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Resumen

Este trabajo se enmarca en un proyecto cuyo
objetivo es  desarrollar un método de
fraccionamiento para separar el bio-oil producido en
la pirdlisis de biomasa en fracciones mas
homogéneas respecto a tamafio molecular y
polaridad. Para ello se han utilizado las técnicas de
Cromatografia Liquida Flash y Cromatografia en
Capa Fina aplicadas a compuestos fendlicos
presentes habitualmente en el bio-oil.

Introduccion y objetivos

En los ultimos afios, el interés por el desarrollo y
aplicacion de materiales derivados de fuentes
renovables ha  experimentado un notable
crecimiento. En este contexto, el bio-oil obtenido a
través del proceso de pirolisis de biomasa se ha
convertido en una alternativa prometedora debido a
su potencial como materia prima para la obtencion
de biocombustibles y diversos productos quimicos
de valor afiadido [1]. Se debe resaltar que el bio-oil
es una mezcla altamente compleja de compuestos
organicos clasificados, como son aldehidos, cetonas,
acidos, furanos, fenoles, metoxifenoles, azlicares y
oligomeros; debido a su complejidad en cuanto a
pesos moleculares y a la combinacion de
funcionalidades quimicas es necesario comprender
su composicién quimica y encontrar métodos
efectivos de fraccionamiento y separacion de sus
componentes [2,3].

El objetivo de este estudio es investigar el
fraccionamiento y la separacion de los compuestos
presentes en un bio-oil lignoceluldsico para obtener
fracciones mas homogéneas en cuanto a peso
molecular y polaridad, utilizando para ello técnicas
de Cromatografia Liquida Flash y Cromatografia en
Capa Fina (TLC). Se busca obtener fracciones de
bio-oil enriquecidas en compuestos especificos, que
puedan ser refinadas posteriormente mediante
hidrodesoxigenacion catalitica de una forma mas
eficaz.

Materiales y Métodos

Materiales

Se utilizd6 bio-oil proveniente de la empresa
holandesa Biomass Techonology Group (BTG) que,
inicialmente, fue fraccionado en 4 subfracciones
mediante el procedimiento de extracciones
sucesivas con agua y diclorometano: (i) soluble en
agua y soluble en diclorometano (SA _SDCM), (ii)
insoluble en agua y soluble en diclorometano
(IA_SDCM), (iii) soluble en agua e insoluble en
diclorometano (SA_IDCM), (iv) insoluble en agua e
insoluble en diclorometano (IA_ISDCM) [4].

En las pruebas de TLC se trabajé con varios
disolventes y mezclas de ellos (ciclohexano,
hexano, tolueno, diclorometano, tetrahidrofurano,
acetato de etilo, isopropanol, acetona, acetonitrilo,
metanol, acetato de isopropilo), utilizando placas de
gel de silice con indicador fluorescente UV.

La Cromatografia Liquida Flash se realiz6 en un
equipo Interchim Puriflash 5.150 con detector de
UV. Para la separacion por tamafio (GPC: Gel/
Permeation Chromatography) se utilizd una
columna de 50 cm de longitud rellena con resina
Bio-Beads SX3 (BioRad), mientras que para la
separacion por polaridad se utilizaron columnas
esféricas tipo SI-HP (25 G) de 15 pum (presion de 22
bar).

Procedimiento experimental

En una primera etapa, la investigacion se centrd en
la separacion por peso molecular de los compuestos
organicos presentes en la fraccion SA SDCM
mediante Cromatografia Liquida Flash, utilizando el
equipo Interchim Puriflash 5.150 con una columna
de 50 cm de longitud rellena con resina Bio-Beads
SX3 (BioRad) y equilibrada en diclorometano
(DCM). De esta manera se logro separar la fraccion
SA SDCM del bio-oil en 3 subfracciones: (i)
compuestos con PM del orden de trimeros, (ii)
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compuestos con PM del orden de dimeros y (iii)
monomeros [4]. Paralelamente, se analizo la
fraccion SA SDCM mediante la técnica de
cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC/MS) para determinar los compuestos volatiles,
que en su mayoria resultaron ser fenoles
monomeéricos [4].

Basado en el estudio anterior, se seleccionaron
como patrones 10 de los compuestos fenodlicos
mayoritarios detectados por GC/MS (Tabla 1) para
realizar pruebas iniciales de separacion por
polaridad.

Para la separacion de los fenoles segtin su polaridad,
fue necesario realizar un analisis de Cromatografia
en Capa Fina (TLC) para determinar las mejores
condiciones relativas a la combinacion de
disolventes y perfiles de gradiente de eluyente a
utilizar en el equipo de Cromatografia Liquida
Flash. Estas pruebas permitieron determinar los
factores de retencion (Rf) de cada uno de los
compuestos patron (Tabla 1), necesarios para
establecer el posterior método de separacion en la
columna de silice.

Teniendo en cuenta los resultados de los analisis de
TLC, los compuestos fenolicos fueron divididos en
dos grupos (A y P) segiin su Rf. Con esta
clasificacion, se prepararon dos mezclas de fenoles
en DCM, cada una de ellas con los compuestos
clasificados como A 6 P, respectivamente. Cada una
de estas mezclas se separ6 posteriormente en
subfracciones de acuerdo con su polaridad mediante
Cromatografia Liquida Flash en una columna de
silice, en la que se utilizo6 el gradiente de disolventes
optimo establecido en base los analisis de TLC. El
método utilizado para la separacion se obtuvo
mediante el software TLC fto Flash & Prep, que, en
funciéon de los disolventes y valores de Rf
obtenidos, ofrece una curva de alimentacidn en
volimenes de columna o tiempo, aumentando la
polaridad de la fase movil progresivamente.

Las subfracciones fenolicas separadas de acuerdo
con su polaridad se analizaron por GC/MS con la
finalidad de identificar cada uno de los compuestos
y corroborar que el orden de elucién era el esperado
segun el analisis TLC y los valores de Rf obtenidos.

Resultados y discusion

En la Figura 1 se muestra la separacion por
Cromatografia Liquida Flash de la fraccion
SA SDCM del bio-oil en las 3 subfracciones

mencionadas anteriormente de acuerdo con su
tamafio molecular: PM=trimeros, PM~dimeros y
monoémeros. Especificamente, en la Figura 1 (a) se
observan los picos de los cromatogramas
correspondientes a los patrones elegidos para acotar
el tiempo de elucion en funcion del tamafio
molecular y separar asi el bio-oil en diferentes
subfracciones . En la Figura 1 (b) se muestra el
cromatograma y la separacion de la fraccion
SA_SDCM del bio-oil segin los tiempos de elucion
establecidos.

Por otro lado, mediante el analisis de TLC se
selecciono6 la mezcla de diclorometano-acetonitrilo
en la proporcion 98 wt.% DCM - 2 ACN wt.%
como la mas adecuada para la separacion de los
compuestos fendlicos elegidos como compuestos
patron, ya que es necesario utilizar un disolvente
con cierta polaridad para lograr arrastrar los
compuestos que podrian quedar retenidos en la
columna de silice, que también presenta cierta
polaridad. La mayoria de los Rf obtenidos para los
compuestos fenolicos con esta mezcla de
disolventes se encontraban en el intervalo dptimo
para la posterior separacion en columna (Rf=0.08-
0.4) (Tabla 1)(Figura 2).

Respecto a la separacion por polaridad de las
mezclas A y P en la columna de silice, en la Figura
3 (a) se puede observar la separacion de los
compuestos fenolicos pertenecientes al grupo P en 5
subfracciones (P1, P2, P3, P4, P5). Segtn el analisis
GC/MS de estas subfracciones se pudo identificar
que P1 corresponde al compuesto fenol, P2 a 3-
metilcatecol, P3 a catecol, P4 a vanilina y P5 al
apocinina. El orden de elucion de estos compuestos
no fue el esperado de acuerdo con sus valores de Rf,
lo que indica la existencia de alguna posible
interaccion entre ellos que afecta al proceso de
separacion. La separacion de los compuestos
fendlicos pertenecientes al grupo A se muestra en la
Figura 3 (b), y se puede observar una clara
separacion en 2 subfracciones (Al y A2). Tras la
caracterizacion GC/MS, se identificd que la fraccion
Al contiene los compuestos derivados del guaiacol
(guaiacol, 5-metilguaiacol y eugenol), mientras que
A2 contiene p-cresol y 3-etilfenol. En este caso, el
orden de elucion de los compuestos si que fue el
esperado de acuerdo con los valores de Rf
obtenidos.

Se concluye, por tanto, que el método seleccionado
con la mezcla de disolventes diclorometano-
acetonitrilo (98-2 wt.%) es adecuado para separar
individualmente los compuestos de menor Rf
agrupados en la mezcla P. En el caso de la mezcla A
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de fenoles, se ha conseguido separar en dos
subfracciones, una que contiene el grupo metoxi
(A1) y otra que no lo contiene (A2).

Conclusiones

El estudio realizado contribuye al conocimiento
cientifico sobre el fraccionamiento y separacion de
compuestos presentes en el bio-oil, asi como a la
comprension de las propiedades y aplicaciones de
las fracciones resultantes. Ademas, los resultados
obtenidos podrian tener implicaciones importantes
en el desarrollo de nuevos materiales y productos
quimicos derivados de fuentes renovables,
promoviendo la sostenibilidad y la reducciéon del
impacto ambiental en determinadas areas de la
industria quimica.
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FIGURAS Y TABLAS

Tabla 1. Compuestos fenoélicos utilizados y factores de
retencion (Rf) obtenidos en TLC con dos disolventes.

Grupo 11:; Compuesto Rf DCM R(fgg glzv/lt-A.,/Co;\l

1 p-cresol 0.27 0.4

4 Guaiacol 0.47 0.52

A 5 Fenol, 3-etil 0.3 0.38
11 Eugenol 0.54 0.54

40 Guaiacol, 5-metil 0.42 0.56

3 Fenol 0.26 0.39

7 Catecol 0.11 0.15

P 13 Vanilina 02 0.27
14 Apocinina 0.16 0.23

35 Catecol, 3-metil 0.12 0.19

Figura 1. Cromatografia Liquida Flash: a) Separacion de
compuestos modelo con diferente PM para establecer
intervalos de tiempos de elucion; b) Separacion de la
fraccion SA_SDCM del bio-oil en 3 subfracciones de

diferente PM: PM~trimeros, PM~dimeros y monémeros.
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Figura 2. Placa de TLC con el analisis de los diferentes
compuestos fenolicos y mezcla de disolventes
diclorometano-acetonitrilo (98-2 wt. %).

S— b)

3 A2

Time [HH-mm; !

Figura 3. Cromatografia Liquida Flash: Separacion de las
mezclas de fenoles por polaridad: a) Grupo P de fenoles y
b) Grupo A de fenoles.
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