tiene un considerable valor comercial.

Por lo general, el solanesol se extrae utilizando disolventes organicos como el
etanol, el hexano, el metanol y el éter [19]. Sin embargo, estos métodos tienen
inconvenientes bien conocidos relacionados con el uso de disolventes tdxicos que
deben ser eliminados del producto final lo que aumenta los costos. Por el contrario, la
extraccion de CO, supercritico presenta ventajas obvias ya que el CO; es un disolvente
no téxico que puede ser facilmente eliminado del producto final por despresurizacion vy,
como se indica en la Tabla 1, varios estudios previos han demostrado la viabilidad de la
extraccion de CO- del solanesol de las plantas de tabaco produciendo extractos hasta
con un 20-30% de contenido de solanesol. Por ejemplo, Ruiz Rodriguez et al.[20]
estudiaron la extraccion supercritica con CO, del solanesol desde el tabaco,
considerando también la extraccion simultanea de nicotina. Obtuvieron una proporcion
méaxima de 18,91 g de solanesol/g de nicotina operando a 8 MPa y 25 °C (densidad de
CO2: 778 kg/m?3). Con respecto al contenido total de solanesol, las mejores condiciones
fueron 25 MPa y 50 °C obteniendo 0,294 g de solanesol /g de extracto (6 g de
solanesol/g de nicotina).

Wang et al. [21] pretrataron las hojas de tabaco utilizando una mezcla de etanol
y hexano (4:6) lo que permiti6 aumentar el contenido de solanesol desde 0,1 g de
solanesol/g de extracto a 0,44 g de solanesol/g de extracto durante la extraccion
supercritica. Ademas, analizaron el efecto del tamafio de las particulas considerando
tamafios de 175, 225 y 550 um, y observaron como al aumentar el tamafio de las
particulas se empeoraba la transferencia de materia y el rendimiento de la extraccion.
Por otra parte, este pretratamiento dificulta la aplicacion industrial y el escalado debido
al uso de una mezcla de disolventes organicos a una temperatura cercana a su punto
de ebullicién (40-60 °C).

Rincoén et al. [22] estudiaron la extraccion supercritica de nicotina de los residuos
del tabaco (scrap y polvo) con tamafios de particulas que oscilan entre 200 y 1000 um.

Las mejores condiciones fueron a 30 MPa y 60 °C (densidad del CO,: 830 kg/m3),
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alcanzando una recuperacion de nicotina entre el 24% y el 43% del contenido original
de nicotina en el tabaco.

El objetivo de este trabajo es recuperar la fraccién de alto valor afiadido de
solanesol del scrap de tabaco mediante la extraccidon supercritica de CO.. Para ello, se
realiza una segunda extraccion (liquido-liquido) del extracto en condiciones ambientales
para obtener el producto final. Se analiza la influencia de las variables de operacion del
proceso y se desarrolla un modelo matemético para ayudar a la optimizacion del
proceso. El propésito final es contribuir a la valorizacion de los subproductos de la

industria del tabaco Virginia.
2. Materiales y Métodos
2.1 Materia prima e insumos

Para los experimentos de extracciéon con CO; se usO scrap de tabaco, un
subproducto del proceso de despalillado de la hoja de tabaco de Virginia. El scrap esta
constituido por trozos de hoja de tabaco de menos de 25 mm. Este material fue
suministrado por la Cooperativa de Productores Tabacaleros de la Provincia de Salta
(CO.PRO.TAB.).

El scrap fue molido en un molino de cuchillos Retsch SM100 que tiene un tamiz
integrado para obtener un tamafio de particula promedio de 500 um. Los estandares de
solanesol (> 90% HPLC) y nicotina (99% GC) fueron proporcionados por Sigma-Aldrich
Mientras que el CO- liquido fue proporcionado por Carburos Metalicos. Se utilizaron los
siguientes disolventes de grado analitico: n-Hexano (95%), éter de petrdleo (60-80 °C)

y etanol absoluto.
2.2 Extraccién con CO; supercritico

La extraccion supercritica se llevo a cabo en una planta piloto con recirculacion
de CO; cuyo esquema se puede ver en la Figura 1. La planta piloto tiene un extractor
de 5 L, una valvula reguladora de contrapresion GO (BP-66), una bomba de diafragma
Dosapro (MB 140 SL-10) -que permite operar hasta una presion de 40 MPa y un caudal
méaximo de hasta 15 kg.h-1-, y un separador donde se recoge el extracto. El flujo mésico
de CO- se midioé con un medidor de flujo tipo Coriolis de REHONIK (RHM-03).
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Tabla 1: Algunos trabajos previos sobre extraccion con CO; supercritico de tabaco

o Extracto
Materia Pri Cantidad Tar;:no Densidad pT Caudal Solanesol Nicotina (g/kg Escal Ref
ateria Prima antida ey coO, ,T. CO, (mg/mg (mg/mg Materia. scala ef.
particuia (kg/m3) extracto)  extracto) Prima)
(Hm)
Hojas 14 cm?® 425 605-880 8-25MPa 3,5 g/min 0,104- 0,012- s.d. Lab. [20]
0,294 0,049
25-60°C
Scrap 79 150-200 222-910 10- 30 1-2 LPM 0,045- - 7-48,8 Lab. [21]
MPa 0,125
200-300
40 - 80 °C
300-800
Scrap + polvo 100 g 200-1000 500-900 15- 30 0,1-1 LPM - 0,0039 s.d. Lab. [22]
(Residuos de MPa
las hojas)
40 -70°C
Scrap 600 g 500 781-940 15- 37 120-310 0,205- 0,029- 34,5-99,4 Piloto Este
MPa g/min 0,230 0,044 trabajo

40 -58 °C
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La secuencia del proceso es la siguiente: El material vegetal se carga en una
cesta con un didmetro interno de 100 mm y 486 mm de largo dentro del extractor. El
extractor se cierra con una tapa conica mediante un sistema hidraulico que proporciona
suficiente presion para evitar las fugas de CO,. Una vez que el extractor esta sellado, el
sistema se presuriza con CO- liquido que proviene de una bateria de botellas de CO..
Una vez que el sistema se ha llenado con CO; liquido, el extractor se presuriza con el
CO, bombeado y al mismo tiempo se calienta a la temperatura de extracciéon. Este
calentamiento se realiza con un calentador eléctrico que calienta la tuberia desde la
bomba hasta el extractor, y un calentador eléctrico que calienta el cuerpo del extractor.
Cuando se alcanza el valor de presidbn deseado se abre la valvula reguladora
provocando una caida de la presion del disolvente, transforméandolo en fase gaseosa.
Asi, cuando entra en el separador, el extracto precipita debido a la baja densidad del
CO, gaseoso. El separador tiene una valvula esférica en la parte inferior que permite la
recuperacion del extracto a medida que se realiza la extraccion y, de esta manera, se
puede ir obtenido los datos para la determinacion las curvas de extraccién. EI CO;
gaseoso sale del separador a una presion de unos 5 MPa y entra en un condensador
gue permite licuarlo -bajando su temperatura- permitiendo que el sistema funcione en
un circuito cerrado.

En pruebas preliminares se observo que después de 3 horas de extraccion se
recuperé el 95% del extracto y para extraer el 5% restante fue necesario emplear 3
horas adicionales. Por esta razon, el tiempo de extraccion de las pruebas se fij6 en 3
horas. Los experimentos se realizaron con 300 g y 600 g de materia prima con una
densidad de lecho normal (200 kg/m3) y con una alta densidad de lecho (280 kg/m3)

gue se logré mediante la compactacion manual.

<

Valvula reguladora
de presion

. v Separador

Extractor

Enfriador

Calentador

Bomba

Figura 1. Esquema de la planta piloto de extraccion
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Figura 2.(1) Imagen de la planta piloto de CO,SC de la UVa.
(2) Imagen de la cesta.(3) Extracto de tabaco.

2.3 Extraccién liquido-liquido y fraccionamiento

La extraccion liquido-liquido se llevé a cabo sobre la base del método propuesto
por Hu et al. [23]. En este trabajo, el extracto obtenido con CO; supercritico se somete
a una extraccion liquido-liquido con éter de petréleo y etanol para separar el solanesol
de la nicotina. Este procedimiento difiere del de Hu que realiza una extraccion sélido-
liquido del residuo de tabaco con diferentes proporciones de éter de petréleo y etanol y
luego eluye la solucién en una columna cromatogréfica.

La extraccion liquido-liquido consistié en disolver 10 g del extracto en 300 mL de
etanol (ajustado a pH 2 con HCI) a 32 °C durante 3 horas con un agitador magnético.
Luego se afadieron 200 mL de éter de petroleo y se continu6 agitando durante 3 horas
mas. Esta mezcla se coloco en un embudo de decantacion. El extracto se mantuvo
homogéneo hasta que se afiadi6 el 1 % v/v de agua e inmediatamente se separ6 en dos

fases.
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La fase etanol-agua se lavo 3 veces con 50 mL de éter mediante una agitacion
suave en un embudo de separacién y finalmente todo el etanol se evapord a 60 °C en
un evaporador rotativo. Al residuo del rotavapor se le afiadi6 agua con pH 10 para
eliminar la nicotina. Se elimind el agua y el residuo restante se disolvié con éter de
petroleo y esta solucidn se afiadi6 a la fase de éter de la primera parte de la extraccion
liquido-liquido.

El procedimiento utilizado en este trabajo busca separar la nicotina del solanesol
en el extracto. Hu et al. [23] demostraron que en el primer paso de la separacion liquido-
liquido practicamente toda la nicotina (98%) se transfiere a la fase etanol-agua cuando
se acidifica (pH=2) y practicamente todo el solanesol (96%) se extrae en la fase organica

cuando el pH de la fase acuosa esta en el mismo valor.
2.4 Caracterizacion del extracto

La humedad residual de la materia prima se determiné midiendo la reduccion de
peso de 5 g de muestra después de 3 h de secado a 99,5°C. La concentracion de
nicotina en las muestras obtenidas por extraccién de fluido supercritico se midid
mediante cromatografia de gases con un detector de ionizacién de llama (GC / FID
7890A / G1888A Agilent) utilizando una columna HP-5 (longitud: 30 m, diametro interior:
32 mm, espesor de pelicula: 25 mm) y helio como gas portador a un caudal de 20
mL/min. La temperatura del inyector fue de 300 °C. Se utilizé una rampa de temperatura
en el horno de la siguiente manera: 50 °C a 130 °C a 5 °C/min, 130 °C a 250 °C a 20
°C/min, temperatura constante a 250 °C durante 20 min, y 250 °C a 300 °C a 10 °C/min.

Los andlisis cualitativos y cuantitativos de solanesol y nicotina se realizaron en
un HPLC/DAD Alliance 2695 Waters con detector de UV y una columna Symmetry C18
(Waters, tamafio de las particulas: 5 mm, Diametro interno de la columna: 4,6 mm,
longitud de la columna: 150 mm).

La concentracién de solanesol, tanto en las muestras obtenidas por extraccion
supercritica como en las obtenidas por extraccidn con disolvente, se determiné
utilizando una fase mévil compuesta por una mezcla de acetonitrilo:2-propanol (60:40
v/v) a 1 mL/min, y un detector de UV ajustado a una longitud de onda de 210 nm.

La concentracion de nicotina obtenida en la extraccion liquido-liquido se analizd
utilizando una fase mévil de una solucién acuosa de metanol: 2-propanol de trietilamina
al 0,2% (4:6,v/v) a un flujo de 0,8 mL/min y se detectd a 254 nm. Todas las muestras se

filtraron a través de un filtro de membrana de 0,45 m antes de la inyeccion.
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2.5 Modelado fenomenoldgico de la extraccidon supercritica

El modelo matematico desarrollado por Cabeza et al. [24] se utiliz6 para modelar
las curvas de extraccion obtenidas durante los experimentos. Este modelo se basa en
la descripcion del proceso de extraccion presentada por Garcia et al. [25] que considera
tres etapas de separacion. La primera etapa de extraccién esta controlada por el
transporte externo, la segunda etapa estd controlada tanto por el transporte externo
como por la difusion interna, y la tercera etapa esta controlada por la difusion interna.
Basandose en esta descripcion, Cabeza at al. [24] definieron un coeficiente de
transferencia de masa global presentado en la ecuacion 1. En esta ecuacion, kscr. ascr
caracteriza la transferencia de masa durante la etapa de transferencia de masa externa,
gue es el mecanismo de control hasta el tiempo t., y ks.ases el coeficiente de
transferencia de masa interna, que es la etapa de control durante los ultimos pasos de
la extraccion a partir del tempo t¢,. En el rango intermedio entre el tiempo t¢, Yy tc,ambos
mecanismos son significativos y el factor F representa si esta etapa intermedia es
controladora del proceso de extraccion global: con F= 0, esta etapa no es significativa,
mientras que con F= 1 esta etapa intermedia, en la que los pasos de difusion interna y

externa son mecanismos de control durante la extraccion, es la etapa predominante.

k a (7F )
SCF-USCF-
1+e_(t_tl:1) ks.as

1+e(ttcs) 1+e(ttcs)

K.a=

(1)

El coeficiente de transferencia de masa se correlacioné con la curva de
extraccion experimental mediante la minimizacion de la Desviacion Media Absoluta
(DMA) entre los resultados experimentales y los calculados, definida en la ecuacién 2.
Ademas, se calculd el coeficiente de correlacion R? tal como se define en la ecuacion 3,

para caracterizar mejor la concordancia entre los experimentos y los célculos.

A.A.D.= Y], > exe=Xisml 100 @)

XiEXP

2 _ Z(x—x_)(y—i)
R T S0 X(y-y)? 3)

3. Resultados y discusion
3.1 Extraccién con CO; supercritico

En la Tabla 2 se presentan los experimentos de extraccion realizados junto con

los principales resultados obtenidos en relacion con el rendimiento total de la extraccion
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y la concentracion de solanesol y nicotina en el extracto. Como pardmetros clave del
proceso, se consideraron tres densidades de CO2: 781 kg/m3, 882 kg/m3 y 940 kg/m3.
La cantidad de materia prima utilizada en el experimento fue de 300 g o0 600 g. Ademas,
también se analiz6 la influencia de la compactacion del lecho: en algunos experimentos
el lecho se compacté mediante presién manual, mientras que en otros se considero un
lecho con su porosidad espontanea sin compactacion. En ambos casos el volumen final
de la cama se midi6 posteriormente. Los experimentos 1y 2 se realizaron por duplicado
para comprobar la reproducibilidad; la tabla 3 presenta la desviacion media absoluta de
estos experimentos.

Como se presenta en el cuadro 2, los rendimientos de extraccién aumentan en
todos los casos cuando se compacta el lecho. Una posible razén de este resultado
puede ser una modificacion de la relacion de disolventes (kg CO2/h /kg de materia prima)
cuando se compacta el lecho porque, como ha sefialado Brunner [28], a altas relaciones
de disolventes el tiempo de residencia dentro del extractor disminuye, con lo que se
reduce el rendimiento de la extraccion. De hecho, analizando los resultados en los
experimentos en los que el lecho no fue compactado (exp. 4, 7 y 8) se puede observar
que el rendimiento disminuye a medida que aumenta la relacion de disolventes. De
manera similar, en los experimentos en los que el lecho fue compactado (exp. 2,5,6y
9) el rendimiento disminuyé al aumentar la proporcién de disolvente. Sin embargo, si se
comparan los resultados obtenidos en las mismas condiciones de funcionamiento con y
sin compactacion (exp. 1y 3, exp. 2y 4, exp. 5y 7, exp. 6 y 8) se observa en todos los
casos la tendencia opuesta, lo que indica que este parametro no justifica el resultado
observado.

Una posible explicacién alternativa de los menores rendimientos observados en
los experimentos sin compactacion del lecho podria ser que la agregaciéon suelta del
lecho en los experimentos sin compactacion facilita que el lecho se rompa durante el
experimento y promueve la generacion de espacios vacios en los recipientes que actlan
como canales preferenciales.

Ademas, los rendimientos disminuyen drasticamente cuando la cantidad de
materia prima utilizada se reduce a 300 g. Con esta cantidad menor, un espacio
importante del recipiente extractor queda vacio y se puede promover adn mas la
generacién de vias de acceso directo. Por otro lado, se observa que el rendimiento de
la extraccidbn aumenta cuando se incrementa la presion o la temperatura. En particular,
la temperatura aparece como un parametro significativo que determina el rendimiento
de extraccion mientras que la densidad, que combina la influencia de la temperatura y
la presién, no tiene una influencia clara como pardmetro independiente porque el

experimento 9, con una densidad de 940 kg/m?3, produjo rendimientos mas bajos que el
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experimento 1, realizado con una densidad menor de 882 kg/m* pero una temperatura
mayor de 58 °C. Esta observacion puede explicarse mejor considerando los resultados
presentados en la figura 2, en la que se comparan las curvas de extraccion obtenidas a
diferentes densidades de CO,. Los datos de los experimentos 1 y 2 de la figura 2
corresponden al promedio de los experimentos 1a con 1by 2a con 2b. Como se presenta
en esta figura, las curvas de extraccion obtenidas en los experimentos 1y 9 son muy
similares con pendientes iguales en la etapa lineal inicial de la curva de extraccion que
indican una solubilidad equivalente con esta combinacion de valores de presion y
temperatura, mientras que en el experimento 2 se observa una pendiente inicial mas
baja correspondiente a una solubilidad menor. La pendiente de la curva en la primera
etapa no es perfectamente lineal, pero permanece constante dentro de ciertos limites.

Con respecto a la extraccion de solanesol, los mejores resultados se obtuvieron
con el experimento 4, que arroj6 33,33 g de solanesol/kg de materia prima operando a
15 MPa y 40 °C. En comparacién con los resultados de la literatura, se obtuvo una
relacion de 12,29 g de solanesol/g de nicotina en el experimento 6 (781 kg/m3, 40 °C,
15 MPa), que es muy similar al valor de 12,20 obtenido por Ruiz-Rodriguez y otros [20]
en un experimento de extraccion realizado en condiciones similares (781 kg/m3, 40 °C,
15 MPa). Con respecto a la extraccion de nicotina, los mejores resultados se obtuvieron
con las condiciones del experimento 5 (37 MPa, 58 °C). Por ultimo, si el objetivo es la
maximizacion de la selectividad de la extraccién expresada como la relacién entre la
cantidad de solanesol extraido y la cantidad de nicotina extraida, los mejores resultados
se obtienen en el experimento 2 (15 MPa, 40 °C) con una relacién de aproximadamente
17.

Estos resultados sugieren que una posible estrategia para obtener la mayor
cantidad posible de solanesol y nicotina en una sola extraccién podria consistir en
realizar una extraccion en dos etapas, con una primera etapa realizada a 15 MPa y 40
°C y una segunda etapa realizada a 37 MPa y 58 °C. Con este método se obtendrian
dos fracciones de extracto, una primera con una elevada relacién solanesol/nicotina y
una segunda con una menor cantidad de solanesol y una elevada recuperacion de
nicotina. Posteriormente estos extractos se fraccionan como se describe en el apartado
2.3.
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Tabla 2. Experimentos de extracciéon supercritica y rendimientos

Exp. MP Degf)i(:ad Presién Tecmp. Compactacion Caudal uticligzdo gg;‘/dsé Extracto Solanesol Nicotina Sol_ane_sol/
(9) (kg/m?) (MPa) (°C) Lecho COz2 (kg/h) (kg) MP (9/kg MP) (9/kg MP) (9/kg MP) Nicotina
12 600 882 37 58 Alta 10,26 30,77 17,10 99,37 26,33 1,88 14,00
1° 600 882 37 58 Alta 10,63 31,90 17,72 86,34 22,01 1,90 11,58
22 600 781 15 40 Alta 16,38 49,13 27,73 64,17 17,05 0,96 17,76
2° 600 781 15 40 Alta 14,33 43,00 23,88 53,60 16,13 0,97 16,63
3 600 882 37 58 Normal 6,83 20,50 11,38 82,30 26,74 s.d. s.d.
4 600 781 15 40 Normal 15,67 47,00 26,12 50,90 33,33 s.d. s.d.
5 300 882 37 58 Alta 11,67 35,00 38,90 60,02 17,52 2,10 8,34
6 300 781 15 40 Alta 16,50 49,50 55,00 46,98 16,72 1,36 12,29
7 300 882 37 58 Normal 7,83 23,50 26,10 43,50 11,44 1,52 7,52
8 300 781 15 40 Normal 18,6 45,80 62,00 34,53 4,69 0,79 5,94
9 600 940 37 40 Alta 8,57 25,70 14,28 72,51 20,08 1,23 16,32
MP: Materia Prima, s.d.: sin datos., en los exp 3 y 4 la nicotina no pudo ser medida
Tabla 3. Desviacion Media Absoluta (D.M.A.) de los experimentos 1y 2 realizados por duplicado
Experimento 12 1° 22 2v
D.M. A. 2,49 % 4,39 % 1,81 % 8,75 %
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Figura 2. Curvas de extraccion con diferentes densidades de CO-

3.2 Modelado fenomenolégico

El modelo fenomenoldgico de la extraccion de fluidos supercriticos desarrollado
por Cabeza et al. [25] ha sido utilizado para modelar las curvas de extraccidén obtenidas.
En la figura 2 se comparan las curvas de extraccion experimental con los resultados del
modelo. Como se presenta en esta figura, se obtiene una buena correlacion entre los
resultados experimentales y los del modelo. Esta observacion se confirma con las
mediciones de la Desviacién Media Absoluta (D.M.A.) entre el rendimiento simulado
(xism) Y el rendimiento experimental (xiexe) del modelo que figura en el cuadro 4, que
muestran altos coeficientes de determinacion (més de 0,99) y una D.M.A. pequefia
(menos de 4,70%).

Ademas de las curvas de extraccion, el modelo permite calcular los perfiles de
composicion a lo largo de las fases solida y fluida en funcion del tiempo. En la figura 3
se presentan resultados representativos de los experimentos 1y 2.

En lo que respecta a los perfiles de composicion en la fase de fluido (Figura 3 A
y B), comparando los resultados de los experimentos 1 y 2 se puede observar que
mientras que en las condiciones experimentales 1 los perfiles de concentracion
disminuyen significativamente a lo largo del tiempo (en correspondencia con la

reduccion de la cantidad de soluto restante en el soélido), en las condiciones
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experimentales 2 se observa un perfil de composicién més plano con el tiempo que
permanece casi al valor de concentracion maxima durante los primeros 50 minutos de
extraccion, lo que sugiere que en estas condiciones la concentracion de solutos en CO»
esta cerca de los valores de saturacion.

Ademas, la correlacion del modelo con las curvas de extraccion experimental
proporciona una estimacion de las propiedades clave durante la extraccion y, en
particular, de la solubilidad y los coeficientes de transferencia de masa [24]. En principio,
se espera que la solubilidad dependa de la densidad de los fluidos -que aumenta a
mayores densidades de fluido- asi como de la temperatura debido al efecto de la
temperatura en la presidn de sublimacién. Las solubilidades experimentales se reportan
en la Tabla 5. Estas solubilidades se calcularon como la relacion entre la cantidad de
extracto recuperado en el separador después de 15 min de extraccién y la masa de CO..
Por otro lado, la Tabla 6 también da las solubilidades estimadas con el modelo
matematico, que como las solubilidades experimentales se calcularon como la relacion
entre la cantidad de extracto predicho por el modelo después de 15 min de extraccion y
la masa de CO,. Se puede observar que las solubilidades experimental y estimada
muestran un buen acuerdo. Ademas, como se presenta en la figura 2, se obtuvieron
resultados similares en cuanto a la solubilidad en los experimentos 1 y 9 mientras que
los resultados del experimento 2 indicaron un valor menor de solubilidad en estas
condiciones. La tabla 6 también informa del coeficiente de particion h definido como la
relacion entre la concentracion del extracto en el solido Cs y la concentracion en el fluido
C. en el tiempo t (15 min), mientras que Vs y V. son los volimenes de las fases sélida
y fluida, respectivamente, en este momento.

Por otro lado, la tabla 7 presenta los coeficientes de transferencia de masa
estimados. Los experimentos de mayor rendimiento en la primera etapa de extraccion,
que son controlados por la solubilidad, muestran un tiempo t;, mas corto, como es el
caso de los experimentos 1y 3. Los experimentos que produjeron un rendimiento menor,
como el experimento 7, muestran un valor h menor y un coeficiente de transferencia de

masa interna mayor que los experimentos con un rendimiento mayor.

Tabla 4. Comparacion de los resultados del modelo versus resultados experimentales

Experimento 1 2 9
D.M.A. 2,98 % 4,61 % 2,28 %
R? 0,998 0,997 0,997
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Figura 3. A) Concentracion del extracto en funcién del tiempo en la fase supercritica a lo largo
del extractor para el experimento 1, z = 0 corresponde al fondo y z = 1 en la parte superior del
extractor. B) idem a A para el experimento 2. C) Concentracién del extracto en la fase solida en
funcién de z, a lo largo del tiempo, para el experimento 1. D) Idem a C, para el experimento 2. E)
Concentracion del extracto en la fase supercritica en funciéon de z, a lo largo del tiempo, para el
experimento 1. F) Idem a E, para el experimento 2.
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Tabla 5. Solubilidades experimentales estimadas

Exp, De(r;%i(:ad P c’T t- Extracto CO2 S experimental
(ka/m3) (MPa) (°C) (min) (kg) (kg) (kg Ext/kg CO2)
882 37 58 15 0,0100 3,02 0,0033
2 781 15 40 15 0,0097 9,50 0,0010
940 37 40 15 0,0197 6,60 0,0030

Tabla 6. Solubilidades del extracto calculadas con los resultados del modelo

Smodelo
T QCO, CO, h Cs Vs CL Vi
BXP- (min) (@/min)  (kg) (adim) (kg/m3) (M%)  (kg/m3)  (m?) (kgc %th;kg

15 174 261 0,0240 151,77 0,00034 3,6425 0,00228 0,0032
15 255 3,83 0,0205 87,96 0,00064 1,8032 0,00213 0,0010
15 142 2,13 0,0260 108,81 0,00050 2,8291 0,00212 0,0028

Tabla 7. Coeficientes de transferencia de masa estimados

Densidad

Exp. M.P. CO» P. ;I' kscpfqiqcp kS:‘ff tC_1 tc_z F 2 D.M.A.

(kg) (kg/m?) (MPa) (°C) (min*) (min*) (min) (min) (adim) (%)
1@ 0,6 882 37 58 0,170 0,160 60 90 1,00 9,98E-01 2,98
24 0,6 781 15 40 0,099 0,060 50 80 1,00 9,97E-01 4,61
3 0,6 882 37 58 0,110 0,048 35 55 1,00 9,95E-01 2,28
4 0,6 781 15 40 0,298 0,065 20 100 1,00 9,98E-01 2,75
5 0,3 882 37 58 0,076 0,020 50 80 1,00 9,99E-01 2,23
6 0,3 781 15 40 0,129 0,045 30 90 1,00 9,98E-01 2,82
7 0,3 882 37 58 0,300 0,045 60 90 0,50 9,97E-01 3,50
8 0,3 781 15 40 0,079 0,032 15 55 1,00 9,95E-01 3,89
9 0,6 940 37 40 0,60 0,070 50 105 1,00 9,97E-01 2,28

3.3 Fraccionamiento mediante extraccion liquido-liquido

Como se menciono en el punto 2.3, el objetivo de los experimentos de extraccion
liquido-liquido era la separacién de la nicotina y el solanesol obtenidos en los extractos.
Como primer resultado, cabe mencionar que se observo la formacion de una interfaz
gelatinosa entre la fase organica y la acuosa en la que podia estar presente y perderse
una cierta cantidad de extractos ya que esta fraccion no podia ser recuperada y
analizada.

En los andlisis de HPLC de la fase de éter de petréleo no se detecta nicotina, por
lo tanto, se puede concluir que la nicotina se elimina completamente de esta fase hasta
una concentracién inferior al limite de deteccion. Por otra parte, el solanesol se
distribuye entre las dos fases: en la primera etapa de la separacion, el 55 % del solanesol

permanece en la fase de etanol-agua y el 36 % en la fase de éter de petréleo. Este
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resultado es coherente con los datos presentados por Liu et al. , [29], que demostraron
gue el solanesol es muy soluble en etanol, pero tiene una baja solubilidad en el éter.
Como se ha descrito anteriormente, tras la evaporacion al vacio, la mezcla de
nicotina y solanesol obtenida -luego de la eliminacion del disolvente de la fase etanol-
agua- se extrajo con agua a pH 10 para extraer la nicotina, y el solanesol restante -tras
la extraccion de la nicotina- se combind con el extracto éter. Luego de este proceso, se
obtuvieron dos fracciones: la fraccion éter, que contenia el 91% de la cantidad inicial de
solanesol en el extracto de CO; y cuyo contenido de nicotina estaba por debajo del limite

de deteccion, y la fase etanol-agua que contenia el 75% de la cantidad inicial de nicotina.

4. Conclusiones

Se ha investigado la extraccion supercritica con CO: del solanesol y la nicotina
de los residuos del tabaco. La presion es un pardmetro clave del proceso que determina
el rendimiento y la selectividad de la extraccién, porque el mayor rendimiento de
extraccion de solanesol (33,33 g de solanesol/kg de materia prima) se obtuvo a una
presion de trabajo de 15 MPa, mientras que el mayor rendimiento de extraccion de
nicotina (2,10 g de nicotina/kg de materia prima) se obtuvo a una presion de
funcionamiento méas alta de 37 MPa. Ademas, estos resultados sugieren que una
posible estrategia de operacion para maximizar la cantidad de solanesol y nicotina en
una sola extraccion, puede llevarse a cabo en dos etapas. El primer paso a 15 MPa y
40 °Cy el segundo a 37 MPay 58 °C. Esta estrategia seria valida para la configuracién
del equipo utilizado en este trabajo, de un extractor y un separador, es decir, para otras
configuraciones como un extractor seguido de dos separadores en linea, la estrategia
seria diferente. Los resultados de la modelizacion indican que los mejores resultados se
obtienen en condiciones en las que la extraccién esta limitada por la solubilidad. Tras
un proceso de fraccionamiento liquido-liquido, se obtuvieron dos fracciones de
productos: una fraccion de éter que contiene el 91% del solanesol extraido y una
fraccion alcohdlica que contiene el 75% de la nicotina. Estos resultados demuestran la
viabilidad de utilizar las fracciones de residuos de tabaco, como el scrap, como fuentes

de compuestos valiosos y como medio de valorizacion de estas fracciones residuales.
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Capitulo IIl.

Hidrolisis ultrarrapida en Agua Supercritica
(ASC) de la fraccion lignocelulésica del
scrap de tabaco Virginia
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1 Introduccién

1.1Integracion del proceso de hidrolisis a una biorrefineria de scrap

En el Capitulo | se presentaron las consideraciones por las cuales se presenta
al tabaco y sus subproductos (scrap, palos y tallos) como una materia prima idénea para
una biorrefineria. Se destaca la disponibilidad centralizada de gran cantidad de biomasa
en las provincias del noroeste argentino y la composicion quimica de esta biomasa. La
composicion quimica del tabaco se podria agrupar en 2 categorias para direccionar su
posterior uso. La primera categoria estaria conformada por principios activos de alto
valor para extraccion, y la segunda por carbohidratos estructurales para hidrolisis.

En el Capitulo II, se desarrollo la extraccion con CO.SC de dos de los principios
activos mas importantes como solanesol y nicotina. Se obtuvieron altos rendimientos y
mediante una sencilla operacién de separacion se pudieron obtener fracciones del
extracto enriquecidos en cada uno de los dos principios activos mayoritarios.

En este capitulo se encara, mediante un proceso eficiente y amigable con el
medio ambiente, la valorizacion de los subproductos del tabaco mediante la hidrdlisis de
los carbohidratos estructurales para la obtencion de azucares fermentables.

La primera ventaja para el uso del scrap y los palos del tabaco Virginia es la
composiciéon quimica. El scrap y los palos tienen entre el 50 y el 60 % w/w de su
composicion formada por componentes facilmente extraibles en agua y el resto, son los
carbohidratos estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina). Los componentes
facilmente extraibles son azlcares reductores, proteinas y pectina. Los azlcares
reductores son uno de los factores mas importantes para determinar la calidad del
tabaco virginia curado para usarlo para la fabricacion de cigarrillos. Por esta razén
existen métodos analiticos estandar para su determinacién [1-2] y numerosas
publicaciones que buscan mejorar la extraccion de estos azucares [3]-[6]. En lineas
generales, del total de extraibles, mas de la mitad es sacarosa, seguido por glucosa y
fructosa.

Con respecto a la celulosa, hemicelulosa y lignina, la distribucién porcentual de
estos cambia considerablemente entre el scrap, y los palos y el tallo. El scrap tiene mas
celulosa, poca hemicelulosa y menos lignina y, los palos junto con los tallos tienen
porcentajes similares de celulosa y hemicelulosa y mucha mas lignina. Debido a que la
composicion del tallo y los palos es similar a las materias primas forestales, se han
evaluado usos para los tallos como pulpa para carton [7], fabricacion de briquetas [8] vy

obtencion de xilo-oligosacaridos [9], entre otros.
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Los estudios realizados con procesos convencionales de hidrolisis optimizan la
etapa de obtencion de los azlcares fermentables para la posterior produccion de etanol
mediante fermentacién con levaduras [10]. EI microorganismo mas utilizado en la
produccion industrial de etanol es la levadura Saccharomyces cerevisiae debido a su
rapido crecimiento, y tolerancia al alcohol [11]. En su estado natural, esta levadura
metaboliza glucosa, galactosa y sacarosa (C-6) y no asimila xilosa y arabinosa (C-5)
entre otros nutrientes [12] Los principales productos obtenidos por la hidrélisis de
biomasas lignocelulésicas son una combinacion de hexosas (C-6) y pentosas (C-5) y en
el caso de las biomasas ricas en sacarosa y/o almidén el principal producto obtenido
son hexosas. Teniendo en cuenta esta Ultima consideracién, un segundo enfoque puede
encontrarse en la literatura, y consiste en el desarrollo de cepas de Saccharomyces
genéticamente modificadas para poder fermentar hexosas y pentosas [13].

Para este trabajo, se tuvo en cuenta, no solo la cantidad de azlcares disponibles
para una posterior fermentacion, sino también la obtencién de otros productos para ser
usados como plataformas intermedias y compuestos clave para la produccion selectiva
de compuestos para obtener otros productos con interés industrial.

Con este capitulo se completan los escenarios propuestos de una biorrefineria a
base de scrap y palos de tabaco.

El objetivo de este trabajo es estudiar la viabilidad técnica de la utilizacion de la
hidrélisis con agua supercritica para comprender los productos que pueden obtenerse
en una biorrefineria de residuos de tabaco. La biorrefineria considera la separacién del
compuesto activo utilizando tecnologias limpias, y la intensificacion de los procesos,
para obtener componentes activos valiosos por medio de CO; supercritico y una fraccion
lignocelulésica derivada de ese proceso, sin degradacion. Esta dltima fraccion se
hidroliza para obtener una fraccion liquida compuesta principalmente de azucares C5y
C6, y en menor medida aldehidos y acidos. Este concepto de biorrefineria basada en
CO,SC y ASC permitira valorizar los residuos en las zonas rurales donde se produce el

tabaco.

1.2Hidrdélisis de los carbohidratos estructurales

Los carbohidratos estructurales son celulosa, hemicelulosa y lignina. La hidrélisis
de los materiales lignoceluldsicos depende principalmente de su estructura debido a que
la celulosa tiene una estructura cristalina y resistente, la lignina que rodea a la celulosa
actua de barrera y esta estructura da lugar a un fuerte limitacion a la transferencia de
masa de los disolventes [14]. La hidrdlisis de los carbohidratos estructurales del tabaco

permite obtener diferentes compuestos como azucares fermentables para la produccion
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de etanol [15] hidrolizando la celulosa y los xiloligosacaridos hidrolizando la

hemicelulosa [9].

La celulosa es un polisacarido constituido por moléculas de D-glucosa unidas por
enlaces glucosidicos 3-1,4. Este polisacarido se encuentra en la pared celular como
unidades microscépicas llamadas micelas y las micelas se organizan en estructuras mas
grandes llamadas microfibrillas las cuales se empaquetan formando una estructura
cristalina y ordenada. Esta estructura previene la penetracion de moléculas como las de
agua o de enzimas [16]. La cantidad de unidades del monémero que conforman la
celulosa determinan el grado de polimerizacion. Dependiendo la parte de la planta de
tabaco, el grado de polimerizacion de la celulosa en la lamina del tabaco es del orden
de 1.100-1.600 y en las venas entre 1.600-1.800 [17].

La hemicelulosa estd compuesta por cadenas cortas de polisacaridos de distintos
monomeros. En su estado natural, posee una estructura amorfa y se compone de tres
grupos de polisacéaridos: xilanos, mananos y galactanos, cada uno de estos compuestos
de mondémeros como xilosa, manosa, galactosa, glucosa y arabinosa [14]. Su funcion
es la de mantener unida la celulosa con la lignina. La composicion de la hemicelulosa
varia considerablemente en el tabaco segln su variedad, labores culturales y
medioambientales [17]. Por ejemplo, la hemicelulosa de los tallos de tabaco de Turquia
descripta por Akpinar et al [9] esta compuesta por un 93,5% de xilosa, 6,54 % de glucosa
y 11,2 % acido urdnico, en cambio, en tallos de tabaco Virginia de Japon, practicamente
el 100% de la hemicelulosa estd compuesta por xilosa. Jacin et al [18] determinaron que
la hemicelulosa de las venas de tabaco Virginia estaban compuestas por un 86% de

xilosa, 9,2 % de glucosa y 2,2 % de arabinosa.

La lignina es un polimero de unidades fenilpropanoides unidas entre si por enlaces
carbono-carbono. Mantiene unidas las fibras de celulosa brindandoles resistencia pero
reduciendo la accesibilidad de las enzimas a los enlaces glicésidos para el caso de la
hidrolisis enzimatica, o que hace necesario un pretratamiento de la biomasa [19]. El
contenido de lignina en la biomasa forestal varia segun la especie. En general las
maderas blandas contienen un porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina del 42%,
21% y 32% respectivamente y en las maderas duras este contenido es del 46%, 24%
y 26%]7]. Agrupis et al [20] evaluaron la utilizacion de los tallos del tabaco FCV como
materia prima para la produccion de papel por su contenido de celulosa (40%),
hemicelulosa (30%) y bajo contenido de lignina (18%), obteniendo pulpa para papel con
buena resistencia pero baja calidad en el brillo en comparacion con el papel obtenido de

maderas.
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La conversién de estos polimeros en sus mondmeros se puede realizar por medio
de procesos enziméticos, &cidos o mediante agua sub o supercritica. La hidrélisis
enzimatica tiene una mayor selectividad, un mayor rendimiento, menores costos de
operacion y menor consumo de energia que la hidrélisis &cida [21]. A su vez, la hidrdlisis
mediante agua cercana a su punto critico se presenta como una buena alternativa frente
a la hidrdlisis enzimatica principalmente por los tiempos extremadamente cortos de
reaccion (de milisegundos a segundos) contra los tiempos del proceso enzimatico que

son de varias horas hasta dias [22].
1.3Hidrdlisis enziméatica versus hidrélisis con agua supercritica

Existen antecedentes del uso de tabaco o sus residuos sometidos a procesos de
hidrélisis enzimética, algunos con hidrélisis con agua subcritica, pero practicamente
ningun antecedente con hidrélisis con ASC. En la Tabla 1 se presenta una recopilacion

de los trabajos més relevantes publicados.

El material més utilizado es el tallo del tabaco, principalmente debido a la
similaridad de su composicion con la de los productos forestales. Sin embargo, los
rendimientos de la conversion enzimatica de los tallos son menor que los rendimientos
obtenidos de las hojas. Martin et al [15] hidrolizaron enziméaticamente tallos de tabaco
durante 96 h y sometiendo la materia prima a un pretratamiento con vapor de agua a
205 °C obtuvieron un rendimiento de 18-20 g/L de glucosa, sin datos del contenido
original de celulosa para calcular el porcentaje de conversiéon. Unos afios mas tarde, el
mismo autor publicé otro trabajo [23] donde hidroliza enziméaticamente tallos de tabaco,
haciendo un pretratamiento con agua a 195 °C y oxigeno a 1.2 MPa durante 15 min.
Con ese pretratamiento aumenta el porcentaje de conversion de celulosa en glucosa
desde el 2,5 % al 56 % en un periodo de 24 horas con el pretratamiento incluido. Farran
et al. [24] hidrolizaron muestras de hojas y tallos de tabaco con enzimas, el porcentaje
de conversion de los carbohidratos estructurales de las hojas obtenido superé el 100 %,
esto lo atribuyen a la presencia de azucares solubles en la materia prima y a una
subestimacion de la cantidad original de estos. El porcentaje de conversion de la

celulosa en glucosa que obtuvieron fue del 51 % luego de 72 h de hidrélisis enzimatica.

En el afio 2014 se publicé una patente [25] en la cual se utiliza agua en estado
subcritico (180 —305°Cy 1,2 — 14 MPa) para hidrolizar la fraccion sélida que se obtiene
de una extrusion de plantas de tabaco verdes. La fraccion liquida contiene un 2% de
azucares libres de los cuales el 85% es glucosa. En una estrategia similar a la propuesta

en este trabajo, la fraccion liquida se mezcla con el producto de la hidrélisis en una
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posterior fermentacién. Los porcentajes de conversion de celulosa en glucosa van desde
el 10,5 hasta 41,1 %.

La principal diferencia entre los trabajos con hidrolisis enzimatica y este trabajo
es el tiempo necesario para la hidrolisis, que es del orden de dias versus milisegundos
que demora la hidrélisis con ASC. Con respecto a la patente, la concentracion de
azucares libres en la fraccién liquida es muy baja debido a que la materia prima utilizada
es tabaco verde. Durante el curado del tabaco el almidon se transforma en azucares
reductores. Por lo que seria conveniente, para un proceso de hidrélisis, utilizar tabaco

curado y no tabaco verde.
2. Materiales y Métodos
2.1 Materiales

En los experimentos se utilizaron tres materias primas diferentes: scrap de
tabaco sin tratar, palos y scrap que se sometié previamente a una extraccion de 3 h con
diéxido de carbono supercritico, segun el procedimiento descrito por Tita el al [26]. En
los experimentos realizados en la planta de escala de laboratorio, estos materiales se
molieron en un molino de bolas planetarias de laboratorio (Retsch PM110), obteniendo
un tamafio de particulas inferior a 125 pum, mientras que, en los experimentos realizados
en la planta piloto, los materiales se molieron con un molino de cuchillas (Retsch SM

100), obteniendo un tamafio de particulas de hasta 500 L.

Los siguientes compuestos, utilizados como estandares en el analisis de
cromatografia liquida (HPLC), fueron comprados a Sigma Aldrich (Espafia): celobiosa
(pureza = 98%), glucosa (= 99%), xilosa (= 99%), galactosa (= 99%), manosa (= 99%),
arabinosa (= 99%), gliceraldehido (= 95%), glicolaldehido (= 99%), piruvaldehido (=
99%), acido lactico (= 85%), acido férmico (= 98%), acido acético (= 99%), acido acrilico
(2 99%), furfural (=2 99%) y 5-hidroximetil furfural (= 99%). La fase movil de los ensayos
de HPLC se preparoé utilizando agua ultra pura Mili-Q y acido sulftrico de grado HPLC
(Sigma Aldrich, = 96%). En los ensayos de determinacion de lignina y carbohidratos
estructurales se utilizaron acido sulfurico (=2 96%) y carbonato de calcio (= 99%), también

proporcionados por Sigma Aldrich.
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Tabla 1. Algunos antecedentes de hidrolisis de tabaco mediante enzimas y agua sub y supercritica

Hidrdlisis Ma_terla Pretratamiento Condiciones Temperatura Presién . T'e'T‘PO de L %conversion Rendimiento Ref.
prima residencia/reaccion
Vapor de agua a 18-20 g/L
Enzimética T 205 °C durante Batch 40 °C Atm 96 h s/d (glucosa + [15]
5/10 min manosa)
Enzimética T s/p Batch 50 °C Atm 24 h 2,5 s/d [23]
Vapor de agua.
Enzimatica T 195 °C durante Batch 50 °C Atm 24 h 56,1 s/d idem
5/10 min + Oz
b31[]errec?tr(;{tlrlt\)/I a 15,9 % (wiw)
Enzimatica H Batch 50°C Atm 72h 109-115 azucar [24]
110°C, 10%
fermentable
(w/w)
30 min en agua, 17,9%(w/w)
o 170, 190y o i fraccion solida .
Enzimatica T 210°C), 1% de Batch 50 °C Atm 72 h 51,5-63 2,59% (Wiw) idem
H2S04, fraccion liquida
Enzimatica T 1-3% H2S04 Batch 50 °C Atm 74 h 41,2-54,2 9,8 g/L [27]
Agua Molido hdmedo, : o
subcritica P 5-15 % wiw Continuo 200-305°C 14 MPa 10-15 seg 32,35-41,14 0,46-0,75 mg/L [25]
1.4,25 g/L
= Molido humedo, Batch en 2 1. 180°C 1. sd 1. 3 min 1. 22,27 azucares idem
5-15 % w/w etapas 2. 280°C 2. s/d 2. 3min 2. 10,48 2.4,77 g/L
azucares
Molido hdmedo, Batch en 1 o . .
T 5-15 % wiw etapa 180 °C s/d 14-17 min 12,8 2,7 g/lL idem
Molido humedo Batch en 1
T ' etapa + 180 °c 1,2 MPa 3-8 min 24,4-32,6 5,15-6,92 g/L idem
5-15 % wiw H2S04

T: Tallos de tabaco, H: Hojas de tabaco, P: planta entera, S: Scrap de tabaco
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2.2 Composicion de las materias primas y analisis de los productos

La materia prima se caracterizé siguiendo un protocolo NREL [28], [29]. Mediante
este procedimiento, fue posible cuantificar los carbohidratos estructurales (celulosa,
hemicelulosa, lignina soluble e insoluble) y los extractivos.

El método propuesto por NREL para la determinacion de las proteinas, utiliza un
factor de conversién de nitrogeno a proteina (NF). Este factor se basa en la cantidad de
nitrégeno determinado por el método Kjeldahl y el perfil de aminoacidos de la muestra.
Para calcular la cantidad de proteinas que aparecen en la Tabla 3, se utilizaron los
perfiles de aminoacidos de tabaco publicados por Kung y Tso [30] y Moldoveanu et al.
[31]. Y con estos perfiles, se calculd el NF con la ayuda de una hoja de céalculo publicada
por NREL [32]. El valor obtenido del NF fue 4,3. Utilizar un NF=6,25 para el calculo de
las proteinas como en algunas publicaciones [33], [34], daria una sobrestimaciéon de la
cantidad de proteinas del 45% por encima del valor real. Haciendo que el balance de
masa supere el 100%. Esta particularidad fue estudiada por Tkachuk [35] en 1969 y mas
recientemente por Mariotti et al [36]

El contenido de carbono en el producto liquido se determiné mediante el analisis
del carbono organico total (COT) con el equipo COT-VCSH de Shimadzu. La
composicion del producto liquido se determiné por andlisis HPLC. La columna utilizada
para la separacion de los compuestos fue la Shodex SH-1011 a 50 °C, utilizando acido
sulfarico (0,01 N) como fase mévil con un flujo de 0,8 ml/min. Se utilizé el detector IR
Waters 2414 para identificar los azlcares y sus derivados, y un detector Waters UV-Vis
para determinar la concentracion de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) a una longitud de
onda de 254 nm.

La concentracion de oligosacaridos solubles en las muestras liquidas se determiné
mediante hidrolisis acida a glucosa y determinacion por HPLC siguiendo un
procedimiento analitico de laboratorio del NREL [37], como se indica a continuacion. A
10 mL de alicuotas de liquido filtrado, se afiadieron 4 mL de H2SO4 al 96%. La muestra
se mantuvo en un horno a 30 °C durante 60 min. Luego se agregaron 86 mL de agua
Milli-Q, y la muestra se incubd a 121 °C durante 60 min. Se afiadi6é carbonato de calcio
a 20 mL de esta muestra para neutralizar el pH, y finalmente el sobrenadante fue filtrado

y analizado por HPLC.
2.3 Proceso FASTSUGARS

La hidrolisis con agua supercritica se realiz6 utilizando el proceso FASTSUGARS

desarrollado por el Grupo de Proceso de Alta Presion de la Universidad de Valladolid.
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El proceso FASTSUGARS puede ser dividido en 4 etapas: 1-Presurizacion, 2-
Calentamiento de la biomasa, 3-Reaccidn y 4-Despresurizacion [38]:

1. Presurizacién: Dos bombas de desplazamiento positivo (P-1 y P-2) son usadas
para bombear continuamente agua y la suspension de biomasa hasta la presion de
trabajo (25 MPa) y a temperatura ambiente. El caudal del agua méaximo de agua alcanza
los 5 kg/h y la suspension de biomasa se bombea a un caudal de 1,5 kg/h.

2. Calentamiento de la biomasa: El agua se precalienta en el intercambiador de
calor HE-1 con recuperaciéon de calor del efluente de salida del reactor. Un segundo
calentador eléctrico con una potencia ajustable de 10 kW permite calentar el agua hasta
400 °C. En estas condiciones de presion y temperatura (25 MPa y 400 °C), el agua se
encuentra en estado supercritico. El proceso opera con tiempos de reaccion inferiores
a 1s, por lo que se calienta por contacto directo en una T de mezcla. La relacion
biomasa/SCW es de 1:3, detalles del calentamiento se aportan en Vaquerizo et al [39].

3. . Elflujo de SCW a la entrada del reactor, ingresa a al punto de unién M donde
se hara la mezcla, a un caudal de 4,5 kg/h y una temperatura de 500 °C, el flujo de
biomasa (a temperatura ambiente) ingresa a la misma unién a un caudal de 1,5
kg/h, esto resulta en un calentamiento instantaneo de la mezcla biomasa/SCW a la
temperatura de operacion del reactor de 400 °C. Para evitar pérdidas de calor, todos
los elementos de la planta que operan a temperatura elevada estan aislados con lana
de roca.

4. Reaccién: Una vez que se alcanzan la temperatura de operacién, el tiempo de
reaccion de la biomasa controla la selectividad [40]. El tiempo de reaccién se calculd
con la relacién del volumen del reactor y el caudal volumétrico en el reactor. El volumen
V del reactor en m?® se obtuvo usando el diametro D, la longitud L. El caudal F, se
calculé usando la densidad del medio de reaccion en el reactor a temperatura
ambiente, considerando que el fluido es agua pura. Debido a que el reactor esta
aislado térmicamente y que el enfriamiento es instantaneo, se puede considerar que
la temperatura es constante a lo largo de todo el reactor. Por lo tanto, la densidad
también se considerd constante a través del reactor y el tiempo de reaccion se calculd

usando la Ecuacioén 1:

v._mb?, pn (1)
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En la Ecuacioén 1, p, y p, representan la densidad en kg/m?® a las condiciones de
reaccion y a condiciones ambiente respectivamente. F,, es el caudal medido en
condiciones ambiente en kg/s. Usando la relacion p,/py , Fy,o Se transforma en F,.

5. Despresurizacion: Una brusca despresurizacion genera un rapido descenso de
la temperatura debido al efecto Joule-Thomson, por lo tanto, se detiene la reaccion de
hidrélisis. Esto se logra a través de una valvula reguladora de presién para alta presion
y temperatura V-1 (30VRMM4512 de Autoclave Engineers). El método de enfriamiento
es un factor clave en el proceso FASTSUGARS, debido a que es el mecanismo usado
para detener efectivamente la reaccion, evitando una reaccion descontrolada. Con
este método, fue posible reducir repentinamente la presién desde 25 MPa hasta la
presién ambiente y la temperatura del producto desde 400 °C hasta 150 °C. El sistema
de enfriamiento fue capaz de enfriar el producto rapidamente, evitando la dilucién, que

hubiese ocurrido si se realizaba el enfriamiento por inyeccion de agua fria.

2.3 Rendimiento.

El rendimiento de los componentes principales (hexosas, pentosas, glicolaldehido y

5-HMF) se determinaron con la ecuacion 2:

C
Yg = i (2)
Sin: Cin . ST (3)

Donde: Ys es el rendimiento del componente S, Cs es la concentracion de S en
el producto en ppm y S es la concentracion de azlcares en la entrada del reactor en
ppm, calculado usando la Ecuacion 3. En la esta ecuacioén, Ci, es la concentracion de
los subproductos de tabaco a la entrada del reactor en ppm y St es la fraccion de
celulosa y hemicelulosa en la materia prima, que representa la proporcion de los

subproductos de tabaco que pueden ser hidrolizadas en azucares
2.4 Hidrdlisis de agua supercritica a escala de laboratorio

Los experimentos a escala de laboratorio se llevaron a cabo utilizando la planta
continla representada en la Figura 1, que fue disefiada y construida por el grupo de
investigacion HPP de la Universidad de Valladolid y que se describe en detalle en el
trabajo anterior [41]. Esta configuracion permite operar a una presion de hasta 25 MPa
y una temperatura de hasta 400°C, utilizando un flujo de alimentacion méximo de 3 kg/h

de suspensién de biomasa y un flujo de agua de hasta 5 kg/h.
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Figura 1. Diagrama de la planta de laboratorio de hidrolisis supercritica de biomasa, equipada con un Micro
Reactor SEMR (sudden expansion micro-reactor)

2.4 Hidrdlisis de agua supercritica a escala piloto

La planta piloto continua de hidrolisis supercritica también fue disefiada y
construida por el grupo de investigacion y se basa en los mismos principios que la planta
de laboratorio. En la Figura 2 se presenta un diagrama de flujo esquemaético de la planta
piloto. Esta planta permite operar con un flujo de alimentacién de hasta 10 kg/h de una
suspension de biomasa con tamafos de particulas de biomasa de hasta 0,5 mm. Al
igual que en la planta de laboratorio, la reaccién se inicia cuando un flujo de agua
presurizada precalentada a 450 °C se mezcla con la suspension de biomasa, que esta
a temperatura ambiente. La mezcla tiene lugar en el elemento mezclador M de la Figura
2, lo que permite un calentamiento casi instantaneo de la suspensién hasta 390 °C. A la
salida del reactor, el efluente se despresuriza repentinamente mediante una valvula de
aguja, que por efecto Joule-Thomson provoca una reducciéon de la temperatura hasta
los 190 °C que detiene la reaccién de hidrélisis. En la Tabla 2 se presenta una

comparacion de ambas plantas.
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Figura 2. Diagrama esquematico de la Planta Piloto de hidrolisis supercritica de biomasa

Tabla 2. Comparacion entre las plantas escala laboratorio y escala piloto del proceso FASTSUGARS [42]

Planta laboratorio

Planta Piloto

Presurizacion

Calentamiento

Reaccion

Vélvula de
Despresurizacion
Muestreo

Caudal hasta 8 kg/h (3 Biomasa+5
ASC)

5% de suspension de biomasa
presurizada

Tam. Particula <150 ym

1 paso — 10 kW

2 reactores (corto o largo)

Minimo tr—0.06 s (reactor minimo y
flujo méximo)

Condiciones de reaccién: 390-400 °C,
25 MPa

Concentracion de entrada:

0,5-2 % p/p.

AE 30VRMM4812-GY

1 muestra que contiene liquido +
sélidos suspendidos

Caudal hasta 30 kg/h (10
Biomasa + 20 ASC)

5% de suspensién de
biomasa no presurizada
Tam. Particula < 500 ym
3 pasos (11 kW/paso) — 33
kW

1 reactor

Min tr—0.05 s
Condiciones de reaccion:
380-400 °C, 25 MPa

Concentracion de entrada:
1-5% p/p
AE 60VM4882-HT

Filtros y flash — 3 muestras:
liqguido  concentrado con
sélidos suspendidos + vapor
condensado + sélidos
retenidos
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3. Resultados y discusion
3.1Caracterizacion de la materia prima

Los carbohidratos estructurales como la celulosa y la hemicelulosa son las
materias primas clave para las biorrefinerias de segunda generacién en las que estos
compuestos se transforman en azlcares fermentables [21]. En la Tabla 3 se presentan
los resultados de los ensayos de composicion realizados en las materias primas en este
trabajo. Como se presenta en esta tabla, las materias primas presentan cantidades
considerables de compuestos extraibles con agua y extraibles con etanol. Los
compuestos extraibles con agua incluyen materiales inorgéanicos, azucares libres no
estructurales y compuestos de nitrdgeno. Los compuestos extraibles del etanol incluyen
clorofila, ceras y gomas. De acuerdo con el protocolo NREL para la determinacién de
compuestos extraibles [29], un método de extraccién en dos etapas con agua y etanol
es (til para analizar materiales con un alto contenido en compuestos solubles en agua,
condicién que cumplen las materias primas analizadas en este trabajo. Por otro lado, un
ensayo de extraccion con éter produjo un bajo rendimiento de extraccion de

aproximadamente el 7%.

Ademas, un indicador de la calidad de las hojas de tabaco es la relacion entre la
nicotina y los azucares [43]. En la Tabla 4 se presentan los resultados de los ensayos
de determinacién de azlcares libres en las materias primas, recogidos en la literatura
[3], [4], [44], [45]. Estos azUcares libres son predominantemente glucosa y fructosa
(azucares reductores), asi como sacarosa. Considerando que la glucosa y la fructosa
pueden ser sometidas a fermentacién y que esos compuestos son facilmente extraibles
de las materias primas consideradas en este trabajo, como propuesta de trabajo futura
se podria considerar la realizacién de una extraccion acuosa para eliminarlas como
tratamiento previo a la hidrdlisis del carbohidrato estructural. El extracto acuoso asi
obtenido podria utilizarse directamente para la fermentaciéon, aumentando asi la

produccion de etanol.

Tabla 3.Composicion quimica del scrap y fibra de tabaco Virginia Curado (%w/w)

Materia prima Extraibles Humedad Proteinas Celulosa Hemicelulosa Lignina Cenizas
Scrap 57,31 10,47 11,23 9,79 2,47 6,00 2,58
Palos 59,08 8,59 9,04 5,17 3,96 10,15 3,62
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Tabla 4.Contenido de azUcares reductores y sacarosa en tabaco Virginia Curado (% w/w base seca).
Datos de bibliografia

Glucosa Fructosa Sacarosa Total Ref.
10,4 7,4 5,8 23,6 [4]
14,0 9,0 6,0 29,0 [3]
8,0 8,8 7,7 24,5 [44]
17,4 12,3 4,2 25,4 [45]

3.2 Hidrolisis de la biomasa en condiciones supercriticas: Experimentos a escala

de laboratorio

Se realizaron experimentos a escala de laboratorio utilizando scrap de tabaco
previamente sometida a una extraccion supercritica de CO2, segun el procedimiento
descrito en un trabajo anterior [26]. Los tallos no se utilizaron en esta etapa de la
investigacion porque el scrap se produce en mayores cantidades que los tallos y ademas
tiene un mayor contenido de celulosa y un menor contenido de lignina que los tallos y,
por lo tanto, es mas prometedora para un proceso de hidrélisis para la produccién de
azucares. Como se presenta en la Tabla 5, se realizaron cuatro experimentos con
diferentes tiempos de reaccién en el reactor. Como se ha descrito en trabajos anteriores,
el tiempo de reaccion es un parametro clave que determina la selectividad de la reaccion
hacia la glucosa, ya que se producen productos de degradacion como la fructosa, la
eritrosa o los aldehidos si no se restringe el tiempo de reaccién [46]. En la Tabla 4 se
presentan los principales resultados experimentales obtenidos, entre los que se
incluyen: el rendimiento total de la reaccion hacia los azlcares, y los rendimientos hacia
los azlcares C6 (celobiosa, glucosa y fructosa), los azucares C5 (xilosa y arabinosa),
los aldehidos (gliceraldehido, piruvaldehido y glicolaldehido) y los &cidos (acido lactico,

acido férmico y 4cido acético).

Como se presenta en la Tabla 5, en este trabajo se obtuvieron altos rendimientos
de aldehidos y acidos. El alto rendimiento de estos compuestos podria tener su origen
en los compuestos solubles en agua presentes en la materia prima, que pueden
extraerse de la alimentacion sélida por medio del agua antes de entrar en el reactor.
Estos compuestos solubles en agua son practicamente azucares (55%) y en menor
medida proteinas (14%), sulfatos y &cido urénico (13%) [47]. El contenido de azlcares
reductores en los tallos de tabaco es aproximadamente del 25 % en peso (en base
seca), y los polisacaridos solubles mas abundantes en los tallos de tabaco son la xilosa
(57 %), la glucosa (16 %), la arabinosa (9,6 %), la ramnosa (9,5 %) y la galactosa (7 %)

[48]. En el caso del scrap de tabaco, la fraccién soluble en agua esta formada por
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glucosa (57,8%), galactosa (13,3%), xilosa (10%), arabinosa (9,6%), ramnosa (4,8%) y
manosa (4,4%)[6]. Por ultimo, la fraccion de pectina del tabaco esta compuesta en su

mayor parte por &cido galacturénico (78,8%) [17].

Las Figuras 3, 4 y 5 presentan la composicién de los productos obtenidos y la
composicion de las fracciones de aldehido y &cido. Como se presenta en la Figura 4,
entre la fraccion de aldehido, el compuesto més abundante es el glicolaldehido. Este
compuesto se forma por la descomposicion de la glucosa en el agua supercritica [46].
Teniendo en cuenta que la materia prima del tabaco contiene un 13 % en peso de
glucosa como azucar libre, y que la hidrdlisis de la celulosa también produce glucosa,
se podrian esperar altas cantidades de los productos de la degradacion de este azlcar.
Dado que el glicolaldehido inhibe el crecimiento celular de la levadura [49], su presencia
en los productos de la hidrélisis puede ser perjudicial para su aplicacién en la produccién
de etanol por fermentacion. Por otra parte, el glicolaldehido es también un compuesto
valioso que se utiliza en la industria para la produccion de etilenglicol por fermentacién
o0 hidrogenacion, para el reticulado de proteinas o como aditivo en la industria

alimentaria [50].

Tabla 5.Experimentos realizados en la planta de escala laboratorio. Rendimientos de conversion a
diferentes tiempos de reaccion

Tiempo
Exp Caudal de Azlcares C-6 C-5 Aldehidos  Acidos Total
' (L/h) reaccion totales (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(s)

1 7,37 0,18 38,5 30,4 8,1 42,4 35,2 116,1
2 7,48 0,22 30,8 24,9 5,9 26,8 34,2 91,8
3 6,70 0,26 37,1 29,3 7,9 17,4 25,8 80,3
4 7,73 1,13 28,6 27,6 1,0 41,6 45,0 115,3

Entre los productos &cidos, como se presenta en la Figura 5, el &cido acético es
el mas abundante. Este compuesto se forma por la degradacion de los oligobmeros que
se producen por la descomposiciéon de la hemicelulosa [51]. Una vez mas, estos
compuestos inhiben el crecimiento celular de la levadura y tienen un efecto perjudicial
sobre la fermentacion debido a la acidificacion de la solucién [52], particularmente en el
caso del acido férmico, que muestra un efecto de inhibicion méas fuerte que el &cido
aceético [53]. Si la aplicacion prevista de los productos de la hidrélisis es la produccion
de etanol por fermentacion, una extraccién acuosa antes de la hidrdlisis podria reducir
la cantidad de hemicelulosa en la materia prima y, por lo tanto, disminuir la formacion

de estos compuestos.
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Con respecto a la influencia del tiempo de reaccion en el reactor, como se
presenta en la Tabla 4, cuando el tiempo de reaccion se incrementa de 0,18 sa 1,13 s,
la cantidad de azucares C5 y C6 producidos disminuye considerablemente, mientras
que la cantidad de productos de degradacion de estos azlcares aumenta, incluyendo
aldehidos y &cidos. Como se muestra en la Tabla 5, en algunos experimentos se
calcularon rendimientos superiores al 100%, lo que podria deberse a la presencia de

compuestos no cuantificados como la eritrosa, la galactosa y la ramnosa.

3.3 Hidrolisis de la biomasa en condiciones supercriticas: Experimentos a escala

piloto

Se realizaron experimentos a escala piloto utilizando palos de tabaco y scrap
como materias primas. Los principales resultados experimentales se presentan en la
Tabla 6 agrupando los rendimientos en las mismas familias de compuestos que se

consideraron en los experimentos a escala de laboratorio.

Tabla 6. Contenido de azUcares reductores y sacarosa en tabaco Virginia Curado (% w/w base seca)

Tiempo de Azlcares

Materia Caudal C-6 C-5 Aldehidos Acidos Total

Exp Prima  (L/h) Re?g;"on to(t(fj(!)es %) (%) (%) %) (%)
1 Palos 206 0,04 189 158 31 21 81 292
> Palos 218 0.10 30,7 209 98 54 178 538
3 Palos 153 0.14 308 318 80 43 202 644
4  Palos 200 0.32 225 197 28 26 137 388
5  Scrap 137 0.15 458 402 56 66 197 721
6  Scrap 139 0.17 491 389 102 67 20,8 76,5
7 Scrap 147 0.19 46,0 40,7 57 59 221 744

Comparando los resultados obtenidos a escala de laboratorio y a escala piloto,
se observa que los resultados son coherentes con respecto a los rendimientos de los
azucares C5 y C6. Sin embargo, a escala piloto se observa una considerable reduccion
de las cantidades de &cidos y aldehidos producidos. Esta diferencia podria deberse a
los mayores tamafios de las particulas de biomasa utilizadas a escala piloto (hasta 500
um, en comparacion con los 125 um de los experimentos a escala de laboratorio). Con
un tamafio de particula mayor, la transferencia de masa se ralentiza y, por lo tanto, se
necesitan tiempos de reaccion mas largos para completar la reaccion de hidrélisis, por
lo que se minimizan las reacciones de degradacion de los productos de hidrolisis. Este
efecto se observa en los resultados de los experimentos 1, 2 y 3 de la Tabla 6, que
muestran que el rendimiento total de azlGicares aumenta cuando se incrementa el tiempo

de reaccion.
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Ademas, la planta piloto permite un control mas preciso del tiempo de reaccion.
Mientras que con la planta de laboratorio los tiempos de reaccion pueden variar entre
0,18 s y 1,13 s, trabajando con la planta piloto es posible controlar con precision el
tiempo de reaccioén dentro del intervalo que va de 0,15 s a 0,19 s. Este control es
necesario porque los resultados reportados en la Tabla 6 demuestran que una variacion
del tiempo de reaccion de soélo veinte milisegundos, de 0,15 s a 0,17 s, produce una
variacion de casi el 5% en el rendimiento total de azlcar y una reduccion de la relacién

C6/C5 aproximadamente de 8 a 4.

En las Figuras 3, 4 y 5 se comparan las composiciones detalladas de los
productos de hidrélisis obtenidos a escala de laboratorio y piloto. Comparando los
resultados presentados en la Figura 3, puede observarse que mientras que a escala de
laboratorio se produce una reduccién gradual de los rendimientos de aldehidos y acidos
producidos a medida que aumenta el tiempo de reaccién, a escala piloto estos
rendimientos se mantienen casi constantes en todos los tiempos de reaccidon
considerados, pero en valores inferiores a los rendimientos logrados a escala de
laboratorio, mientras que en cambio los rendimientos de los azlcares obtenidos a escala
piloto son muy superiores a los rendimientos logrados a escala de laboratorio. Como
se presenta en estas figuras, tal y como se ha indicado anteriormente, el 4cido mas
abundante obtenido en los experimentos a escala de laboratorio es el 4cido acético (que
representa un 62% de la fraccién de 4cidos) mientras que a escala piloto se obtiene mas
acido lactico (que representa un 66,5% de la fracciébn de &cidos). Antal y otros [54]
describen que el acido lactico se produce a partir del piruvaldehido, que a su vez se
forma a partir del gliceraldehido, y los resultados obtenidos en este trabajo son
coherentes con este mecanismo: la concentracién de glicolaldehido en el efluente de la
planta piloto esta por debajo del limite de deteccién, lo que indica una alta
transformacion de este compuesto en acido lactico que, como han descrito Antal y otros
[54], puede tener lugar a través del piruvaldehido. En cambio, en los productos de la
planta de laboratorio, el &cido lactico sélo representa un 24% del contenido total de
acidos organicos y hay una gran cantidad de aldehidos y, en particular, de
glicolaldehido. Con respecto al acido acético, Jin y otros [55] determinaron dos
mecanismos para la formacién de acido lactico a partir de materiales lignoceluldsicos.
En uno de ellos, el acido acético es un producto de degradacion del acido lactico,
mientras que en el otro se forma a partir del 5-hidrometil furfural y del 2-furaldehido. En
los experimentos de la planta piloto se observa que, a mayores tiempos de reaccion, la
proporcion de acido lactico disminuye del 31% a una concentracion inferior al limite de

deteccion, mientras que la proporcién de acido acético aumenta del 47% al 66%. Por lo
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tanto, se puede concluir que estos resultados indican que el &cido acético se formo por

degradacioén del acido lactico.

En el caso de los experimentos realizados con tallos, se puede observar que se
lograron bajos rendimientos totales. Este resultado podria deberse al alto contenido de
lignina de los tallos, que es casi el doble del contenido de lignina del scrap, con un
contenido menor de celulosa y hemicelulosa. Teniendo en cuenta que la lignina actta
como un pegamento de los carbohidratos estructurales, lo que limita la accesibilidad del
agua, y los resultados indican un lento progreso de la reaccion. Se puede formular la
hipotesis de que el rendimiento de la hidrolisis de este material esta limitado por la
velocidad de transferencia de masa y podria mejorarse reduciendo el tamafio de las

particulas.
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Figura 3. Composicion del hidrolizado de scrap en %,
Planta escala laboratorio (izg.) versus Planta escala Piloto (der.)
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Figura 4. Composicion de los aldehidos del hidrolizado de scrap en %,
Planta escala laboratorio (izg.) versus Planta escala Piloto (der.)
El gliceraldehido en la escala piloto no pudo ser medido

[1Acido Lactico mAcido Férmico @Acido Acético

100%
80%
60%
40%
20%
pt2% 31,5%
0%

0,18s 0,22s 0,26's

100%

80%

60%

40%

20%

0%

1Acido Lactico mAcido Férmico mAcido Acético

64,3% 66,5%
56,4%

0,15s 0,17s 0,18 s

Figura 5. Composicion de los acidos del hidrolizado de scrap en %,
Planta escala laboratorio (izg.) versus Planta escala Piloto (der.)
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3.4 Analisis del balance de masa

La Figura 6 presenta el andlisis de balance de masa correspondiente al primer
escenario discutido en la introduccion. El balance de masa se ha elaborado teniendo en
cuenta los resultados experimentales obtenidos en este trabajo y tomando como base
de calculo 1000 kg de materia prima. Como se presenta en la Figura 6, una diferencia
clave del enfoque propuesto con respecto a otras alternativas es que solo se utilizan la

biomasa y el agua, sin ningln consumo de acidos o enzimas.

El primer paso del proceso es la molienda de la materia prima. En esta aplicacion,
este paso es sencillo porque el scrap de la planta de tabaco utilizada como materia
prima ya tiene un tamafio de particula homogéneo y no se contamina con otras partes
de la planta como resultado de su procesado en las fabricas de tabaco. Dado que este
material esta compuesto por trozos de hojas, el método de molienda mas conveniente
es un molino de cuchillas seguido de un tamizado. El tamafio final de las particulas debe
ser inferior a 1 mm. Después de la molienda, el material se extrae con agua, utilizando
una relacién agua/materia prima de 20 L/kg, y la fase acuosa se separa por filtracion.
Teniendo en cuenta el contenido de compuestos extraibles en la materia prima descrita
en la seccién 3.1, se estima que de los 1.000 kg de materia prima (895 kg en base seca)
se obtienen 573 kg de compuestos extraibles, de los cuales 224 kg corresponden
azucares libres, y el resto son otros compuestos sin cuantificar. La valorizacion de esta
Gltima fraccibn compuesta por los extraibles en agua menos los azlcares libres,
representa practicamente el 26 % del peso total de la materia prima, debera ser

considerada en futuros trabajos para evaluar su composicion.

Después de la extraccidn acuosa, la fraccién de biomasa restante se somete a
una extraccion supercritica de CO,. Basandose en los resultados de trabajos anteriores
[26], se estima que serian necesarios 3300 kg de CO- (circulando en un circuito cerrado)
para obtener 10,625 kg de extracto, considerando una solubilidad de 0,0032 kg de
extracto/kg de CO., y asumiendo un rendimiento tipico de extraccion del 90%. Este paso
produce 42,5 kg de extracto que, como se describe en un trabajo anterior [26], puede

fraccionarse en dos compuestos de alto valor afiadido: solanesol y nicotina.

Después de estos dos pasos de extraccion, la biomasa restante, libre de
compuestos solubles en agua y CO;, se somete a una hidrélisis de agua supercritica.
Tomando como referencia los resultados reportados en la seccién 3.1, se estima que de
los 322 kg de materia prima que llegan a este paso, el 35 % es proteina, 30% es
celulosa, el 8% hemicelulosa, el 16% lignina y el 9 % es celulosa. Esta composicion
puede dar lugar a un segundo escenario de una biorrefineria donde esta Ultima fraccion

se utilice para la obtencion de proteinas para consumo animal o humano. En este
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sentido Fantozzi et al [33] evaluaron el perfil de aminoacidos de las proteinas obtenidas
del tabaco y su calidad es comparable a las proteinas de la soja. Por otra parte, Fu et al
[56] lograron recuperar el 94,5 % de las proteinas del tabaco en un proceso donde se

retira totalmente la nicotina.

Con los resultados de rendimiento y composicion reportados en la seccion 3.3,
se estima que después de la hidrolisis se obtienen 158 kg de azlcares fermentables,
los cuales pueden ser combinados con los azlcares libres extraidos con agua en el
paso inicial de extraccibn y sometidos a fermentacién para producir bioetanol.
Suponiendo una eficiencia del 90% en la etapa de fermentacion, esto lleva a la
produccion de 195 kg de bioetanol y 187 kg de CO2 que pueden volver a utilizarse como
insumo para la extraccién con CO.. Ademas, de la reaccion de hidrélisis supercritica se

obtienen también porcentajes menores de &cidos organicos y de aldehidos.

(é) Scrap H.O CO,
= (895kgbs) |5y 0m
w
4 4
Molido |———®| Extraccion acuosa
— Filtrado
I
Extraibles Biomasa lignocelulésica
\/
573 K 322 K Extracciéon con
o 9 CO,SC
o
x
<
2
EJ) Biomasa libre de
276,9 k E
& extraibles enCO, xtracto
A/ v
Hidrélisis con
- H.0-SC 4|E5 kg
I
Azlcares
fermentables
\ 4
158 kg Separacion Lig/Liq
Fermentacién
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8 Extraibl L
g CO, Bioetanol Acidos Aldehidos grﬁzgﬁﬁs enrac|oze£ Solanesol Nicotina
2 v v Y v ¥ v
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Figura 6. Resultados del balance de masa para el escenario propuesto
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4. Consumo energético

En un trabajo previo del grupo se ha estudiado el consumo energético de este
proceso y se propuso la integracion energética entre la hidrolisis en agua supercritica'y
una turbina de gas [57]. En la Figura 7 se presenta el esquema propuesto en ese trabajo.
La integracion se basa en que el calor requerido por el proceso de hidrolisis es aportado
por los efluentes de la turbina de gas y el vapor sobrecalentado que sale del separador
flash se inyecta en la entrada de la turbina de gas. La mejora en el funcionamiento de
la turbina por la inyeccion del vapor permite aumentar su produccion de trabajo en una
cantidad incluso superior a las necesidades del proceso de hidrélisis. Esta estrategia de
inyectar vapor en la corriente de entrada de una turbina de gas genera un aumento de
la potencia y de la eficiencia térmica y una disminucion de las pérdidas generadas por
la turbina [58]. El proceso seria energéticamente autosuficiente. Es importante sefalar
gue el efluente liquido que sale de la etapa del flash tiene una concentracion en azucares
del 40%.

En la Tabla 7 se presentan los requerimientos, caudales y concentracion de
azUcares de la planta biomasa integrada con la turbina de vapor. El dato mas relevante
es que el calor necesario para calentar el agua a la temperatura necesaria para la
reaccion de hidrélisis proviene de la salida de los gases exhaustos de la turbina, por lo

tanto, no es necesario generar calor adicional para calentar el agua.

Gas Natural
Trabajo
< .........................
; Calor Aire
Trabajo [Pt 500 °C
Agua , 5  J

g : Vapor <«— Recuperador Inyeccion de
) AN /Y\

vapor

l

!

Biomasa »| Reactor
Valvula
R ) T< 250 °C
\ N
&
' Calor
P Azlcares
Trabajo

Figura 7. Esquema de la integracion del proceso de hidrdlisis a una turbina de gas
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Tabla 7. Requerimientos de trabajo, caudales, calor y concentracion de azucares del esquema
propuesto[57]

Trabajo requerido/kg de producto 19,5 kW kg-1
Trabajo producido/kg de producto 28,7 kW kg-1
Balance de trabajo /kg de producto 9,2 kW kg-1
kg de Aire comprimido/kg producto 131,8

kg de Gas Natural/kg producto 2,22

kg producto/kg de azlcar en la corriente de entrada 0,97
Calor requerido/kg de producto 0
Concentracién de azlcar en la corriente de salida 0,39 w w-1

5. Conclusiones
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En este trabajo, se evallo la hidrélisis con agua supercritica de scrap y palos, de

la industria tabacalera del noroeste argentino. El uso de scrap en los centros de

acopio es una ventaja porque permite disponer de la materia prima clasificada y en

volumenes importantes para una biorrefineria, en promedio se pueden disponer de

35.000 tm de scrap por afio.

En el estudio de la hidrolisis en ASC se ha operado con dos instalaciones que

ha permitido operar en planta laboratorio con particulas de hasta 150mm, y en

planta piloto equipada con una bomba que permitia bombear suspensiones con

tamafio de particula de hasta 500 mm.

En escala laboratorio se consiguié operar con particulas de tamafo inferior a
150 um se obtuvo un tiempo de reaccion optimo del orden de los 170 ms donde
se reduciran las limitaciones a la transferencia de materia aumentando los
productos de hidrolisis de los azucares. Con una concentracion de 38,5 %
de azucares, 42,4 % de aldehidos y 35,2 % de acidos a un tiempo de 180

milisegundos.

En la escala piloto, el tamafio de las particulas era de hasta 500 pum, aumentan
las limitaciones a la transferencia de materia y se consigue reducir los productos
de hidrdlisis de los azucares . Para un tiempo de 170 ms, se consiguié una
concentracion del 49,1 % de azucares, con solo un 2,1 % de aldehidos y 20,8

% de acidos.

Los resultados de este capitulo son utiles para la propuesta de una biorrefineria

en cascada utilizando como materia prima el scrap y un proceso amigable con el

medio ambiente como lo es la hidrolisis con ASC, con las siguientes particularidades:
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Los resultados de este capitulo permiten proponer las etapas de una biorrefineria
en cascada utilizando como materia prima el scrap y un proceso amigable con el

medio ambiente como lo es la hidrolisis con ASC, con las siguientes particularidades:

e Porcada 1000 kg de scrap, una etapa de extraccién con agua permitiria obtener
573 kg de extractivos ( azucares libres, pectina, proteinas, y otros). Una etapa
de separacién de proteinas permitiria obtener hasta 112 kg. La etapa de
hidrolisis permitiria obtener desde 322 kg de biomasa libre de extraibles y
proteinas, un efluente liquido con una composicion de azucares del 49 %,
ademds de aldehidos y &cidos. Este efluente junto a al efluente de la etapa de

extraccién con agua podrian valorizarse mediante fermentacion.
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1. Introduccion
1.1 Coenzima Q10, una super-vitamina

Una coenzima es un cofactor que participa en la funciéon de una enzima aumentando
el repertorio de sus capacidades. Sirve, ademas, para transportar sustratos de un punto
a otro dentro de la célula [1]. Una de las coenzimas mas estudiadas en los Ultimos afios
es la Coenzima Q10 debido principalmente a sus propiedades antioxidantes.

La Coenzima Q10 (CoQ10), o Ubiguinona, juega un rol crucial en la energia celular
y la expulsion de los radicales libres en el cuerpo humano. Quimicamente es una
benzoquinona liposoluble. La letra Q de su nombre refiere al grupo quimico quinona y
el nimero 10 al numero de subunidades isoprenoides que posee (Figura 18). Su
descubrimiento fue el resultado de un arduo trabajo de investigacion en los afios 50
mientras se estudiaba la funcidn de las mitocondrias en el transporte de energia en las
células [2].

La CoQ10 se sintetiza en el cuerpo y estd presente naturalmente en todas las
células pero, con la edad, la tasa de produccién disminuye. Por eso es importante la
suplementacion en la dieta para la salud. También es conocida como energizante y
vitalizante del sistema inmunolégico [3]. La CoQ10, administrada oralmente, es
beneficiosa para mejorar ciertas patologias en humanos tales como cardiomiopatias,
diabetes, encefalomiopatias, ataxias del cerebelo, entre otras. Ademas, ha ganado
creciente popularidad en cosmética como antioxidante previniendo la propagacion de la
peroxidacion de lipidos [4]. Hernandez-Camacho et al. [5] relevaron recientemente las
enfermedades en humanos, en las cuales la eficacia del uso de la CoQl10 esta
comprobada. Entre ellas se encuentran las enfermedades cardiovasculares, el sindrome
de deficiencia mitocondrial, los procesos inflamatorios crénicos y la proteccion contra el
envejecimiento. En una profunda revision sobre los efectos de la suplementacion en la
dieta con CoQ10 contra el envejecimiento, Varela-Lépez et al. [6] recopilaron los
antecedentes en los que los investigadores estudiaron los efectos positivos de esta
super-vitamina en el aumento de la esperanza de vida, el envejecimiento y las
enfermedades relacionadas con la edad.

Ademas de su funcion en el transporte de energia en la mitocondria, su gran
capacidad antioxidante [7] impacté en el desarrollo de nutraceulticos, suplementos
dietarios, y cientos de productos cosméticos como cremas gque tienen como funcién

retrasar el envejecimiento de la piel debido al estrés oxidativo, entre otros factores [8],

[9].
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1.2 Produccién de CoQ10

La CoQ10 puede producirse basicamente por: sintesis quimica, por sintesis
semi-quimica y conversion microbiana [10].

Shukla y Dubey [4] han publicado una revision detallada con los antecedentes
en sintesis quimica y biosintesis mediante microorganismos de CoQ10 concluyendo que
el primer método produce una forma de la CoQ10 farmacoldégicamente menos activa
que la producida por los microorganismos. Ademas, la sintesis quimica requiere, en
algunos casos, de muchas etapas, de temperaturas del orden de -70 °C y de varios
productos quimicos para su elaboracion. En cambio, el cultivo de microorganismos se
simplifica al cultivo, extraccién y purificacion, siendo el principal problema desarrollar un
proceso de biosintesis con mayor rendimiento y menores costos. En ese mismo trabajo,
los autores manifiestan que para que una cepa de un microorganismo sea
comercialmente viable, debe tener un rendimiento minimo de 500 mg/L del principio que
se busca obtener.

Algunas de las estrategias para aumentar la produccion de CoQ10 en
microorganismos son: optimizacién y modificacion del potencial de oxidacién-reduccion
del medio de cultivo, estrés oxidativo, aumento de sacarosa y iones Ca+ en el medio de
cultivo entre otros [10]. Otra estrategia utilizada tanto en la sintesis quimica como en la
biosintesis es el uso del solanesol como precursor, tanto de la CoQ10 como de la
vitamina K [11], [12]. Como se menciond en el capitulo 2, el solanesol es un alcohol
terpenoide de cadena abierta, compuesto de nueve unidades isoprenoides, siendo su
estructura la misma que la cadena isoprenoide de la CoQ10. En la Figura 1 se puede
observar la estructura molecular de la CoQ10, que consta de un anillo de quinona y una
cadena de 10 isoprenoides. Esta cadena es aportada por el solanesol en la biosintesis

de la CoQ10 cuando se lo usa como precursor.

Grupo
isoprenoide

Anillo de Cadena
Quinona isoprenoide

Figura 1. Estructura molecular de la Coenzima Q10
Existen varios antecedentes de produccion de CoQ10, usando el solanesol de alta

pureza como precursor [11]-{15], sin embargo, existen pocas publicaciones en que

utilizan biomasa del tabaco con solanesol o solanesol extraido del tabaco como
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precursor [16], [17]. La desventaja de usar el solanesol de alta pureza es su elevado
costo, como lo menciona Lipshutz et al. [14]. Tian et al. [16] demuestran que al agregarle
un 20 % de biomasa de tabaco hidrolizada al caldo de cultivo se alcanza un maximo del
contenido especifico de CoQ10 de 20,4 mg/L contra los 9,8 mg/L del caldo de cultivo
control, lo que significa casi un aumento de 2 veces mas de produccion. A su vez
compara el agregado de biomasa de alfalfa y espinaca quienes no aportan mejoras en
el rendimiento, si no, que al contrario lo disminuyen. Qie et al. [15] observaron que la
cantidad de CoQ10 producida por un cultivo de Sphingonomas llega a un maximo
cuando se agota el solanesol utilizado como precursor. Con esta observacion
desarrollaron una técnica que consiste en adicionar solanesol al caldo de cultivo cada 8
h y logran aumentar casi 10 veces mas la cantidad de CoQ10.

Los microorganismos reportados para la producciéon de CoQ10 incluyen bacterias
como Agrobacterium spp, Paracoccus denitrificans, Rhodobacter sphaeroides [18],
Sphingonomas sp [15], [19] y levaduras como Rhodotorula glutinis [20] y Sacharomyces
cerevisiae [21]. En la tabla 1 se presentan los valores de la produccién de CoQ10 por
parte de algunos de estos microrganismos. El nombre Agrobacterium tumefaciens fue
establecido en 1907 por Smith y Townsend [22] y actualizado por Young [23] en el 2001

a Rhizobium radiobacter siendo esta ultima denominacion la vigente actualmente.

Los principios activos extraidos de las plantas suelen degradarse, oxidarse, o
disminuir su eficacia con el paso del tiempo, siendo por eso que suelen formularse con
componentes que lo protejan. Para el caso los saborizantes, grasas, aceites y vitaminas
se utilizan agentes encapsulantes con una buena resistencia a la oxidacién, como por
ejemplo almidones modificados quimicamente. Ademas de proteger el principio activo,
el agente encapsulante puede tener propiedades que intensifiquen o mejoren la funcion
del mismo y su biodisponibilidad [24]. Como se menciono anteriormente, el solanesol es
soluble en etanol, inmiscible en agua y sélido a temperatura ambiente. Disolver este
producto en un caldo de cultivo acuoso es un problema que se puede solucionar

formulando un producto para su correcta aplicacion.

El objetivo de este trabajo es utilizar el solanesol obtenido de la extracciéon
supercritica con CO- para elaborar una formulacion que facilite el acceso de las células
al precursor facilitando su biodisponibilidad, y utilizarlo en un caldo de cultivo acuoso de
Rhizobium radiobacter como precursor de la CoQ10. Por Gltimo, evaluar el impacto

de este precursor en el mejoramiento de la biosintesis de la CoQ10. .
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Tabla 1. Produccién de CoQ10 en distintos microrganismos. Adaptado de [25].

Microorganismo Precursor Incr(e:?(ggt(;) de (ir?%/ll)o (m;:/(;QDl ((Z)W) Ref.
Pseudomonas N84 No - 2,02 1,2 [10]
Protaminobacter ruber No - 2,84 1,52 [10]

Tabaco, alfalfa'y
Rhodospirillum rubrum ATCC 25852 espinaca Si 20,40 9,21 [16]
hidrolizados
Rhodospirillum rubrum ATCC 25852  Tabaco hidrolizado Si 20,16 - [17]
Escherichia coli BL21/ pACDdsA No - 25,50 0,29 [26]
Paracoccus denitrificans ATCC 19367 No - 27,60 0,86 [26]
Pseudomonas diminutas NCIM 2865  Zanahoria/Tomate Si 29,22 - [27]
Spingomonas sp. ZUTEO3 PHB* Si 441,65 - [15]
Agrobacterium. tumefaciens KY-8593 PHB* Si 75 1,2 [28]
Agrobacterium tumefaciens ATCC 4452 No - 87,60 1,9 [18]
R. sphaeroides FERM-P4675 No - 97,20 2,7 [26]
Agrobacterium tumefaciens AU-55 No - 110 9,6 [26]
Agrobacterium sp. No - 180 1,96 [10]
R. sphaeroides No - 350 8,7 [10]
R. spheroides Co-22-11 PHB* Si 346,80 2,6 [28]
R. sphaeroides Co-22-11 No - 347 25 [26]
ég:(ﬂ)t’))acterium tumefaciens KCCM No - 638 9,71 [29]
Rhodopseudomonas spheroides No - 770 8,7 [26]
IFIQHE(_)BTum rodobacter ATCC 4452 Solanesol Si 18,5 1,3 Este trabajo

*Acido Para-Hidroxibenzoico
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2. Materiales y Métodos
2.1 Materiales

El patron de CoQ10 (>98% HPLC) fue provisto por Sigma Alldrich. Se utilizo
CelLyctic-B (Sigma-Alldrich) para provocar la lisis de las células y extraer la CoQ10. El
solanesol utilizado fue separado de un extracto obtenido desde residuos de hojas de
tabaco Virginia con CO; supercritico previamente. La concentracion original de
solanesol en el extracto fue de 26 % y luego de una separacion liquido-liquido alcanz6
el 91%. El solanesol, en estas condiciones de concentracion y temperatura ambiente,
se encuentra en estado sélido. Para los ensayos, se disolvié solanesol en éter a una
concentracion de 150 mg/L, usando esta misma solucion también para preparar una
emulsion. Para esta emulsion se utilizd un agente encapsulante a base de almidon
modificado de maiz (N-Lok 1930 ® de Ingredion).

2.2 Microorganismos y medio de cultivo

La cepa liofilizada de Rhizobium radiobacter (CECT 4364, ATCC 4452, IAM 1525,
IFO 12667) fue provista por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo como cultivo activo.
Se reconstituyé la cepa en un Erlenmeyer de 100 mL con un caldo nutritivo nimero 1
(Sigma Aldrich) compuesto de peptona (15 g/L), extracto de levadura (3 g/L), cloruro de
sodio (6 g/L), glucosa (1 g/L). Para obtener un cultivo semilla (Tabla 2), el caldo de
cultivo control se formulé con sacarosa (50 g/L), licor de maiz fuerte (40 g/L), (NH4)2SOa4
(10 g/L), KoHPO4 (0,5 g/L), KH2PO4 (0,25 g/L), MgS04.7H20 (0,25 g/L), y CaCl. (6 g/L),

se regul6 el pH a un valor de 7,0 (Tabla 3).
2.3 Cultivo de Rhizobium radiobacter

El cultivo semilla se utilizé para inocular 200 mL de caldo de en frascos Erlenmeyer
de 250 mL previamente esterilizados a 121 °C durante 15 minutos en una autoclave.
Los frascos se incubaron a 32° C y 200 rpm en un agitador orbital durante 96 y 122 h
Se realiz6 un cultivo control y ensayos agregando solanesol disuelto en éter, y una
emulsion de solanesol y N-Lok. El peso de células secas (DCW) se determin6 secando
en estufa 2 mL de muestra. En los experimentos se utilizo la composicion del caldo de
cultivo del trabajo de Yoshida et al. [18], en combinacién con el trabajo de Ha et al. [30]
quienes al agregarle 40 mM de CaCl,.6 H,0 aumentaron la produccién especifica de
CoQ10 en la misma cepa de Rhizobium rodobacter (ATCC 4452) de este trabajo. Este

caldo de cultivo fue optimizado para este microorganismo y para la obtencion de CoQ10
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en el trabajo de Ha et al. [31] determinando que la mejor fuente de carbono es la
sacarasa y la mejor fuente de nitrégeno es el CSP.

Tabla 2. Composicion del caldo semilla (g/L)

Extracto de

Glucosa Peptona levadura Cloruro de Sodio Ref.
60 15 15 7,5 [29]
60 15 15 7,5 [31]
20 10 10 5 [18]
1 15 3 6 Este trabajo

Tabla 3. Composicién del caldo de cultivo (g/L)

Sacarosa CSP/CSL? (NH4)2SOs4 K2HPOs4 KH2POs4 M@gSO4.7H20 CaCOs Ref.

50 40 (CSP) 10 0,5 0,5 0,25 2 [29]
50 40 (CSP) 10 0,5 0,5 0,25 - [31]
50P 40 (CSL) 0,5 0,5 0,5 0,25 20 [18]
50 40 (CSL) 10 0,5 0,5 0,25 trif);ejo

2.4 Emulsion de solanesol

Se utilizaron 8 g de N-Lok en 800 mL de agua, y se le agregaron 200 mL de la
solucién de solanesol disuelto en éter, con una concentracion de solanesol de 150 mg/L.
Esta mezcla se introdujo en un dispersor con camisa refrigerante Ultraturrax 2000/4 (Ika-
Werke GmbH & Co. Kg) para obtener una emulsion con una fase dispersada lipofilica y
una fase continua hidrofilica (O/W). La emulsion se colocé en un rotavapor a 50 °C para

retirar el éter.

2.5 Extraccion de la CoQ10

Al finalizar el tiempo de cultivo se sacaron 2 mL de muestra en un tubo eppendorf,
la muestra se centrifugdé durante 10 minutos, y el sobrenadante se descartd. Se realizo
la resuspension de las células en agua destilada y se centrifugd nuevamente para
eliminar residuos del caldo de cultivo. Luego, se agregaron 2 mL de CelLyctic-B y se
mantuvo esta mezcla durante 30 minutos en ultrasonido para provocar la lisis de las
células. Luego de la lisis, se agregaron 50 mL de hexano y se agité durante 30 minutos.

Esta muestra se filtr6 y se inyecto en HPLC para cuantificar la cantidad de CoQ10.

2.6 Determinacién de CoQ10

La determinacion de la cantidad de CoQ10 se realiz6 en un equipo HPLC. La
columna utilizada fue una Symmetry (Waters 5um 4.6 x 150mm), estando la fase movil
compuesta por una mezcla metanol:hexano (83:17), con un caudal de 0,6 mL/min,

manteniendo la temperatura de esta en 30 °C. La longitud de onda del detector UV
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utilizado fue de 275 nm. En la Figura 2 se presenta la recta de calibracion obtenida en
donde si bien se obtuvo un R? con un valor de 0,97 se puede observar que en el rango

de las muestras obtenidas (<40 ppm) la linealidad es buena.

3,5E+06

R2=0,974
3,0E+06

2,5E+06

2,0E+06

Area

1,5E+06
1,0E+06
5,0E+05

0,0E+00
0 50 100 150

CoQ10 (ppm)
Figura 2. Recta de calibracién de la CoQ10 en HPLC

3. Resultados y discusion

El cultivo de Rhizobium radiobacter se realiz6 en un caldo de cultivo acuoso vy,
debido que el solanesol es soluble en grasas y solventes organicos, se buscé aumentar
la disponibilidad del solanesol para las bacterias en suspension. En ensayos
preliminares se hicieron pruebas agregando solanesol disuelto en hexano, y agregando
una formulacion de particulas sélidas generadas con secado por spray con CO.. En el
primer caso, la fase organica con solanesol se mantuvo separada de la fase acuosa y
no hubo aumento de la produccion de CoQ10. En el segundo caso, las particulas no
llegaban a disolverse y tampoco hubo aumento de la produccion de CoQ10,
probablemente, la temperatura de cultivo utilizada (32 °C) haya sido muy baja para poder
provocar una correcta disolucion de las particulas. Los resultados de estos experimentos
no se presentan en este trabajo. Luego de estos ensayos preliminares, se eligio utilizar
la emulsion O/W que se prepard para el secado por spray para disolver el solanesol en
el caldo de cultivo acuoso. Este procedimiento es considerablemente mas sencillo y
econdémico gue otros presentados en la bibliografia. Por ejemplo, Zhong et al. [19]
disuelve dos precursores de la CoQ10, solanesol y acido p-hidroxibenzoico en una
mezcla con alcohol isopropilico y luego le agrega las células de los microorganismos
previamente cultivada. Este proceso se realiza en un sistema bifasico y solo logra
aumentar 1,5 veces la produccion de CoQ10 en comparacion al cultivo control.

La extraccién de la CoQ10 se realizé con el método propuesto por Wu y Tsai [32]

guienes compararon distintos métodos de ruptura de células para recuperar la CoQ10
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como: ruptura con enzimas, ruptura térmica, ruptura quimica y ruptura mecénica.
Obteniendo el méximo rendimiento con el uso de CelLyctic B.

En la Tabla 2 se presentan 5 ensayos realizados por duplicado, el ensayo control
corresponde al caldo de cultivo sin agregados, los ensayos 2 y 3 corresponden al caldo
de cultivo al cual se le agregaron 10 y 15 mL respectivamente de la solucion de N-Lok,
sin solanesol -para descartar que el aumento de la produccién de CoQ10 se deba a este
componente- y por Ultimo los ensayos 4 y 5 corresponden al agregado de 10 y 15 mL
de la emulsién de N-lok con una concentracion de solanesol de 3 pg/mL de solucion.

En las Figuras 3 y 4 puede observarse que el agregado de N-lok sin solanesol no
provocé ningun cambio en la producciéon de CoQ10, ni en el crecimiento celular, por lo
gue no aporta nutrientes para las bacterias. En las mismas, también se observa que una
muy pequefia cantidad de solanesol (30 pg) provocé un aumento de la produccion
especifica de CoQ10 de 9 y 11 veces en los ensayos a 96 y 122 h de cultivo
respectivamente. Si consideramos el aumento de la cantidad de CoQ10 producida por
litro de solucién, el valor obtenido es 17 y 21 veces mayor en las muestras 4 y 5 que su
correspondiente muestra control. La cantidad de CoQ10 producida en los ensayos con
10 y 15 mL de N-lok y solanesol es similar para los ensayos a 96 y 122 h, como asi
también el crecimiento celular que, probablemente, se haya encontrado en un punto
maximo para la dosificacion de esta emulsién de solanesol. Un dato interesante es que
la biomasa de células aument6 solo 1,8 veces, entre los ensayos 4 y 5 versus el control.
Por lo tanto, se podria decir que el aumento de la produccién especifica de CoQ10 es
muy importante.

Ha et al. [29] observaron en el cultivo de esta bacteria que cuando se consumia
toda la sacarosa del caldo de cultivo ocurria una disminucion de la tasa de crecimiento
celular, de la produccion de CoQ10 y un aumento de la produccion de subproductos del
crecimiento celular como los exopolisacaridos. Al reponer la cantidad original de
sacarosa cada 12 h se logré aumentar la cantidad especifica de CoQ10 desde 320 mg/L
hasta 638 mg/L y el crecimiento celular desde 48,4 g/L hasta 67,7 mg/L.

Por ultimo, en la Figura 5, se presentan los cromatogramas obtenidos por HPLC de
la muestra control y de la muestra con la mayor produccion especifica de CoQ10
(muestra 5). Se observa que el area de la CoQ10, relativa a los demas componentes es

considerablemente mayor en el cromatograma de la muestra 5.
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Tabla 2. Ensayos de cultivo de Rhizobium rodobacter con solanesol

CoQ10 (mg/g

Ensayos DCW (g/L) CoQ10 (mg/L) DCW) Incremento
M1  Control 96 h 7,300 +1,626 0,716 +0,026 0,101 +0,026 1
M2  Control + 10 mL N-lok 7,375 +0,176 0,729 +0,012 0,099 +0,001 1
M3  Control + 15 mL N-lok 7,650 + 0,494 0,739 +0,045 0,097 +0,012 1
M4  Control + 10 mL N-lok + 30 pg solanesol 96 h 13,200 +0,141 12,523 +1,335 0,948 + 0,091 9
M5  Control + 10 mL N-lok + 30 ug solanesol 120 h 13,775 +1,025 15,240 + 4,553 1,097 +0,249 11
M6  Control + 15 mL N-lok + 45 ug solanesol 96 h 7,650 + 0,495 5,165 + 0,577 0,673 =0,032 7
16,0 1,6
DCW (gr/L) CoQ10 (mg/DCW)
14,0 14
12,0 1,2
10,0 1,0
8,0 0,8
6,0 0,6
4,0 0,4
2,0 0,2
0,0 O’O [ [ it
Control 96 Nlok 10 mL Nlok 15 mL Nlok 10 mL Nlok 10 mL Nlok 15 mL Control 96 Nlok 10 mL -Nlok 15 mL - Nlok 10 mL Nlok 10 mL Nlok 15 mL
hs -96h -96h + Solanesol + Solanesol + Solanesol hs 96 h 96 h + Solanesol + Solanesol + Solanesol
-96h -120h -96h -96h -120h -96h

Figura 3. Aumento de la concentracion celular en el cultivo de Rhizobium sp. Figura 4. Produccion especifica de CoQ10 en el cultivo de Rhizobium

sp.
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Figura 5. Cromatogramas HPLC. Muestra 1 control (arriba) Muestra 5 (abajo)

Uno de los aspectos mas importantes que se puede observar en las Figuras 3 y 4,
particularmente en los ensayos a 96 y 120 h, es que ademas de haber un aumento de
la cantidad especifica de CoQ10 por parte de las bacterias, también se observa un
aumento del crecimiento celular al pasar de 96 a 120 h de cultivo. Para la muestra de
96 h y con agregado de 10 mL de N-Lok con solanesol la cantidad de células es similar
al cultivo sin solanesol pero con mayor produccion especifica de CoQ10. Ha et al. [31]
estudiaron la influencia de la temperatura, el pH, las fuente de nitrégeno y de carbono y
el oxigeno disuelto en el cultivo de esta misma bacteria y todas estas variables tienen
impacto en la produccion de CoQ10. Por esta razén, ensayos mas profundos son
necesarios para optimizar la produccion de CoQ10 con solanesol del tabaco virginia
COMO precursor.

De los resultados de la tabla 2, se puede observar que el error en las muestras con
mayor contenido de CoQ10 es mayor en comparacion con las muestras control que
tienen muy poco error. Wu y Tsai [32] observaron que, si bien el método de extraccién
con enzimas es el de mayor rendimiento, tiene poca reproducibilidad y esto se podria
deber a la baja estabilidad de las enzimas. Este método de extraccion de la CoQ10 no
es recomendable para escalas mas grandes debido a su costo. Bule y Singhal [33]
compararon la extraccion de CoQ10 con hexano y CO,SC desde una biomasa de

Pseudomonas diminuta y obtuvieron el 100% con hexano y el 96,2% con CO>SC usando
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etanol como solvente. Presentandose la extraccién con CO.SC como una buena opcién
para la extraccién de este principio activo.
4. Conclusiones.

Como se expresoé en el punto 1, el presente trabajo tiene como objetivo utilizar el
extracto obtenido desde scrap de tabaco Virginia con CO: supercritico para comprobar
su eficacia como precursor de la CoQ10. Con los resultados obtenidos, se pudo
comprobar el uso del solanesol como precursor por medio del cultivo de Rhizobium
radiobacter. Ademas:

e Se logré6 aumentar la produccion especifica de CoQ10 en un factor de 11
veces la concentracion en el cultivo control.
e Con una simple y econdmica emulsion O/W se logr6 disolver el precursor
lipofilico solanesol, haciéndolo soluble en el caldo de cultivo acuoso.
e Se descartd que el aumento de la produccion especifica de CoQ10 sea
consecuencia del almidon modificado para la emulsién.
Para futuros trabajos podria trabajarse en aumentar el crecimiento celular (optimizando
el medio de cultivo), realizar dosificaciones periddicas del precursor durante el cultivo

cada 8 h y optimizar la concentracion del solanesol en la emulsién.
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Conclusiones

Las aportaciones de este trabajo pueden contribuir a la transformacion del sistema

productivo lineal actual de la industria tabacalera del noroeste argentino hacia un nuevo

sistema productivo que se enmarca de mejor manera en el concepto de economia

circular. ¢De qué manera?, valorizando los residuos utilizandolos como materia prima,

generando nuevos recursos econémicos, nuevos productos y apertura a nuevos

mercados y generando nuevas fuentes de empleo. Los resultados de los estudios

realizados en esta tesis se pueden concretar en las siguientes conclusiones.

1.

Los subproductos o residuos de la industria de transformado del tabaco aportan
35000 t por afio biomasa. En el Capitulo | se detallan las particularidades sobre el
scrap y los palos. Estos subproductos aportan compuestos activos como el
solanesaol, y la nicotina que se han podido valorizar mediante una tecnologia limpia
como es la extraccion con CO,SC. Ademas, el scrap contiene compuestos
extraibles como 22 % de azucares libres, 11,2 % de proteinas, 9,79 % de celulosa,
2,47 % kg de hemicelulosa y 6 % de lignina. Compuestos que se pueden separar
mediante tecnologias limpias como es la extraccion con agua, y el subproducto
generado fraccionar con una tecnologia limpia como es la hidrdélisis en ASC

Resaltar, el impacto econémico y social que tiene este cultivo en esta region por la
cantidad de mano de obra directa e indirecta que emplea (21.389 cultivadores,
50.000 empleados directos y 500.000 empleados indirectos) y la cantidad de
recursos econémicos que aporta al estado por impuestos hacen que el posible
aporte de los resultados de este trabajo a la sostenibilidad de esta actividad tenga

un alto potencial.

2. La extraccion supercritica del scrap ha permitido obtener un extracto enriquecido en

solanesol y nicotina. Que se pude fraccionar mediante una extraccién liquido-liquido con

éter y etanol para obtener dos corrientes enriquecidas en cada uno de estos

compuestos.

e La presion es la variable de operacién que permite operar con altas densidades
de COg, y fraccionar el extracto en funcién de la diferencia de solubilidad en el
CO; del solanesol y la nicotina. EI mayor rendimiento en nicotina (2,10 g de
nicotina/kg de biomasa) se obtuvo a la mayor presion de operacion 37 MPa y
58°C, y el mayor rendimiento en solanesol (33,33 g de solanesol/kg de materia

prima) se obtuvo a una presion de 15 MPa y 40°C.
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Estos resultados permiten proponer una extraccion a alta presion seguida de una
despresurizacion en dos etapas, recuperandose en cada etapa fracciones ricas
en nicotina y solanesol.

El modelado fenomenoldgico del proceso de extraccién ha permitido obtener los
perfiles de concentracién en el extractor y su variacion con el tiempo. Informacién
necesaria para plantear el escalado a un extractor industrial. Asi como

determinar que la solubilidad es la etapa controlante del proceso.

En el proceso de extraccion liquido-liquido del extracto crudo, se obtuvieron dos
fracciones de productos: una fraccion de éter que contiene el 91% del solanesol
extraido y una fraccion alcohdlica que contiene el 75% de la nicotina. Ambos
solventes organicos se retiraron, guedando solanesol en estado sélido y nicotina

disuelta en la fase acuosa.

3. El subproducto que queda luego de la extracciéon con CO,SC es una biomasa con

alta concentracion de extractivos, proteinas, celulosa, hemicelulosa y lignina. Su

valorizacién se pude realizar con un pretratamiento para separar las fracciones solubles

en agua como extractivos, y la fraccién de proteinas.. En este trabajo no se realiz6 este

pretratamiento por lo que la fraccion liquida de la hidrolisis presenta concentraciones

mas altas de &cidos y otros productos de reacciones secundarias. De esta etapa se

pude concluir:

Los resultados muestran las limitaciones a la transferencia del agua a través de
la particula. Las particulas de hasta 500 um presentan una disminucion en los
productos de hidrolisis de los azlcares, solo un 2,1 % de aldehidos y 20,8 % de
acidos, con un tiempo de 170 milisegundos y con una transformacién de
azucares estructurales del 49%.

Las altas concentraciones de acidos y otros productos de hidrolisis en el efluente
liquido se deben a que no se ha sometido a la biomasa a un proceso previo de
separacion de extractivos y proteinas. Compuestos que estan en
concentraciones elevadas y sus productos de hidrolisis estan presentes junto al

los productos de hidrolisis de los carbohidratos estructurales.

4. El solanesol producido en la etapa de fraccionamiento del extracto se ha utilizado con

éxito en el proceso de fermentacion para la obtencién de CoQ10. La encapsulacion del

solanesol en N-Lok ® permiti6 mejorar su solubilidad en el caldo de cultivo de las
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bacterias de Rhizobium radiobacter, y aumentar la produccion especifica de CoQ10 en

un factor de 11 veces la concentracién en el cultivo control.

5. Las aportaciones de esta tesis permiten proponer una biorrefineria en cascada para

valorizar de una forma eficaz los subproductos de la industria de transformado del

tabaco, con las siguientes etapas: Con una base de célculo de 1000 kg de scrap tal

como sale de los centros de acopio (base humeda).

Etapa de extraccion con CO,SC para obtener principios activos como solanesol
y nicotina. Por cada tonelada de scrap, se obtienen 12,1 kg de solanesol y 0,4
kg de nicotina. El solanesol se propone su uso para mejora el proceso de
produccion de CoQ10, y la nicotina tiene su mercado para industria farmacéutica.
El subproducto de este proceso es la biomasa lignocelulgsica libre de los
extraibles con CO; sin degradacion, ni cambios en la composicion estructural.
Por cada tonelada de scrap, se obtienen aproximadamente 980 kg de este

subproducto (scrap libre de extraibles con COy)

Etapa de extraccién con agua caliente. Debido al alto porcentaje de azucares
libres y otros carbohidratos como pectinas y proteinas en la fraccion de extraibles
se propone que su uso directo como para alimentar un proceso de fermentacion.
Permitiria obtener hasta una fraccion liquida con 573 kg de extraibles por cada

tonelada de scrap en base humeda.

Etapa de extraccion de proteinas. La concentracion de proteinas en el scrap
permitiria su separacion, y posterior valorizacién, obteniéndose hasta 112 kg por

tonelada de scrap original

Etapa de hidrdlisis ultra rapida en ASC. Las etapas de extraccion acuosa y de
proteinas generara un subproducto con una composicion de 47 % de celulosa,
11,8 % hemicelulosa, 28,8 % lignina y 12,3 % de cenizas. Esta fraccion se utiliza
como alimentacion de un proceso de hidrolisis ultra rapida en ASC. Este proceso
permite obtener, desde 322 kg de una biomasa libre de extraibles y proteinas,
un efluente liquido con una composicién de azucares, del 49 %, ademas de

acidos y aldehidos. Se puede valorizar mediante un proceso de fermentacion.

137



138



Anexo

139



140



Anexo

1. Planta Piloto de Extraccidn con CO2SC de la Universidad Catdlica de Salta

En el afio 2007, comencé a trabajar como técnico en un proyecto de
investigacion de la Universidad Catdlica de Salta que tenia como objetivo la construccién
de una planta piloto de extraccion con CO; supercritico para la obtencion de oleorresina
de pimentén. El armado de esta planta piloto tuvo una serie de particularidades que
permitieron abaratar los costos de construccion. Por ejemplo, el extractor, el tanque
buffer y el separador fueron donados por la empresa Aceros Zapla S.A. (ex
Fabricaciones Militares de la Nacion Argentina), siendo fabricado con los restos de un
cafion de un tanque militar. EI material de este extractor es un acero SAE 4340 vy su
cuerpo esta formado por un tubo sin costura de 30 mm de espesor. Ademas, se utilizd
una bomba neumética a piston para presurizar el CO, desde el tanque buffer al extractor.
Este tipo de bombas, si bien no son la opcidn mas eficiente, tienen un costo del orden
de una décima parte de una bomba a diafragma.

En la Figura 1 se puede observar la primera version de la planta piloto que puse
en marcha por primera vez en el afio 2008. La presion maxima de trabajo era de 50
MPa y 80 °C. La planta contaba con un extractor de 5 L y un separador de 2,5 L ambos
calefaccionados por resistencias eléctricas; un tanque buffer de 25 L con un sistema de
enfriamiento para condensar el CO,, y una bomba neumatica a piston Haskel. Su
funcionamiento era integramente manual y no contaba con caudalimetro, pero extraia
oleorresina de pimentdén que era su funcion. Hasta ese momento, en Argentina solo
existia una planta de extraccién con CO- supercritico en la Universidad Nacional de Rio
Cuarto a cargo del Ing. Alejandro Ambrogi. Una vez que la planta piloto fue puesta en
funcionamiento, el Ing. Alejandro Ambrogi se hizo cargo de la direccién de la planta 'y de
los inicios de mi formacion en investigacion.

Cuatro afilos mas tarde, y como mi trabajo final de la carrera de Ingenieria
Industrial, pude hacer un redisefio y mejoras en la planta piloto con financiamiento de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Catdélica de Salta. Inaugurandose el laboratorio
de Fluidos Supercriticos en el afio 2012. En la Figura 2 se puede observar una imagen
del aspecto actual de la planta. Entre las mejoras realizadas se puede mencionar: la
instalacion de un medidor de caudal masico tipo Coriolis, el reemplazo del tanque buffer
de acero 4340 por un nuevo tanque de acero inoxidable con una camisa de refrigeracion
por agua, el reemplazo del separador, también de acero 4340 por uno de acero
inoxidable, la instalacién de un sistema de enfriamiento de agua y un redisefio de las

cafierias para minimizar el uso de uniones.
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Desde la creacion de este laboratorio, se prestaron servicios a terceros para la
extraccion de diversas matrices vegetales, de biomasa de bacterias y se hicieron
pruebas con biomateriales. Ademas, se utilizé la planta para la formacion de alumnos y
elaboracion de otros trabajos finales de ingenieria.

Figura 1. Primera version de la planta piloto de extraccion con CO2SC
de la Universidad Catolica de Salta

Figura 2. Segunda version de la planta piloto de extraccion con CO2SC
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2. Extraccion de Oleorresina de pimentén

El cultivo de pimiento para pimenton esa una de las llamadas economias
regionales del noroeste argentino.. En el afio 2009, el 65 % de la produccion argentina
se realizé en Salta y el resto en las provincias de Catamarca y Tucuméan. La mayoria de
los productores tienen menos de 5 hectareas de produccion y la produccion es baja
(1100 kg/ha) en comparacion con otros paises como Peru que son exportadores (3.000
a 6.000 kg/ha). Por otra parte, uno de los parametros de la calidad del pimiento para
pimentdn es el color que se mide en grados ASTA, y el pimenton de esta region apenas

llega al minimo que son 70 grados ASTA.

El objetivo del primero proyecto que financié la construccion de la planta piloto
era darle valor agregado al pimentén cultivado en esta region extrayendo la oleorresina
con este proceso. Debido a la baja calidad de la materia prima, la oleorresina extraida
no fue de interés para los potenciales compradores que se contactaron. Sin embargo,
las pruebas fueron Utiles para evaluar el desempefio de la planta piloto y optimizar su

funcionamiento.

En la Figura 3 se muestra una de las curvas de extraccion de oleorresina (OR)
de pimentdn con los datos experimentales y los datos obtenidos con el simulador
desarrollado en la Universidad de Valladolid, que se encuentra descripto en el Capitulo

Il de esta tesis.
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Figura 3. Curva de extraccion de OR de pimentén (25 MPa 'y 55 °C).
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La extraccion se llevé a cabo con 1 kg del pimenton seco y molido, a una presion
de 25 MPa y 55 °C y con un caudal de CO; de 10 kg/h. El tamafio de particula de la
materia prima fue de 450 um. y la humedad del 10 %. El contenido de OR original se
determiné mediante una extraccion Soxhlet obteniéndose un valor de 0,1 g OR/g Materia

Prima.

En la Figura 4 se muestra uno de los gréficos que aporta el simulador arriba
mencionado, en él se puede ver la concentracion del extracto en el liquido a lo largo del
lecho. En esta figura se puede observar, por ejemplo, que a los 120 minutos se ha
extraido el 80 % del contenido de OR de la materia prima y que la concentracién de
extracto en el extremo superior del cartucho es de aproximadamente el 0,001 kg/m?y
en el extremo inferior es cero. Esta situacion puede observarse mejor en la Figura 5,
donde se muestras 3 imagenes con el estado del lecho del cartucho luego de la
extraccion. La imagen 1 muestra la parte inferior del cartucho donde se ve claramente
gue el pimenton ha perdido todo su color, la imagen 2 muestra la parte superior donde
todavia queda un resto de color por extraer y la imagen 3 muestra el aspecto del lecho
completo. En trabajos anteriores se determin6é que un tamafio de particula muy fino
(menor que 150 um) genera un efecto negativo en la cinética de la extraccion debido a
una compactacién del lecho. El uso de esta materia prima es una buena oportunidad

para usarlo en capacitaciones de extraccion con CO- supercritico.
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Figura 4. Concentracion del Extracto a lo largo del lecho (z) en funcion del tiempo

144



Anexo

24/04/2009

Figura 5. Aspecto del lecho de pimentén luego de una extraccion.
1. Parte superior. 2. Parte inferior. 3. Lecho completo.

3. Conclusiones

La planta piloto de la Universidad Catdlica de Salta fue construida por el autor de
este trabajo y se mantiene funcionando hasta el dia de hoy. Se armé una primera version
en el afio 2008 y un redisefio en el afio 2012 que mejor6 considerablemente su
desempefio.

Esta planta es una fuente genuina de generacién de conocimiento y una
herramienta muy util para generar relaciones con el medio en el que esta inserta la
Universidad. Al prestar servicios y posibilidades de incorporacion de valor agregado a
distintos sectores productivos que hoy no lo tienen. Ademas de ser un proceso
sustentable y amigable con el medio ambiente.
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Los fluidos supercriticos como CO- y H20, para la extraccion de principios activos
y para la hidrolisis de biomasas lignocelulésicas respectivamente, se presentan como la
mejor opciodn para un futuro cercano en un contexto en el que se busca que los procesos

sean sustentables y amigables con el medio ambiente.

Los resultados de este trabajo dejan abiertas una serie de posibilidades para

futuros trabajos utilizando estos procesos con fluidos supercriticos como:

e Extraccion con CO; y purificacion de otros componentes de interés como
rutina, escualeno, vitamina E, etc. Si bien, estan en bajos porcentajes, se
podria formular algin producto con fines cosméticos con el extracto
supercritico de tabaco. El alto volumen de biomasa disponible
anualmente mejora las posibilidades de obtener una cantidad econémica

de un producto de alto valor.

e Estudio de una etapa previa a la hidrélisis donde se separe y aisle la
fraccion proteica del tabaco. Debido a la calidad de sus proteinas como

potencial uso alimenticio humano o animal.

e Debido al alto contenido de extraibles en agua, se puede estudiar y
evaluar de una extraccion acuosa de la biomasa de tabaco, como

pretratamiento de la hidrolisis.

e Evaluacion de fermentaciones de los productos de hidrélisis para la

obtencion de bioetanol. Utilizando levaduras que metabolicen C-5y C-6.

e Ampliacion de los experimentos de biosintesis de CoQ1l0 usando

solanesol como precursor. Optimizacion de las condiciones de cultivo.

e Extraccion supercritica de la CoQ10 desde la biomasa de bacterias a

escala piloto.

e Evaluacion de la factibilidad econdmica de instalar una pequefa
biorrefineria con fluidos supercriticos en el mismo lugar donde se generan

los subproductos.
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Summary

The tobacco production of Argentina is concentrated in the northern provinces of
the country, due to the favorable climatic conditions. The provinces of Salta and Jujuy
together produce an average of 70,000 tn/year of tobacco leaf, which generates 35,000
tn of by-products or residues. In this work, research is contributed to develop a
sustainable biorefinery using the by-products of the tobacco industry, employing
supercritical fluids such as CO; and H,O as solvents and reaction media. Itis proposed
to add value to the by-products, expanding the current value chain and contributing to

the sustainability of this important industry in the provinces of Northwest Argentina.
Among the advantages identified to valorize these by-products are:

- The chemical composition, high yield of biomass in kg/ha

- High level of knowledge in the agricultural cultivation

- Abundant research background in alternative uses to the existing one

- Economy of scale in the industrial production

- Access to by-products and waste in high volumes centralized in collection

centers, which favors the homogeneity and accessibility of the product.

This report presents the characteristics of the by-products generated in the tobacco
processing industry, to be used as raw material in a biorefinery. This work provides the
experimental results that demonstrate the viability of the extraction of solanesol and
nicotine from the byproducts obtained in the processing of tobacco leaves, with
supercritical CO, (SCCO,). The effect of the operation variables (pressure, temperature,
extraction time) were analyzed and a phenomenological model of the extraction was

applied to obtain the solubility and mass transfer coefficients.

The results show that different conditions are required depending on the purpose of
the extraction: low pressure (15 MPa) to increase the yield of the extracts in solanesol,
and high pressure (37 MPa) to promote nicotine extraction, while the model results
indicate that the best results were obtained under conditions where the extraction was
controlled by the solubility (rather than mass transfer). These results provide the
necessary information for the valorization of the extractive compounds in SCCO, from

the waste produced by the tobacco industry.

The by-product obtained from the extraction stage with SCCO., still contains valuable
fractions: close to 60% of water-soluble compounds, such as glucose, fructose and
sucrose, pectins and others. In addition to 10% protein, 10% cellulose, 6% lignin, 10%
moisture and in lesser proportion hemicellulose and ash. The scrap of the tobacco plant

coming from the extraction stage with SCCO., has been treated in a hydrolysis process
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with supercritical water (SCW) at both laboratory and pilot plant scale. The operating
conditions included temperatures between 374-400°C, pressures of 25MPa and reaction
times below 1s . The results show that the controlling stage of this process is the mass
transfer. Thus, the lab scale plant was operated using a particle size of 150 um and a
reaction time of 170ms. Given the increased surface area the sugars degradation in
SCW is fast which results in a high concentration of hydrolysis products, aldehydes
42.4% and acid 35.2%. On the other hand, at the pilot plant the bigger particles (up to
500 um) present greater resistance to SCW attack resulting in a higher concentration of
sugars (49,1%) and a much lower concentration of aldehydes (2.1%) and acids

(20.8%). This pilot plant was operated using a reaction time of 180 ms.

The last chapter of this thesis is dedicated to study an application of the solanesol
obtained from tobacco scrap by supercritical extraction in chapter 2. Specifically, its use
as a precursor in a Rhizobium radio bacteria culture in order to obtain CoQ10. Here, the
Solanesol extract is first encapsulated in N-Lok, forming an emulsion that facilitates its
dissolution in the culture medium. The results show that the production of CoQ10 is 10-

fold larger than that obtained in the control.

The results obtained allow us to propose a cascade biorefinery concept. In a first
stage, the fraction of reducing sugars can be obtained by water extraction for a
subsequent fermentation stage. The remnant concentration of proteins is appropriate for
their use. Finally, the remaining residue can be fractionated by a hydrolysis process in

SCW. This effluent can be recovered by fermentation.
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