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Resumen

En la presente investigacion se determiné la composicion quimica de arboles de Pinus
radiata (D.Don) de diferentes categorias de edad, para lo cual se utilizé un método de
hidrélisis con acido trifluoroacético (TFA). Se encontraron diferencias significativas en la
composicion quimica asociadas a la edad. Los valores obtenidos son necesarios para
determinar la factibilidad de utilizar este recurso biomasico, a edades en que los
contenidos de azucares resultan tanto cuantitativamente, como cualitativamente favorables
para producir biocombustibles.

Palabras claves: Hidrodlisis acida, TFA, Azucares de la madera, Pinus radiata,
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Abstract

Relationship between tree age and chemical composition for Pinus radiata grown in
Chile and their importance for the production of bioethanol. This investigation
determined the chemical composition of Pinus radiata trees of different age classes. In
order to achieve this, a hydrolysis with trifluoroacetic acid method was used. Significant
differences in chemical composition associated with age were found. The values obtained
are necessary in order to determine the feasibility of utilising this biomass resource at ages
where sugar content is both quantitatively and qualitatively favourable for the production of
biofuels.
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En los ultimos 25 afios ha habido un gran interés en el potencial de producir etanol a partir de
biomasa y utilizarlo como combustible (Saddler y Gregg, 1998). La produccién de biomasa en el
mundo ha sido estimada en mas de 170 billones de toneladas al afio, con 70% en los bosques,
convirtiendo al material lignocelulésico en el componente mas importante de este recurso (Skog y
Rosen, 1997). En la madera cerca del 50% lo constituye la celulosa, razén por la cual se considera
la principal fuente de materia prima para la obtencion de etanol. Otros polisacaridos presentes en
la madera son las hemicelulosas, que estdn en menor proporcion (20-25%) y también pueden ser
utilizados en el proceso de obtencion de bioetanol (Goldstein, 1992); los analisis econémicos han
mostrado que el éxito en los procesos de conversion de material lignoceluldsico a bio-combustibles
esta determinado por la utilizacion efectiva de todos los componentes quimicos (Lee y Caskey,
1983; Galbe y Zacchi, 2002).

INTRODUCCION

Previo a la implementacion de un proyecto de produccion de bioetanol a gran escala, es necesario
conocer la composicidon quimica de la materia prima (Schaffeld, 1994; Jonhson et al 2000) y en el
caso de que se desee utilizar un recurso renovable y quimicamente heterogéneo como la madera
se requiere considerar los diversos factores que determinan la abundancia, tanto cuantitativa como
cualitativa, de los componentes quimicos que se desean utilizar (Baeza y Freer, 2001). En el caso
especifico del uso del material lignocelulésico para la obtencién de bioetanol, es ademas
importante considerar la composicién de los azucares, debido a que solo las hexosas son
facilmente fermentables, mientras que las pentosas requieren el uso de microorganismos
genéticamente modificados (Wyman, 2001).

Entre los factores que se deben considerar estan la especie forestal, la edad del arbol, la seleccion
genética, la regién geografica donde éste crece y las practicas silviculturales a las que se ven
sometidas las plantaciones forestales (Fengel y Wegener, 1979).

Este estudio tiene como objetivo cuantificar la composicién quimica de la madera de P. radiata en
arboles de diferentes edades, utilizando un método modificado de hidrdlisis con &cido trifluoracético
(TFA).

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Las muestras de madera se recolectaron en plantaciones de P. radiata en el sector de San Pedro
de la Paz, Concepcién, Chile (VIIl Regién), se realizé una seleccion de rodales por categorias de
edad (1-3, 4-6, 7-10, 11-15, 16-20, 21-25, 26-30 y mas de 30 afos). Se escogieron al azar 3
arboles en cada uno de los rodales, de cada uno de los arboles se extrajo una galleta de madera a
la altura del diametro (1,30 m).

Tratamientos de las muestras

Las galletas se dejaron secando al aire por un periodo de un mes y medio, luego se astillaron y
posteriormente se molieron, para lo cual se empleé un molino Retsch SM1. Las muestras se
tamizaron a un tamafo de particula menor de 0,35 mm (45 mesh) y superior a 0,25 mm (60 mesh),
de acuerdo a la norma Tappi 204 om-88. El material se colocé en bolsas de polietileno, selladas al
vacio para evitar que la madera ganara humedad o se contaminara con hongos, finalmente se
almacend a temperatura ambiente para su posterior analisis quimico.
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Determinacion del porcentaje de extraibles en la madera

A cada una de las muestras se les determin6 el contenido de humedad en una termobalanza, de
acuerdo a la norma Tappi 264 om-97. La madera se extrajo en un sistema soxhlet por 5 horas, con
un reciclado de solvente de 6 veces por hora, utilizando 150 ml de una mezcla de etanol tolueno en
una proporcion 1:2 (v/v). Después de la extraccion con etanol tolueno, la muestra de madera se
filtr6 en un embudo Blichner con vacio para remover el exceso de solvente y se lavé con etanol
para remover el tolueno. La muestra se colocdé nuevamente en el aparato soxhlet y se extrajo con
150 ml de etanol, repitiéndose el mismo procedimiento sefalado anteriormente. Nuevamente se
transfirié la muestra al embudo Blchner para remover el exceso de solvente con vacio, tanto el
dedal de extraccion como la muestra se lavaron con agua destilada para remover el etanol. Se
coloco la muestra en un erlenmeyer de 1000 ml, se le agregd 500 ml de agua destilada, se calent6
en un bafio de agua por 1 hora, posteriormente se filtré6 en un embudo Blichner y se lavé con
abundante agua destilada. La muestra de madera extraida fue secada al aire por varios dias,
removiéndola con una espatula para que el secado fuera homogéneo y luego se almacend en una
bolsa de polietileno, sellada al vacio para su posterior analisis. Ambos extractos organicos se
mezclaron en un balén de 250 ml y el solvente se removié parcialmente en un rotavapor, luego se
transfirid a un balén de 50 ml previamente tarado; se eliminé el solvente hasta sequedad. El
residuo se colocd en una estufa durante 1 hora a 105 £ 3 °C, finalmente se dejdé enfriar en un
desecador y se pesé con una precisién de 0.0001 g. Se realizé un blanco evaporando 150 ml de
solvente en un balén tarado, después se pesoé el residuo con una precision de 0.0001 g. El peso
del extracto fue corregido con el blanco por diferencia de peso.

Método de hidrélisis

Se implementé un método de hidrdlisis con acido trifluoroacético (TFA); este acido es un buen
solvente de la celulosa, sin embargo, este tipo de hidrolisis debe ser optimizada dependiendo del
material con el que se esta trabajando (Fengel y Wegener, 1979). Se coloc6 100 mg de madera
libre de extraibles en contacto con 8,1 ml de TFA concentrado durante 12 horas a temperatura
ambiente. En la primera etapa de hidrdlisis se dejo la solucion en reflujo a 97 °C durante 1 hora. En
la segunda etapa de hidrdlisis se diluyd el TFA al 80% y se refluyé a 97 °C por 15 minutos,
después se diluyd el TFA al 30% y se dej6 en reflujo a 97 °C por 2 horas. Se diluy6 el TFA al 6% y
se autoclavo a 100 °C por dos horas, completada la fase de hidrdlisis, el hidrolizado se separé del
residuo (lignina) a través de un crisol con tamafo de poro 4 previamente tarado. El hidrolizado fue
colocado en un balén y se evapord el TFA en rotavapor. Se adiciond agua al balén con el
hidrolizado y se rotavapored varias veces, hasta alcanzar un pH de 4. El residuo de azlcares se
disolvié en 4 ml de agua y se analizé por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

Analisis estadistico

Para los analisis quimicos de las muestras de diferentes categorias de edad se trabajé con 8
edades diferentes, se conté con 3 arboles para cada una de ellas. Los analisis se realizaron en
triplicado. Se procedié a hacer una un analisis de varianza, a través de una regresion lineal
cuadratica, con un nivel de confianza del 95%, para cada uno de los componentes quimicos de la
madera y asi identificar si existen diferencias significativas; se tomé como poblacién para el analisis
las 24 muestras (3 arboles de cada una de las 8 categorias de edad).

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion quimica de la madera

En el cuadro 1 se muestra la proporciéon de los componentes quimicos de la madera, obtenidos en
arboles de P. radiata de diferentes categorias de edad.
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Cuadro 1. Proporcion de celulosa, hemicelulosa, lignina (TFA) y extraibles obtenidos en arboles de
Pinus radiata de diferentes categorias de edad.

Categoria de edad Celulosa Hemicelulosas Lignina Extraibles

(anos) (%)

1-3 31,05 25,99 38,96 4,65

4-6 31,76 24,15 38,81 2,08
7-10 37,83 24,26 32,46 2,53
11-15 41,52 21,41 31,16 1,85
16 — 20 41,48 21,73 29,39 1,74
21-25 42,51 22,90 30,36 2,00
26 -30 40,51 25,01 33,76 2,68

>30 36,36 23,49 34,89 2,56

* Sin incluir acidos glucoroénicos ni grupos acetilo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la proporcion de celulosa aumentd desde la
categoria de edad de 1 a 3 afos (31,05%) a la de 21 a 25 afios (42,51%), disminuyendo en las
categorias siguientes (40,51% y 36,36% respectivamente). Por su parte el porcentaje de
hemicelulosa disminuy6 desde las edades mas jovenes (1 a 3 afios), hasta las edades intermedias
(16 a 20 afos), aumentando nuevamente en las categorias de 21 a 25 afos y 26 a 30 afios. El
porcentaje de hemicelulosa obtenido no incluye a los grupos acetilo, ni a los acidos glucorénicos.

La proporcién de lignina disminuy6 desde la categoria de edad de 1 a 3 afos (38,96%) a la de 21 a
25 afos (30,36%), para aumentar nuevamente en las categorias posteriores: Se observé una
relacién inversa entre el porcentaje de celulosa y lignina en las diferentes categorias de edad.

El porcentaje de extraibles obtenido disminuy6 desde la categoria de 1 a 3 afios (4,65%) a la de 16
a 20 anos (16 a 20 afios), aumentando en las edades subsiguientes; su comportamiento fue similar
al mostrado por la proporcién de hemicelulosas en las diferentes categorias de edad.

Proporcion de azucares
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Los resultados obtenidos muestran que la 50
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45% en la categoria de mas de 30 afios Figura 1. Porcentaje de glucosa encontrado en
(Figura 1) arboles de Pinus radiata de diferentes categorias

de edad, a través del método de hidrolisis con TFA
optimizado.

Estos valores son congruentes con lo reportado por la literatura; la madera juvenil contiene menos
glucosa que la madera adulta (Saka, 2001). Asi mismo, se ha encontrado mayor cantidad de
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Figura 2. Porcentaje de xilosa encontrado en
arboles de Pinus radiata de diferentes categorias
de edad, a través del método de hidrdlisis con TFA
optimizado.

El porcentaje de xilosa tiende a ser mayor en las categorias de edad mas jovenes, esto se debe a
que en la madera juvenil se presenta mayor cantidad de ésta en comparacion con la madera adulta
(Saka, 2001). En la categoria de edad de 1-3 afios se registré una proporcion de xilosa cercana a
8%, ésta disminuyd a 4,5% en las categorias de edad intermedias (alrededor de los 15 afios), para
finalmente ser alrededor de 4% en las edades adultas (mas de 30 afios).
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Figura 3. Porcentaje de galactosa encontrado en
arboles de Pinus radiata de diferentes categorias
de edad, a través del método de hidrdlisis con TFA
optimizado.

Se observa que la cantidad de galactosa tiende a disminuir de 1 hasta los 15 afios, pasando de 6%
a 2,6%, para luego incrementar nuevamente, alcanzando cerca de 4,5% a los 30 afos. A la edad
de 1 y 5 afios se obtuvieron valores de galactosa de 10% y 8% respectivamente, porcentajes que
son asociados a la alta concentracion de madera juvenil que se encuentra en arboles de estas
categorias de edad (Saka, 2001).

3
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encuentra presente en la madera de P.
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Figura 4. Porcentaje de arabinosa encontrado en
arboles de Pinus radiata de diferentes categorias
de edad, a través del método de hidrdlisis con TFA
optimizado.
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La distribucién del porcentaje de arabinosa en las diferentes categorias de edad, es similar a la
mostrada por la galactosa, se da una disminucién en su proporcion desde las edades mas jovenes,
hasta los 15 afios (2% y 1% respectivamente); para posteriormente incrementar en las edades
adultas (1,3%).
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La manosa es el segundo azucar en . '
importancia dada su proporcién en la madera '
de P. radiata, en la Figura 5 se muestra los
porcentajes encontrados en las diferentes
categorias de edad analizadas.
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Figura 5. Porcentaje de manosa encontrado en
arboles de Pinus radiata de diferentes categorias
de edad, a través del método de hidrdlisis con TFA
optimizado.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la proporcion de manosa en la madera de
P. radiata tiende a aumentar conforme el arbol pasa de la edad juvenil a la adulta, esto se debe a
dos razones principales: la madera juvenil presenta menor porcentaje de manosa en comparacién
con la madera adulta, ademas los arboles de categorias de edad inferiores tienen mayor
porcentaje de madera de compresion en relacion con la proporcion de madera normal y la madera
de compresion se caracteriza por presentar menor cantidad de manosa que la madera normal
(Saka, 2001).

En los arboles analizados, se obtuvo que la proporcion de manosa aumenta de 9,5% en la
categoria de edad 1 a 3 afos, hasta alrededor de 14,5 % en la categoria 26 a 30 afos,
posteriormente tiende a disminuir en los arboles de mas de 30 afios.

En el cuadro 2 se muestran los valores promedio de la proporcion de azucares encontrados en
muestras de madera de P. radiata de diferentes categorias de edad.

Cuadro 2. Proporcion de azucares encontradas en muestras de madera de Pinus radiata de
diferentes categorias de edad.

Categoria de edad Azucares (%)

(afios) Glucosa Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa
1-3 37,21 7,69 7,01 2,20 9,48
4-6 38,39 6,03 5,82 1,17 10,87
7-10 45,46 5,46 4,88 1,37 11,99

11-15 49,63 4,40 2,67 1,08 12,25

16— 20 49,48 4,72 3,25 1,04 11,87

21-25 51,19 3,33 3,19 1,18 13,87

26 - 30 49,14 3,64 4,43 1,26 14,44

>30 43,99 3,92 4,39 1,33 12,89
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Analisis estadistico

En el cuadro 3 se resumen los analisis de varianza realizados para cada uno de los componentes
quimicos de la madera.

Cuadro 3. Analisis de varianza para los componentes quimicos de la madera de Pinus radiata, de
diferentes categorias de edad.

. Fuente de Suma de Cuadrado
Parametro N gl N Valor F Valor —p

variacion Cuadrados medio

Regresion 2 388,399 194,200 22,493 0,000
Celulosa Residuo 21 181,309 8,634

Hemicelulosa Regresion 2 32,879 16,439 9,521 0,001
Residuo 21 36,261 1,727

Lignina Regresion 2 229,984 114,992 14,840 0,000
9 Residuo 21 162,721 7,749

Extraibles Regresion 2 12,498 6,249 15,729 0,000
Residuo 21 8,343 0,397

Glucosa Regresion 2 552,806 276,403 24,671 0,000
Residuo 21 235,276 11,204

Xilosa Regresion 2 41,616 20,808 55,469 0,000
Residuo 21 7,878 0,375

Galactosa Regresion 2 40,622 20,311 10,359 0,001
Residuo 21 41,177 1,961

Arabinosa Regresion 2 2,001 1,000 14,734 0,000
Residuo 21 1,426 0,068

Manosa Regresion 2 42,782 21,391 13,252 0,000
Residuo 21 33,898 1,614

El analisis de varianza realizado, muestra que hay diferencia significativa asociada a la edad en
todos los componentes quimicos de la madera (Cuadro 3).

CONCLUSION

La composicién quimica de la madera de P. radiata presenta variaciones asociadas con la edad de
los arboles, estas variaciones son estadisticamente significativas, las cuales junto con las
diferencias encontradas entre arboles de una misma edad, muestran la variabilidad existente en la
proporcién de los componentes quimicos de la madera. Estas variaciones en la composicion
quimica de la madera deben ser tomadas en cuenta para la seleccién del material éptimo para
producir bioetanol, el cual debe presentar baja proporcion de lignina, alta concentracion de
azucares, principalmente de hexosas, debido a que son facilmente fermentables; ademas dicho
material debe provenir de categorias de edad relativamente jévenes, dado que el éxito de producir
etanol a partir de material lignocelulésico, depende de la factibilidad de establecer turnos de
cosecha de corta rotacion.
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