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1. RESUMEN/ABSTRACT

En este trabajo se ha realizado un estudio experimental para la obtencion
de arabinoxilanos (AX), compuestos con propiedades prebidticas, a partir de
bagazo de cerveza (BSQG). Este proceso consta de una etapa de lavado de BSG,
pretratamiento mediante molienda, extraccion alcalina con NaOH asistida
mediante tecnologia microondas y separacion de los arabinoxilanos por
precipitacion con etanol.

El objetivo de este trabajo es optimizar mediante un diseno experimental
(Diseno Central Compuesto) la etapa de extraccion a escala de laboratorio. Las
condiciones 6ptimas de operacion obtenidasson 172°Cy 0,38M NaOH con una
recuperacion de arabinoxilanos de 52,6%.

El estudio de viabilidad econémica para una planta piloto de 40kg/h de BSG
humedo establece un coste total de la planta de 0,5 millones € con un tiempo
de recuperacion de la inversion de 4 anos, un VAN de 1 millon € y un TIR de
23,9%, indicadores de que la planta es rentable econémicamente.

Palabras clave: arabinoxilanos (AX), bagazo de cerveza (BSG), extraccion,
microondas, Diseno Central Compuesto.

An experimental study about the insulation of a prebiotic compound called
arabinoxylan (AX) from brewer’s spent grain (BSG) has been done in this final
project. This process is divided in several steps which are: BSG washing, a
pretreatment by BSG grinding, an alkaline extraction with NaOH assisted by
microwave technology and an AX separation by ethanol precipitation.

The main purpose of this study is to optimize the extraction step bya Central
Composite Design. The optimum operating conditions are 172°C, 0,38 M NaOH
and provide 52,59% AX recuperation.

A viability economic made to a demonstration plant which has a flow of
40kg/h wet BSG sets up the cost of the plant in 0,5 million €, recovered in four
years. VAN is 1 million € and TIR is 23,9% which proves that itis an affordable
investment.

Key words: arabinoxylan (AX), brewer's spent grain (BSG), extraction,
microwave, Central Composite Design.
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Siglas
AX- Arabinoxilanos.
WEAX- Water Extractable Arabinoxylans (arabinoxilanos extraibles con agua).

WUAX- Water Unextractable Arabinoxylans (Water Unextractable Arabinoxilans.
(arabinoxilanos no extraibles con agua)

AXOS- arabinoxioligosacaridos.

BSG- bagazo de cerveza (Brewer Spent Grain).
X-Xilosa.

A-Arabinosa.

Xil- B-D-xilopiranosil.

Arab- o-L-arabinofuranosil.

MAE- Microwave-Assisted Extraction.

US- Extraccion con ultrasonidos.

HA- Hidrdlisis acida.

TOC- Total Organic Carbon (Carbono Organico total).

HMF-5-hidroximetilfurfural.
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2. INTRODUCCION

En este proyecto se aborda el estudio experimental del proceso de
obtencion de arabinoxilanos (AX) a partir del bagazo de cerveza (BSG). El
bagazo de cerveza es un subproducto industrial del proceso de produccion de
la cerveza susceptible de valoracion. Los AX son unos de los compuestos
mayoritarios con un gran potencial debidoa que ejercen una serie de beneficios
sobre la salud humana.

2.1 ARABINOXILANOS

Los arabinoxilanos fueron identificados por primera vez por Hoffman y
Gorner en 1927, y fueron descritos como una goma viscosa presente en la
harina de trigo. El AX es un componente de la hemicelulosa que se encuentra
en la pared celular de las plantas, incluidas la madera y los granos de los
cereales. Junto con las microfibras de celulosa, forman una matriz con la que
ayudan a mantener la integridad de la pared celular. (Bastos et al., 2018). La
mayoria de la pared celular de los granos del cereal esta formada por fibra
insoluble y son divididas en celulosa, que es totalmente insoluble en agua y
hemicelulosas, que son parcialmente solubles. (Holmsten, 2018).

Los granos de cereal contienen entre 5y 15% de su peso en masa (seco)
de pared celular, y esta formada mayoritariamente por polisacaridos no
almidonados. De este porcentaje, los AX representan el mayor porcentaje de
composicion. (Mandalari et al., 2005).

Las estructuras moleculares de los AX determinan sus propiedades fisicas
como solubilidad en agua, viscosidad y sus funciones fisiolégicas en el tracto
gastrointestinal. (lzydorczyk & Dexter, 2008). Se clasifican en dos tipos,
extraibles en agua (WEAX) o no extraibles en agua (WUAX) dependiendo de su
solubilidad (Bastos et al., 2018).

Los AX tienen importancia entre los compontes de la fibra dietética debido
a que tienen propiedades funcionales, tecnolégicas y nutricionales. Estas
funciones tales como efecto prebidtico y antioxidante, producen efectos
beneficiosos para la salud al ingerirlos. (Ciudad-Mulero, 2017). Son [lamados
prebidticos los compuestos que no son digeridos por el cuerpo, pero afectan de
forma beneficiosa estimulando el crecimiento y actividad de determinadas
bacterias que viven en el colon, mejorando asi la salud del ser humano.
(Grootaert, Verstraete, & Van de Wiele, 2007).
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El desarrollo y mejora de la extraccion de estos compuestos garantiza la
obtencion de recuperaciones mas altas de AX 'y un uso eficiente del material
lignoceluldsica procedente de los subproductos de los cereales (Bastos et al.,
2018).

2.1.1 COMPOSICION Y ESTRUCTURA

Dependiendo del grano de cereal de origen, se distingue una variacion en
la estructura molecular de los arabinoxilanos. Como se observa en la Figura
2.1, los AX estan formados por xilosa y arabinosa en forma ciclica: una cadena
lineal principal de B-D-xylopiranosil (Xyl) unidos por enlaces glucosidicos (1 —
4) a o-L-arabinofuranosil (Arab). (lzydorczyk & Dexter, 2008). Muchos estudios
han demostrado que las distintas estructuras de los AX muestran diferentes
actividades biologicas, por lo que existe una fuerte correlacion entre la
estructura molecular que siguen y estas. Como consecuencia, se pueden
encontrar cuatro tipos de patrones de sustitucion: insustituido, monosustituido
en el C-2, monosustituido en el C-3 o disustituido en C-2,3. (Chen et al., 2019).
Grado de sustitucion, o ratio de contenido es el término que indica el nimero
de unidades de arabinosa esta unido a la cadena principal de xilosa, puede
indicarse como la relacion arabinosa-xilosa (A/X), esto es, el grado de
ramificacion en la cadena polimérica. (Morales Otega et al., 2013). En los
cereales, el ratio A/X suele variar entre los valores de 0.3 a 1.1 (Bastos et al.,
2018).

Ara"

Ara =

HO OH

Figura 2.1-Estructura molecular del polimero de arabinoxilanos. (Holmsten, 2018)

Los acidos hidroxicinamicos, como el acido ferulico, cumarico y sinapico se
encuentran unidos al residuo arabinofuranosil a través de enlaces éster con el
grupo hidréxido 5-OH de la arabinosa. Los arabinoxilanos que lo contienen se
denominan arabinoxilanos ferulados. En la Figura 2.2 se observa como es la
union del acido ferdlico al grupo de arabinosa mediante el enlace éster (Chen
et al., 2019). El acido ferulico tiene un papel muy importante en la propiedad
antioxidante de los AX (lzydorczyk & Dexter, 2008).
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Figura 2.2- Estructura quimica de unafraccion de AX ferulado (Morales Otega et al., 2013).

Como se ha descrito anteriormente, los AX se clasifican en funcion de su
solubilidad en: WEAX y WUAX. Los WEAX son extraibles a temperatura
ambiente, y los WUAX se deben extraer mediante otro tratamiento, como el
alcalino. También se diferencian en que los WUAX tienen un mayor peso
molecular y también mayor cantidad de cadenas laterales. En los cereales, los
WEAX se encuentran en el endospermo y los WUAX se distribuyen en la capa
aleurona y en el pericarpio (Morales Otega et al., 2013). Los AX insustituidos
son practicamente insolubles debido a los fuertes enlaces de hidrogeno que
ocurren intra e intermolecularmente. A medida que el residuo de arabinosa
aumenta en la cadena, el polisacarido comienza a ser mas soluble debido al
hecho de quelos enlaces de hidrégeno se van restringiendo. (Chen et al., 2019)

Los polisacaridos se pueden degradar mediante hidrélisis enzimatica por
enzimas como la arabinofuranosidasa y xilanasa, dando lugar oligosacaridos,
gue son pequenas cadenas llamadas arabinoxiloligosacaridos (AXOS). Los
AXOS tienen potencial como prebidticos con un gran rango de aplicaciones en
alimentos y laindustria farmacéutica, ya que son digeridos por las bacterias del
intestino dando lugar a cadenas cortas de acidos grasos (SFDA) y otros
metabolitos (Xiros & Christakopoulos, 2012).

2.1.2 PROPIEDADES

Propiedades fisicoquimicas de los arabinoxilanos.

Los AX han jugado un papel muy importante en el desarrollo de procesos
biotecnolégicos, que en estos Ultimos anos ha sido el interés de muchos
investigadores. Las propiedades principales de los AX son su solubilidad en
agua y viscosidad cuando se disuelven en esta. Debido a estas propiedades
fisicoquimicas, la influencia de los AX es importante en los procesos
biotecnolégicos como horneado de pan, elaboracion de cerveza, produccion de
glucosa por hidrolizacion o alimentacion animal (Rosicka-Kaczmarek,
Komisarczyk, Nebesny, & Makowski, 2016).
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Los AX solubles tienen muchas mas propiedades funcionales en
comparacion con los insolubles, como aumentar el contenido el agua vy
disminuirlos tiempos de digestion de los cerdos de forma que aumentay regula
su salud digestiva. También se ha demostrado que los AX aumentan la
viscosidad de las disoluciones in vitro, de este modo esa viscosidad puede
cambiar el metabolismo de lipidosy glucosa. (Chen et al., 2019) La viscosidad
depende también del peso molecular, donde los AX solubles tienen una masa
molecular de 10 a 10000 kDa mientras que los AX insolubles en agua exceden
los 10000 kDa. (Rosicka-Kaczmarek et al., 2016)

La viscosidad varia también dependiendo de la estructura. Asi, los AX
procedentes del salvado de trigo, en comparacion con el pan de centeno, tienen
muchas mas ramificaciones, el cual le proporciona una mayor viscosidad,
confirmando que el grado de ramificaciones en la cadena esta directamente
relacionado con la viscosidad. De forma similar, los AX con un alto peso
molecular, tienen mayor viscosidad. Ademas, el contenido de acido ferulico
contribuye a aumentar la viscosidad. Aparte de las propias caracteristicas
estructurales, una mayor concentracion de AX también incrementa la
viscosidad. (Chen et al., 2019)

Propiedades funcionales de los arabinoxilanos.

Existen varios estudios que confirman los efectos beneficiosos para los
seres humanos de los AX derivados del trigo, aunque se necesita una mayor
investigacion in vivo para confirmar dichos efectos (Holmsten, 2018).

o Interaccion de los AX con la flora intestinal: efecto prebidtico.

Un prebidtico es un alimento funcional, como la fibra dietética capaz de
modificar la composicion y actividad de la microbiota intestinal. (Holmsten,
2018).

Existen numerosos estudios que indican el impacto de los AX en la salud
humana. Los AX, que son los principales componentes de la fibra dietética
insoluble, no se digieren en el tracto intestinal, sino que son fermentados por
bacterias (Bifidobacterium)en el colon, dando lugar a cadenas cortas de acidos
grasos. (Rosicka-Kaczmarek et al.,, 2016). Los SCFA producen acetato,
propionato y butarato, que inhiben el crecimiento de organismos patégenos y
la formacion de productos de ruptura que son toéxicos (Bhat & Rose, 2019).
Dentro de los efectos positivos encontrados en los AX, se encuentran:
mitigacion del estrenimiento, reduccion del nivel de colesterol LDL en sangre,
disminucion de nivel de glucosa en sangre, reduccion de riesgo de desarrollar
tumores, particularmente cancer de colon, efecto antiinflamatorio e incrementa
la absorcion de minerales como calcio y magnesio.
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De modo que se ha confirmado que los AX y AXOS reducen la produccion
bacteriana de B-glucuronidasa y amonio en las heces, disminuyendo asi los
compuestos toxicos en el colon. (Ciudad-Mulero, 2017)

o Efecto de los arabinoxilanos en el metabolismo de lipidos.

A pesar de que se han hecho algunos experimentos con animales
demostrando que la suplementacion con arabinoxilanos cambia la expresion
genética en el higado o el tejido adiposo reduciendo la cantidad de lipidos
depositados en ellos, el mecanismo que lo realiza aln no queda esclarecido.
Se necesitan mas estudios para centrarse en la fraccion bioactiva de
arabinoxilanos que producen dicho cambio en la expresion genética y
determinar si la flora intestinal esta involucrada en dicho mecanismo. (Chen et
al., 2019)

o Efecto de los arabinoxilanos en el metabolismo de glucidos.

Se ha demostrado que los arabinoxilanos modifican la expresion genética
del metabolismo en glicidos, pero, como ocurre en el caso de los lipidos, el
mecanismo no esta claro. Es posible que las fracciones de arabinoxilanos
bioactivas cambien la expresion genética o que los arabinoxilanos modifiquen
la composicion de la flora intestinal produciendo la modulacion de la expresion
genética. Ademas, los AX tienen la capacidad de los arabinoxilanos para reducir
el nivel de glucosa en el plasma sanguineo ayudando a controlar enfermedades
como la diabetes. Este mecanismo descrito por Chen et al., 2019 puede ser
uno de ellos para explicar el cambio en la expresion genética.

o Efecto de los AX en el sistema inmunoldgico.

El estudio de Mendis, Leclerc, & Simsek, 2016 indica que los AX tienen
capacidad inmunomoduladora y ademas el sistema inmunolégico reconoce los
constituyentes de la fibra dietética. Varios estudios han determinado que la
actividad antitumoral de los AX es principalmente debido a sus capacidades
inmunoestimulatorias. Los AX incrementan la actividad de las células Ty B e
incrementa la respuesta inmunoldgica celular (M. Mendis & Simsek, 2014).

o Capacidad antioxidante de los AX.

La capacidad antioxidante de los AX esta relacionada con el total de
contenido ferulico que contiene, ya que se encuentra unido de forma covalente
al residuo de arabinosa. El acido ferilico de los AX implica capacidad
antioxidante, de forma que el contenido de compuestos ferulados en los AX es
el mayor factor para determinar su capacidad antioxidante (Chen et al., 2019).
Son compuestos que evitan la oxidacion de biomoléculas tales como lipidos,
proteinas o ADN, y lesion de tejidos (Ciudad-Mulero, 2017). Entre los acidos
feralicos, se pueden encontrar también di- y tri-, todos esterificados con
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arabinosa, siendo el tri-acido ferdlico el que tiene una mayor capacidad
antioxidante por tener mayores unidades de acido fertlico en cada molécula,
aumentando los hidrégenos donadores proporcionados por los grupos -
OH.(Chen et al., 2019).

2.1.3 APLICACIONES

El consumo de productos que contienen AX y AXOS tienen efectos
beneficiosos en la salud humana. Estos efectos beneficiosos se adaptan muy
bien a la actual tendencia en la dieta, es decir, un incremento del consumo y a
su vez el desarrollo de tecnologia para obtener alimentos con propiedades
beneficiosas mejoradas para la salud. (Rosicka-Kaczmarek et al., 2016)

La combinacion de las propiedades prebidticas y antioxidantes hacen a los
AXOS un interesante ingrediente en alimentos funcionales. Ademas, su
estabilidad a bajo pH y altas temperaturas y solubilidad en agua contribuyen a
aplicarlos como ingredientes en un gran rango de productos alimenticios
(Snelders et al., 2014).

Los AXtienen un efecto importante sobre las caracteristicas resultantes de
los productos obtenidos con esta materia prima. Debido a las propiedades
fisicoquimicas, los AX se derivaran a un distinto uso. Estas propiedades
dependen de las caracteristicas de los AX antes descritas: la estructura
molecular, el grado de sustitucion y relacion A/X. Estos polisacaridos adquieren
mucha importancia en los procesos biotecnologicos que se encuentran
relacionados con el procesamiento de cereales tales como horneado de pan,
produccion de cerveza, hidrolizado de glucosa y alimento para animales, y se
debe tener en cuenta como interfieren los AX en la calidad de los productos.

o Horneado de pan.

En cuanto al sector panadero, los AX tienen un gran impacto en el proceso
del horneado del pan. AhadirAX solubles en agua a la masa de trigo incrementa
el volumen de la masa del pan al hornearse, también tienen un impacto positivo
como conservante, manteniendo la humedad de la miga del pan y
disminuyendo la descomposicion del almidén por mas tiempo durante su
almacenamiento.

Ademas de modificar las propiedades fisicoquimicas del pan y mejorar su
calidad, anadir preparaciones especificas de AX ayuda a prevenir y tratar
enfermedades relacionadas con la dieta mencionadas anteriormente, como
reducir la glucosa en sangre, mejorando la salud en personas con diabetes de
tipo Il (Rosicka-Kaczmarek et al., 2016).

o Elaboracion de cerveza.
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La malta de cebada que se usa en la produccion de cerveza suele contener
entre 6 y 10% de AX. El contenido de AX en el grano de cebada depende de la
variedad de grano y también de las condiciones ambientales y su forma de
cultivo. Aunque la mayoria de los AXquedan en el BSG, hay una cantidad de AX
que acaban en el producto final. Los AX aportan los beneficios antes descritos
a la cerveza, pero también la gelifican y anaden turbidez (Rosicka-Kaczmarek
et al., 2016).

o Como ingrediente para alimentos funcionales.

Hoy en dia, el estilo de vida ajetreado afecta a la salud fisica y mental de
las personas, aumentando el riesgo de todo tipo de enfermedades incluyendo
gastrointestinales, de manera que la comida tiene un rol muy significativo en la
salud del intestino llegando a aliviar y mitigar los sintomas del estrés. Los
alimentos funcionales son aquellos que tienen propiedades que proveen y
mejoran la salud, ademas de tener un valor nutricional. Se anaden a las
comidas, de forma que quedan modificadas y enriquecidas para dar mayores
beneficios en la salud que una dieta normal. Los alimentos funcionales estan
enriquecidos con probidticos, prebidticos y simbidticos asi como de
componentes de plantas o animales que tienen la capacidad de mejorar la
salud y el bienestar (Bhat & Rose, 2019).

Se han encontrado aplicaciones de los AX como sustituyente de sacarosa
en la produccion de galletas, anadiendo ademas propiedades beneficiosas
para la salud humana incrementando el nivel de fibra de la galleta (Pareyt,
Goovaerts, Broekaert, & Delcour, 2011).

Actualmente los alimentos prebidticos también se venden en capsulas y en
polvo.

2.2 BAGAZO DE CERVEZA

Los subproductos resultantes de la agricultura e industria, como el salvado
de trigo o el bagazo de cerveza son ricos en polisacaridos celulésicos y no
celulésico. En la actualidad, el interés por conseguir la total utilizacion de
dichos subproductos estd aumentando con el fin de garantizar la viabilidad
econémica y medioambiental de las empresas. Fraccionar dichos subproductos
en sus componentes poliméricos y transformarlos en sus componentes
monomeéricos puede dar lugar a diversos caminos para explorar y la obtencion
de nuevos bioproductos. (Mandalari et al., 2005).

El bagazo de cerveza es un residuo soélido insoluble obtenido del proceso
de fabricacion de la cerveza. Representa el 85% de los subproductos
generados, siendo el mayor subproducto de la industria cervecera. A pesar de
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ser un producto facilmente aprovechable, el sector no le ha prestado atencion
de forma que se usa tradicionalmente de alimento para animales (lkram et al.,
2017).

2.2.1 PROCESO DE PRODUCCION

En las primeras etapas del proceso de produccion de la cerveza, la cebada
recogida de la cosecha se limpiay clasifica en tamanos. Se deja almacenada
por 4-6 semanas y después se somete a un proceso de malteado, que es un
proceso de germinacion el cual sirve para aumentar el contenido enzimatico
del grano.

En lafabrica de cerveza, la malta se muele yse mezcla con agua en untonel
macerador aumentando gradualmente su temperatura de 37 a 78°C, de forma
gue asi se promueve la hidrélisis enzimatica de los constituyentes de la malta,
mayoritariamente del almidén, pero también de otros componentes como las
proteinas, B-glucanosy AX de forma que se solubilizan en el agua sus productos
de ruptura. Durante el proceso de hidrodlisis, el almidon se convierte en
azlcares fermentables, (principalmente maltosa y maltotriosa) y azldcares no
fermentables (dextrinas), y las proteinas son degradadas a polipéptidos y
aminodacidos. Esta conversion enzimatica llamada maceracion produce un
liquidode sabor dulce llamado mosto. La parte insoluble, formada por la malta,
se asienta formando una cama en el macerador y se utiliza para filtrar el mosto.
El mosto filtrado se usa como medio de fermentacion para producir cerveza y
a la fraccion soélida residual resultante del grano de cebada malteado se le
denomina bagazo de cerveza (Mussatto, Dragone, & Roberto, 2006).
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P Steepin \ soluble star
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Figura 2.3 - Generacion de BSG durante el proceso de elaboracion industrial de la cerveza (Xiros &
Christakopoulos, 2012).
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2.2.2 DATOS DE PRODUCCION

El bagazo de cerveza (BSG) es el mayor subproducto de la industria
cervecera, abarcando el 85% de los subproductos generados. (Ikram et al.,
2017) (Buffington, 2014). EI BSG representa el 31% del peso de malta inicial y
se obtienen 20 kg de BSG por cada 100 litros de cerveza producida. El BSG se
encuentra en el mercado a precio muy bajo (Mussatto et al., 2006). En 2018,
se produjeron 23.756.952 hL de cerveza, que equivalen a 475.179 toneladas
de BSG. En el primer trimestre de 2019 se han consumido 755.1646 hL de
cerveza, siendo el BSG producido de 151.932 toneladas (Las & Asociadas,
2019).

En la Unidn Europea se producen anualmente 3,4 millones de toneladas de
bagazo de cerveza. A pesar de su gran volumen de produccion, el sector no le
ha prestado atencion a este subproducto de forma que se ha usado
tradicionalmente como alimento de animales. En los dltimos anos, el BSG ha
ido ganando la atencion para el consumo humano debido a sus componentes
bioactivos y sus efectos beneficiosos para la salud. (Ikram et al., 2017).

Uno de los problemas que tiene este residuo es su compleja composicion,
su gran contenido en humedad (aproximadamente el 75%), que provocan
problemas en su almacenaje y transporte. Debido a esta humedad, se lo
considera un material de desecho debido a que esta aumenta el riesgo de
descomposicion microbiolégica. (lkram et al., 2017). Para evitar estos
problemas, se suele utilizar el secado (liofilizacion y secado en horno) como
método de conservacion del bagazo de cerveza (Cruz, 2018).

2.2.3 COMPOSICION

El bagazo de cerveza esta compuesto mayoritariamente por la cascara del
grano, y pequenas fracciones de pericarpio y del recubrimiento de la semilla
(Bastos et al., 2018), compuesto por lignina, celulosa, hemicelulosa, lipidosy
proteinas. EI BSG es un material lignocelulésico ya que la celulosa (un
homopolimero formado por unidades de glucosa), hemicelulosa y lignina (una
macromolécula de polifenoles) forman casi el 50% en peso del BSG.

En general, la composicion del BSG depende del grano de cereal inicial.
Como se indica en la Figura 2.4, se puede ver la media de AX que contienen
distintos tipos de granos de cereal (en base seca). La cebada contiene un 5%
de AX en el grano completo, un 18% en el salvado, un 15% en la paja, un 3%
en la harina y un 20% en la cascara (Bastos et al., 2018). También varia en
funcion de la variedad de cebada, la temporada de cosecha, las condiciones
de malteado y macerado, y la calidad y tipo de productos anadidos al proceso
de fabricacion de la cerveza (Mussatto et al., 2006).
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Figura 2.4 - Contenido medio de AX totales en granos enteros de distintos tipos de cereales (Bastos et
al., 2018).

El BSG esta compuesto entre 15-26,2% de proteinas y 70% de fibras, las
cuales se dividen en celulosa (entre 15,5 y25% w/w), hemicelulosas (28 a 35%
w/w)y lignina (aproximadamente 28% w/w), también puede contener lipidosy
cenizas. (lkram et al., 2017). Los principales componentes de los tejidos
fibrosos son arabinoxilanos, lignina y celulosa. En concentraciones mucho
menores, en el BSG también se encuentran minerales, vitaminas y
aminoacidos (Mussatto et al., 2006).

En la Tabla 2.1, se presentan los datos de composicion del BSG obtenidos
de diferentes estudios.

Tabla 2.1 - Composicion de BSG en distintos estudios (Ikram et al., 2017).

Peso de los componentes en g/kg base seca

Celulosa Hemicelulosa

Proteinas Cenizas Lignina (glucosa) (xilosa) (Arabinosa) Estudio realizado por:

153 46 278 168 199 85 Mussato et al., 2006
240 24 118 254 ND ND Kanauchi et al., 2001
246 12 217 219 206 90 Carvalheiro et al., 2004
ND 46 169 253 ND ND Silva et al., 2004

247 42 194 217 136 56 Moreira et al.,, 2013

ND: No determinado en el estudio.

2.2.4 APLICACIONES

Los subproductos lignocelulésicos (madera, paja, materiales agricolas e
industriales) son el material organico mas abundante de la tierra, siendo
aproximadamente el 50% de la biomasa con una produccion mundial de
1x1010 Mt. (Buffington, 2014).
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Las grandes cantidades de grano usado y el incremento en la valoracion de
residuos organicos y bioeconomia circular, han impulsado el interés en
desarrollar nuevos caminos de valorizacion como una alternativa al tradicional
uso como alimentacion animal. El grano usado BSG tiene un alto contenido en
recursos nutritivos, por lo que puede ser usado como materia prima en distintos
tipos de industriacomo alimento de ganado, quimicos, industria farmacéutica
y biofuel (Spjelkavik, Karlijn, Taylor, Bolwig, & Mark, 2019).

En la tabla 2.2 quedan recogidas las principales aplicaciones del BSG:

Tabla 2.2 - Aplicaciones del BSG.

Producto Uso del BSG Estudio:
Es un ingrediente excelente para el alimento Mussato
Alimento para de animales como rumiantes, aves, cerdos vy Dra one’ &
animales pescado debido a que proporciona proteinas, gone,
. , i . Roberto, 2006
fibra y energia mediante suingesta.
El BSG es uningrediente que, afiadido en bajas
concentraciones, mejora las propiedades
sensoriales como el sabor y las nutricionales al
. , ; . Mussato,
tener alto contenido en proteinas vy fibra, bajo
s . L . Dragone, &
Nutricion contenido caldrico, capacidad alta de
. ) . Roberto, 2006
humana absorcion en agua, contiene minerales como

Ca, P, Fe, Cu, Zny Mg y facil de mezclar. Debido
a esto se ha anadido como ingrediente de:
harina para hornear pan (5% a 10%), pasta,
salchichas y snack de fritura.

Ikram et al., 2017

., El BSG se usa para producir energia por Mussato,
Produccion de ., .
enereia combustién directa o se fermenta para Dragone, &
8 producir biogas. Roberto, 2006
., , Mussato,
Produccion de  Se hacen bloques de carbén secando el BSG
carbon con un poder calorificode 27 MJ/k Dragone, &
P & Roberto, 2006
Al ser un material formado mayoritariamente
. . . Mussato,
Componente de por fibra y poco contenido de cenizas, el BSG Dragone &
bricks se usa para fabricar bricks, pudiendo sustituir gone,
] ] Roberto, 2006
al serrin, aumenta su porosidad.
., El BSG se utiliza para la produccion de Mussato,
Fabricacién de .
pel productos de papel como tarjetas, papel para Dragone, &
pap secarse 0 posavasos. Roberto, 2006
Debido a su poder adsorbente, se utiliza para
adsorber distintos tipos de componentes como Mussato,
Adsorbente compuestos organicos volatiles de gases Dragone, &

residuales. También adsorbe cadmio y plomo
de soluciones acuosas.

Roberto, 2006
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Se usa como sustrato para cultivo de Mussato,

Procesos . . .,
biotecnol deicos microorganismos y sustrato para produccién Dragone, &
g enzimas debido a su alto valor nutricional. Roberto, 2006
Mussato,

Obtencién de  Produccion de AX, compuestos fendlicos, xilitol

D , &
bioproductos vy arabitol. ragone

Roberto, 2006

2.3 OBTENCION DE ARABINOXILANOS A
PARTIR DEL BAGAZO DE CERVEZA

Como ha sido descrito anteriormente, el BSG contiene componentes de
interés que deben extraerse para poder aprovechar sus distintas aplicaciones.
Este trabajo centra su atencion en la recuperacion de los AX contenidos en el
BSG para su uso como prebidtico en alimentos o suplementos alimentarios.

Como se aprecia en la Figura 2.5, el proceso de obtencion de AX se puede
dividiren tres etapas, una de pretratamiento, otra de extraccion de la materia
prima (BSG), seguido de una etapa de separacion y purificacion del extracto
para obtener el compuesto de interés (AX).

SEPARACION/ PRODUCTO
BSG PRETRATAMIENTO EXTRACCION PURIFICACION CONALTO
CONTENIDO

ENAX

Figura 2.5 - Diagrama de bloques de las principales etapas en la obtencion de AX a partir de BSG.

Antes de la etapa de pretratamiento, se incluyen otras operaciones unitarias
como son el secado y el lavado del BSG (acondicionamiento de BSG).

Secado previo

El bagazo, cuyo contenido en agua esta entre 70-80%, se somete a un
proceso de secado hasta lograr un contenido de humedad del 10-12%
necesario para para evitar su deterioro. Este secado puede ser realizado
mediante diferentes técnicas como secado con tambor rotatorio, secado
mediante un flujo de vapor sobrecalentado, secado mediante separaciéon con
membranas con secado a vacio o secado en estufa (Skendi, Harasym, &
Galanakis, 2018).

Lavado previo
Antes de realizar este secado, se puede realizar un lavado previo del BSG
con agua destilada con el fin de eliminar los restos de glucosa procedentes del
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residuo de mosto, obtenido tras la etapa de maderacion en el proceso de
elaboracion de cerveza.

2.3.1 PRETRATAMIENTO

La etapa de pretratamiento tiene como objetivo modificar la estructura
lignocelulésica favoreciendo el acceso del disolvente a los AX durante la
posterior etapa de extraccion. Puede ser realizada mediante tratamientos
como molienda o la utilizacion de la tecnologia de ultrasonidos (US). Se ha
demostrado que el uso de cualquiera de estos tratamientos afecta a la
solubilidad y estructura de los componentes del BSG. (Skendi et al., 2018)

Molienda

Mediante este proceso, la solubilidad de los WEAX mejora al reducir el
tamano de particula del BSG, aumentando el area especifica de contacto BSG-
disolvente. Al disminuir el tamano de particula de BSG, se facilita de este modo
gue los polimeros mas ramificados se puedan extraer. (Skendi et al., 2018).

Un tamano de la particula menor permite incrementar el alcance de la
hidrélisis. Las particulas de mayor tamano se impregnan menos por |0 que se
tiene un menor rendimiento de extraccion ya que en el interior de la particula
se ha producido una hidrélisis incompleta. (Bastos et al., 2018)

Ultrasonidos

La extraccion con ultrasonidos (US) es un proceso que puede utilizarse
tanto como pretratamiento antes de realizar la extraccion, ya que se ha
demostrado que aumenta su rendimiento, o directamente como método de
extraccion con el uso de un solvente adecuado.

La tecnologia de US provoca fluctuaciones de presion en el agua que se
propagan através del material. Las olas de presion y el fendmeno de cavitacion
producen unas burbujas que colapsan y producen un aumento de la
temperatura en esa zona que rompe las paredes celulares. Ademas, promueve
la ruptura de los enlaces de los AX con la lignina. Al romperse las paredes
celulares se libera el contenido de la célula en el medio. El pretratamiento
usando ultrasonidos y agua es una etapa de pretratamiento utilizada para la
eliminacion de almidén y proteinas de los subproductos de los cereales (mejora
del rendimientoy de la pureza de los AX en la etapa de extraccion).

Se ha demostrado que usar este tratamiento reduce el tiempo de
extraccion, el solvente a utilizary la temperatura de extraccion, produciendo un
rendimiento y una pureza de polisacaridos mas altos, sin modificar su
estructura ni sus propiedades funcionales (Bastos et al., 2018).
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También se utiliza como método de extraccion directamente. En el estudio
de Reis, Coelho, Coimbra, & Abu-Ghannam, 2015 se realiza el proceso de
pretratamiento y extraccion mediante tecnologia de US para producir un
extracto rico en AX. Se realiza un proceso de pretratamiento mediante
tecnologia de US de BSG con agua destilada en relacion 1:25 w/vy se les aplicd
ultrasonidos, realizando experimentos utilizando diferentes amplitudes de
forma intermitente de 5 segundos aplicando USy otros 5 sin ello. La mezcla se
centrifuga, el residuo sélido se resuspende en agua y se lleva a autoclave. El
proceso de autoclavado se realiza como un lavado complementario. El residuo
autoclavado se suspende en una solucién alcalina y se realiza una extraccion
con tecnologia US utilizando como disolvente hidroxido de potasio (KOH),
mediante el mismo método de aplicacion de US intermitente. La suspension
obtenida se neutraliza con acido clorhidrico y se somete a centrifugacion.
Posteriormente, el liquido se mezcla con etanol (96%) de forma que hace
precipitar los AX. Los extractos obtenidos en el pretratamiento con agua vy
autoclavado también se mezclan con etanol para precipitar los AX. Los AX son
purificados mediante un proceso de dialisis y de liofiliacion. El rendimiento
obtenido de recuperacion de AX en este estudio es 20,3% (sobre el BSG inicial)
en la extraccion alcalina mas un 2,2% de rendimiento del extracto pretratado
US con agua y 1,1% del extracto obtenido del proceso de autoclavado.

2.3.2 EXTRACCION

La etapa de extraccion de la materia prima consiste en solubilizar los AX de
forma selectiva frente a otros compuestos contenidos en el BSG. La mayoria de
los AX no se pueden solubilizar en agua, solamente puede una pequena
cantidad a presion atmosférica (WEAX). Ademas, las cantidades de proteinas,
componentes fendlicos y otros polisacaridos solubles provocan dificultad en la
solubilizacion de los AXy, consecuentemente, su posterior purificacion. Por este
motivo, hay distintas metodologias para la extraccion de los AX de los
subproductos de los cereales, como hidrotermal (con agua caliente
comprimido), extraccion quimica (alcalina) o tratamiento enzimatico, también
mediante adsorcion con resinas y membranas. Ademas, las tecnologias de
microondas y ultrasonidos se utilizan para mejorar los rendimientos de
recuperacion y aumentar la sostenibilidad del proceso de extraccion (Bastos et
al., 2018).

El rendimiento de extraccion de los AX puede ser mejorada ajustando
ciertos parametros, como aumentar la temperatura, prolongar el tiempo de
extraccion, incrementar la fuerza i6nica y el pH de los solventes de forma que
se mejore la solubilidad de los polimeros. (lzydorczyk & Dexter, 2008).

16



Universidad de Valladolid
Escuela de Ingenierias Industriales
Universidad deValladolid B P

Extraccion con agua (hidrotermal o autohidrolisis)

La extraccion con agua es un método muy extendidoy se utiliza para extraer
los AX de distintos tipos de cereales como el trigo.

Las extracciones con agua son realizadas normalmente a temperaturas
entre 25-100°C, esto permite recuperar AX con un alto peso molecular sin
modificar practicamente su estructura. Para mejorar el rendimiento de la
extraccion y pureza de los WEAX, se somete el BSG a pretratamientos para
eliminar el almidén del material lignocelulésico, retirar componentes
hidrofobicos que pueden dificultar la extraccidon de AX y un tratamiento para
retirar la grasa.

Para mejorar la eficiencia de la extraccion con agua se utiliza untratamiento
hidrotermal como un proceso verde con alto rendimiento de extraccion de
hemicelulosa (58%-70%). Se utiliza agua caliente como solvente, por lo que se
evita del uso de disolventes organicos con efectos perjudiciales desde el punto
de vista medioambiental.

Un proceso hidrotermal es la autohidrélisis, que consiste en usar agua
liquida a una temperatura superior a 100°C, a presiones entre 5y 40 MPa.
Durante el proceso, el agua caliente presurizada hidrata la celulosa e hidroliza
la hemicelulosa. Esto promueve la solubilizacién de casi todo el contenido
hemicelulésico de BSG, mayoritariamente compuesto por AX. Dependiendo de
las condiciones de operacion, los productos de la autohidrélisis de los AX son
principalmente una mezcla de AXOS, arabinosa, xilosa y acido acético (Bastos
et al., 2018).

En el estudio de Gémez, Miguez, Veiga, Parajo, & Alonso, 2015, se utiliza
una extraccién para eliminar almidén: mezclando BSG con agua destilada en
proporcion 8:1 w/w (sélido seco) en un reactor de tanque agitado mediante un
proceso isotermo (100°C) durante 30 minutos. Se centrifuga y la fase sélida se
seca y almacena para su posterior uso. Posteriormente, la extraccion se realiza
mediante un proceso hidrotermal. El s6lido seco extraido se mezcla con agua
destilada (relacion 8:1 w/w) en reactor de tanque agitado y se somete al
proceso hidrotermal no isotermo donde se produce la extraccion acuosa. Los
licores que contienen los AX extraidos se centrifugan. Se realiza una hidrélisis
enzimatica para intentar disminuir el grado de polimerizaciéon de los AX y
conseguir AXOS. La purificacion se realiza con filtraciébn de membranas seguido
de un intercambio iénicoy cationico. Se obtiene un producto final con 84% de
oligosacaridos sustituidos (AX, 56.2%; AX0S, 15.3%)y un 8% de impurezas no
volatiles.
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Extraccion quimica alcalina

El tratamiento alcalino es uno de los métodos mas usados, el cual
descompone los enlaces éter entre la ligninay hemicelulosas, y también las
cadenas éster entre la lignina y/o hemicelulosa con acidos hidroxicinamicos,
creando poros en la estructura permitiendo asi la expansion de la lignocelulosa.
Debido a que se extraen los WUAX mediante solventes alcalinos-acuosos,
mejora el rendimiento de la extraccion de AX. Los solventes mas utilizados son
hidroxido de sodio (NaOH) e hidroxido de potasio (KOH). Los AX se precipitan
con etanol en pasos secuenciales (Bastos et al., 2018).

Ademas de los AX extraidos, que componen casi el 80% de los
carbohidratos en el extracto, también se extraen eficientemente otros
componentes como proteinas, lipidosy algo de lignina. Esto es debidoa quela
composicion del BSG es muy compleja y la consecuencia es que reduce la
selectividad de la extraccion alcalina (Skendi et al., 2018).

El experimento de Laine et al., 2015, utiliza una extraccion alcalina con
NaOH 1 M acuoso como solvente. Se mezcla BSG con NaOH en relacion 1:50
w/v, a temperatura ambiente (20°C) durante 1h. El extracto rico en AX se
separa mediante centrifugacion y se analiza. El residuo solido se lava y
centrifuga para ser almacenados. Tras realizarse el analisis, se obtiene que
contiene una gran proporcion de AX. Inicialmente, el BSG contenia un 23,3%
de AX. Se consigue un extracto quecontiene menos del 50% de AXiniciales que
contenia el BSG. En este experimento se recicla en NaOH utilizado mediante el
proceso de ultrafiltracion.

En el experimento de Vieira et al.,, 2014 se alcanza un rendimiento de
recuperacion de AX de 82-85% realizando tres extracciones alcalinas
secuenciales utilizando como solvente KOH 4M. La mezcla se realiza en
proporciones 1:5 w/v y los AX son precipitados con etanol 70%.

Extraccion asistida con tecnologia microondas
Tanto la extraccion con agua como la alcalina pueden ser realizadas
utilizando simultaneamente la tecnologia microondas asistida (MAE), la cual

mejora la eficiencia de extraccion y la viabilidad del proceso, ya que se reduce
la cantidad de reactivo a utilizar.

La MAE utiliza la energia microondas para calentar rapidamente la mezcla
introducida de material lignocelulésico-solvente con periodos cortos de
extraccion que en otros tratamientos térmicos. Normalmente, el procedimiento
de MAE dura unos 15-30 minutos utilizando volimenes de solvente 10 veces
menor que los usados con técnicas de extraccion convencionales. El uso de
tecnologia microondas para la extraccion de AX ha sido propuesta para
distintos tipos de residuos industriales como cascaras de cebada, maiz y paja
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de trigo. Los AX se pueden obtener directamente en agua o mezclandonos con
soluciones alcalinas o acidas (Bastos et al., 2018).

A diferencia de otros métodos convencionales, al usar la tecnologia
microondas se disipa uniformemente la energia a través del material ya que el
calor es introducido a nivel molecular mediante la transformacion directa de la
energia electromagnética en calor. Por lo tanto, la onda microondas penetra
entre el material lignoceluldsico y esto hace que el calor se distribuya a través
de toda la materia prima en lugar de usar una fuente externa de calor. El calor
generado por el microondas genera que la fibra se hinchey se fragmente como
resultado del calentamiento de las particulas de dicha fibra. Por este motivo, el
pretratamiento y extraccion mediante microondas ofrece unas ventajas que los
métodos de calentamiento convencionales debido a las propiedades
mencionadas y la simplicidad del proceso, ademas de la disminucion de
compuestos inhibidores.

Ademas, uno de los aspectos mas importantes es que es un método muy
eficiente energéticamente, y que tiene un coste de capital relativamente bajo
(Lopez-linares, Garcia-cubero, & Lucas, 2019).

Como ejemplo, en el experimento de Coelho, Rocha, Saraiva, & Coimbra,
2014, se realiza una extraccion microondas con BSG como materia prima
mezclado con agua en proporcion 1:6 (w/v) en un microondas realizando
pruebas a distintas temperaturas (de 140 a 210°C) durante dos minutos con
agitacion continua. Después se enfria a temperatura ambiente, se centrifugay
filtra para separar la fraccion soluble de los residuos celulésicos. La fraccion
sOlida es suspendida en agua y almacenada en frio. El residuo sélido se utiliza
para hacer varias extracciones microondas en cadena a 180°C durante 2
minutos. La separacion de los AX se realiza mediante precipitacion. El liquido
extraido se mezcla con etanol 70% (v/v), en agitacion durante 2h a 4°C. Los AX
precipitan. Se centrifuga la mezcla resultante y el precipitado se disuelve en
agua, se lleva a la estufa con el fin de obtener los AX secos (evaporacion). El
rendimiento obtenido de recuperacion de AX y AXOS es maximo con la
temperatura maxima: 210°C y 43,4%, y la recuperacion total de AX y AXOS
(Ww/W)72%.

Tratamiento enzimatico

Los métodos enzimaticos se presentan como una alternativa a la extraccion
guimica convencional. Se ha demostrado que los métodos enzimaticos son
igual de eficientes en la conversion de los WUAX en AX solubles, y mas
sostenible desde el punto de vista medioambiental.

Las enzimas mas usadas para recuperar los AX mediante este método son
las endo-(B1,4)-xilanasas. Las endoxilanasas atacan la cadena de xilanos,
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produciendo una mezcla de AXOS monosustituidos y disustituidos. Esto permite
solubilizary extraer los WUAX, y depolimerizar los WEAX que son degradados a
sus monoémeros, arabinosa y xilosa. Existen mas tipos de enzimas capaces de
hidrolizar los AX cuando es necesario modificar su estructura para su uso en
aplicaciones especificas. Para aumentar el rendimiento de recuperacion, se
utilizan diferentes enzimas para eliminar el almidon y la celulosa de la pared
celular.

Los tratamientos enzimaticos suelen tener un rendimiento de recuperacion
de AX menor comparado con extracciones quimicas alcalinas o acidas. Por
ejemplo, en el experimento de Zhou et al., 2010 el rendimiento de obtencién
de AX fue 12,4% con tratamiento enzimatico y de 18,5% con una extraccion
alcalina de peroxido de hidrogeno. Esto se debe a obstaculos como la
estructura cristalina de la lignocelulosa y la presencia de inhibidores de
enzimas (Bastos et al., 2018).

Se ha demostrado que la extraccion alcalina no es buena para el medio
ambiente y, ademas, con este método se pierde acido ferdlico. Por otra parte,
en el tratamiento enzimatico el contenido de acido ferulico contenido en los AX
es mayor, siendo esto un punto importante debido a que tiene un gran poder
antioxidante en el organismo. (Bastos et al., 2018).

2.3.3 SEPARACION/PURIFICACION

La etapa de separacion y purificacion es necesaria para aislar los AX del
liquido obtenido en la etapa de extraccion. Este extracto contiene ademas de
los AX, otros compuestos del BSG como azlcares, almidén, compuestos
fenodlicos y grasas que dificultan la posterior etapa de separacion. La
precipitacion con alcohol es el tratamiento mas usado para la separacion de
AX, ya que es barato y facil de realizar, aunque no es selectivo. Si el uso de los
AXva a derivar en la industria alimentaria, se suelen usar mezclas entre agua
y etanol ya que son disolventes aptos para el consumo humano (Skendi et al.,
2018).

2.4 PROCESOS ESTABLECIDOS PARA REALIZAR
EL TRABAJO EXPERIMENTAL

Desde un puntode vista sostenible, los métodos usados para el tratamiento
deberian promover una alta recuperacion de los compuestos que se desean
extraer, separar y purificar, implicando un alto rendimiento de extraccion de AX,
usando solventes seguros y minimizando los gastos generados. (Bastos et al.,
2018).
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Analizando la viabilidad técnica y econémica del proceso de recuperacion
de AX, en este estudio se ha seleccionado la siguiente secuencia de
recuperacion de AX a partir del BSG:

- Como pretratamiento se va a realizar un lavado de bagazo, secandose
después en una estufa a 50°C. Después se reduce el tamano del BSG
mediante molienda hasta reducir el tamano de particula <2 mm y se
almacena hasta su uso.

- La extraccién de los AX se realizara utilizando una extraccion alcalina
utilizando tecnologia microondas tratando el BSG con NaOH (alcalino).

- Para la separacién de los AX extraidos, se va a usar precipitacion de los
AX con etanol, centrifugacion del precipitado, lavado con agua y secado
del precipitado obtenido.

Por lo queel proceso realizado en este trabajo experimental queda reflejado
en el diagrama de bloques de la Figura 2.6:

LAVADO / SECADO
PRETRATAMIENTO I

MOLIENDA

2 EXTRACCION ASISITIDA |t Gad
EXTRACCION CON MW —y Fraccion solida
agotada

PRECIPITACION < EtOH

SEPARAC|ON/ CENTRIFUGACION

PURIFICACION
[WA\Y/A\\p]6}

SECADO

Producto
concentrado
en AX

Figura 2.6 - Diagrama de bloques del trabajo experimental realizado.
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3. OBJETIVOS

El objetivo global de este proyecto es realizar un estudio experimental a
escala laboratorio para la recuperacion de arabinoxilanos (AX) mediante una
extraccion alcalina asistida con tecnologia microondas a partir de bagazo de
cerveza (BSG).

Los objetivos parciales de este proyecto quedan enumerados a
continuacion:

1. Hacer unarevision bibliografica con el fin de analizar que la propuesta
del estudio experimental sobre las distintas etapas de obtencion de AX
a partir de BSG es mas eficaz que otras alternativas y desempenarla de
la forma mas eficiente.

2. Realizar un estudio experimental basado en la optimizacion de la etapa
de extraccion alcalina con NaOH asistida con tecnologia microondas.

2.1. Llevar a cabo unas experiencias preliminares, las cuales van a
ayudar a determinar los principales parametros de operacion del
diseno experimental.

2.2. Proponer y realizar un disefno experimental para la etapa de
extraccion, utilizando el software Statgraphics Centurion XVIII.

2.3. Obtener las condiciones 6ptimas de extraccion que permitan
obtener la maxima recuperacion de arabinoxilanos en el extracto
liquido.

3. Comprobar la viabilidad econdmica que tendria una planta piloto de
capacidad de tratamiento de 40kg/h BSG humedo mediante un estudio
de costes de la planta y un analisis de sensibilidad del proyecto.

El presente Trabajo de Finde Grado re ha realizado en el marco del proyecto
“Transformacion de las fracciones lignoceluldsicas del bagazo de cerveza en
productos con valor energético y alimentario” financiado por la Junta de Castilla
y Leon (VAO10P17) y concedido al Grupo de Investigacion Reconocido de
Tecnologia de Procesos Quimicos y Biogquimicos (GIR 30) de la Universidad de
Valladolid, que pertenece al Instituto de Procesos Sostenibles de la misma
universidad.

23






Universidad de Valladolid
Escuela de Ingenierias Industriales
Universidad deValladolid B P

4. TRABAJO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIALESY METODOS
4.1.1 MATERIA PRIMA Y REACTIVOS

Bagazo de cerveza: el BSG utilizado ha sido proporcionado por una
cerveceria local (Mahou SA, Burgos), y ha sido almacenado a -20°C hasta su
uso. Su composicion queda recogida en la Tabla 4.1, en porcentaje en peso por
cada 100g de materia prima de BSG. Su caracterizacion ha sido realizada en
el estudio de Lopez-linares et al., 2019:

Tabla 4.1- Composicion en porcentaje en peso por cada 1008 de materia prima (BSG).

M. Prima Origjinal

Componentes (% W/W)
Glucosa 19,68 + 0,34
XGM 23,44 + 0,46
Arabinosa 8,95 + 0,43
Celulosa 17,89 £ 0,31
Hemicelulosa 28,67 + 0,80
LAI 19,43 +1,21
LAS 6,35 + 0,10
Lignina total 25,78 +1,21
CAl 1,04 £ 0,35
Cenizas totales 2,72 + 0,13
gruposacetilos 1,04 £ 0,05
Extractos 2,33+0,14
Glucosa en extractos 1,34 + 0,10
Almidon 2,11 + 0,02
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Reactivos utilizados en el trabajo experimental:

- Hidroxido de sodio (NaOH) con pureza 98% de la casa comercial
Panreac Applichem, usado para la realizacion de los experimentos
con el microondas.

- Acido sulftrico de pureza 72% (H2S04), dela casa comercial Panreac
Applichem, utilizado para realizar la hidrélisis acida de los
prehidrolizados y la caracterizacion de los sélidos pretratados.

- Etanol de pureza 96% (EtOH) de la casa comercial Panreac
Applichem, utilizado para la recuperacion de los AX.

- Agua destilada tipo Il

4.1.2 ACONDICIONAMIENTO/PRETRATAMIENTO

Se procede a lavar el bagazo con agua destilada (tipo Il) ya que es un
residuo obtenido de un proceso industrial, de esta forma se eliminala glucosa
desprendida en el proceso de maceracion.

Después, el bagazo ya lavado se seca en una estufa atemperatura de 50°C.
Una vez el bagazo esté seco, se almacena en bolsas de plastico.

Como pretratamiento, se realiza una molienda utilizando un molinillo de
café (Moulinex, A505, Francia), para reducir el tamano de particula del BSGy
de forma que el tamano de particula sea como maximo de 2 milimetros. En la
Figura 4.1 y Figura 4.2 se muestra la forma de almacenamiento del bagazo
seco sin moler y tras el proceso de molienda.

Figura 4.1- BSG seco sin moler. Figura 4.2- BSG seco molido.
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En la Figura 4.3 y Figura 4.4 se muestra el tamano de particula del BSG
antes y después de la molienda, en la Figura 4.5 se comparan los tamanos
antes y después de la molienda.

Figura 4.3- Medida de BSG sin moler. Figura 4.4- Medida de BSG molido.

Figura 4.5- Diferencia de tamano entre BSG antes y después de la molienda.

4.1.3 EXTRACCION ALCALINA ASISTIDA CON
TECNOLOGIA MICROONDAS

Los AX se van a extraer mediante una extraccion alcalina utilizando
tratamiento microondas con hidréxido de sodio (NaOH) como solvente.

El equipo de microondas empleado en la etapa de extraccion de AX es el
modelo Multiwave PRO SOLYV reactor 50 Hz con Rotor tipo 16HF100 de la casa
comercial Antoon Paar GmbH (Austria, Europa).

El microondas esta compuesto por dos magnetrones de 1000W, siendo
1800W la maxima potencia del microondas. Se utilizan tubos de presion de
PTFE-TFM (Figura 4.6), los cuales son introducidos dentro de tubos de
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ceramica. Estos tubos tienen una de capacidad de 100mL y estan provistos
con imanes agitadores. El reactor puede ser usado con 16 tubos (Figura 4.7),
uno de ellos llevando una sonda que mide la presion y temperatura dentro del
tubo. Este sensor tiene como finalidad controlar en todo momento la energia
gue el microondas aplica al reactor. Ademas, incorpora un sensor IR para
registrar la temperatura de todos los tubos constantemente. En las Figuras 4.8
y Figura 4.9 se visualiza el equipo microondas con el rotor en su correcta
posicion.

Figura 4.6- Tubo de presién de ceramica. Figura 4.7- Rotor donde se colocan los tubos de presion.

Figura 4.8- Equipo de microondas apagado. Figura 4.9- Equipo microondas con el rotor
introducido en su interior.

Inicialmente se mezcla el BSG con hidréxido de sodio con una relacion
solido-liquidodel 10% w/v (5 g BSG en peso seco y 50mL de NaOH) en cada
tubo que se va a introducir al reactor microondas (Figura 4.10).
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Figura 4.10- Mezcla de BSG con NaOH antes de la extraccion microondas.

Se fija la temperatura de trabajo del reactor y el tiempo de mantenimiento.
Para cada uno de los experimentos, se emplean diferentes rampas de
temperatura dependiendo de la temperatura de trabajo. El reactor se calienta
hasta alcanzar latemperatura seleccionada. Alalcanzar esta temperatura, esta
se mantiene el tiempo establecido. Una vez terminado el experimento, los
tubos se enfrian hasta 50°C. La mezcla se oscurece quedando de color marrén
debido a que parte de la lignina del BSG se disuelve en la sosa (Figura 4.11).

Figura 4.11- Mezcla después de la extraccion.

Después del tratamiento por microondas, la fraccion sélida se separa del
extracto liquido mediante centrifugacion (Figuras 4.12 y 4.13). La fraccion
soOlida se lava con agua destilada y se lleva a secar a 50°C en una estufa para
determinar la recuperacion de sélidos (g fraccion sélida/100g BSG agotado) y
para su posterior caracterizacion (determinacion de su contenido en azlcares,
ligninay cenizas) El extracto liquido, rico en AX, fue analizado para saber su
composicion de monosacaridos, productos de degradacion (como acido
formico, acido acético, HMF y furfural) y su contenido en carbono organico total.
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Figura 4.13- Extracto liquido rico en arabinoxilanos recuperado tras la centrifugacion.

4.1.4 EXPERIENCIAS PRELIMINARES

Con la finalidad de establecer un intervalo razonable de temperatura y
concentracion de NaOH para la etapa de extraccion de AX a partir de BAG se
van a realizar unas experiencias previas al diseno experimental. Estas pruebas
tienen por finalidad encontrar la zona de trabajo 6ptima para asegurar una

mayor recuperacion de AX. Las condiciones de trabajo de estas pruebas
iniciales estan en la Tabla 4.2.

Se han realizado un total de 13 experimentos operando en un intervalo de
trabajo de temperatura (120-180°C), y un intervalo de concentraciones de
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(0,05-0,2 M). El tiempo de mantenimiento ( 2,5 min) ha sido fijado en base a
otras experiencias realizadas con BSG utilizando como disolvente agua (Lopez-
linares et al., 2019). El experimento (P13) ha sido realizado con un tiempo de
5 min con el fin de justificar que los tiempos de mantenimiento superiores no
mejoran los rendimientos de recuperacion de AX.

Tabla 4.2- Condiciones iniciales de las pruebas MAE de BSG con NaOH.

Tiempo de P
Exp T2 (°C) mantenimiento de Concentracion de
. NaOH (M)
temperatura (min)
P1 0,05
P2 120 2,5 0,1
P3 0,2
P4 0,05
P5 150 2,5 01
P6 0,2
P7 0,05
P8 180 25 0,1
P9 0,2
P10 0,3
P11 200 25 0.2
P12 0,3
P13 180 5 0,2

4.1.5 DISENO EXPERIMENTAL

Con el finde seleccionar las condiciones 6ptimas para la extraccion alcalina
asistida mediante tecnologia microondas, se ha propuesto un diseno
experimental con ayuda del software estadistico Statgraphics Centurion XVIII
en base a los resultados de las experiencias preliminares realizadas. El diseno
experimental seleccionado es el denominado Diseno Central Compuesto, el
cual es un diseno de superficie de respuesta. Los factores establecidos han
sido la temperatura de extraccion (niveles entre 170°C y 210°C) y la
concentracion de NaOH (niveles entre 0,1y 0,4 M).

El diseno esta formado por 13 puntos (experiencias), incluyendo un punto
y cuatro réplicas en el centro del dominio seleccionado para cada factor
estudiado (puntos centrales) y 4 puntos estrella, 2 por cada factor. Los factores
y niveles quedan recogidos en la Tabla 4.3. El tiempo de mantenimiento de la
temperatura ha sido fijado en 2,5 min.
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Tabla 4.3- Diseno experimental para la extraccion de BSG alcalina asistida con tecnologia
microondas (2,5 min)).

T2 (°C) Concentracion NaOH (M)

Exp
Codificada Real Codificada Real
1 1 210 -1 0,10
2 -1 170 -1 0,10
3 1 210 1 0,40
4 0 190 0 0,25
5 0 190 0 0,25
6 0 190 0 0,25
7 0 190 1,41 0,04
8 0 190 0 0,25
9 0 190 1,41 0,46
10 1,41 218,28 0 0,25
11 -1 170 1 0,40
12 0 190 0 0,25
13 1,41 161,72 0 0,25

4.1.6 PUNTO OPTIMO

Una vez realizado el diseno, se ha maximizado la variable respuesta que
es la concentracion de AX en el extracto liquido con la finalidad de obtener el
valor 6ptimo de esta variable. Para ello, se ha usado el mismo programa con el
que se ha determinado el diseno experimental, Statgraphics Centurion XVIII.

4.1.7 SEPARACION

Para separar los AX contenidos en el extracto liquido se utiliza la
precipitacion con etanol. Para ello, se mezcla el extracto liquido con etanol en
relacion 1:3 v/v (50 mL extracto por cada 150mL de EtOH) mediante agitacion
suave durante una hora. Posteriormente, los AX precipitados se separan
mediante centrifugacion (3000 g, 10 min) (Figura 4.14). A continuacion, se
resuspende en etanol 95% (Figura 4.15), se seca en la estufa a 60°C
obteniendo un polvo sélido rico en AX, que se pesa con objetivo de determinar
el contenido de AX precipitados (Figura 4.16).
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Figura 4.14- Fraccion sélida centrifugadarica en AX.

Figura 4.16- Sélido seco con alto concentrado en AX.

4.1.8 METODOS UTILIZADOS

La determinacion de los sélidos totales, carbohidratos estructurales,
ligninay cenizas en la fraccion soélida se lleva a cabo usando los métodos
estandares de analisis de biomasa del Laboratorio Nacional de Energias
renovables (NREL, National Renewable Energy Laboratory).

Los métodos de caracterizacion aplicados a la fraccion soélida quedan
recogidos en la Figura 4.17 y los correspondientes a la fraccion liquida se
visualizan en la Figura 4.18:
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. Calcinacion 550°C eIl Sccado 105°C -
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Cenizas totales # tras MAE umedad

Hidrélisis acida (HA) en 2 etapas

Hidrolizado

Filtracién a vacio

Fraccion liquida Fraccion solida
tras kA tras HA

HPLC | | Espectrofotometria Ligninacido
abs.205nm soluble (LAI)
Aziicares C5Yy C6: Lignina acido
Glucosa soluble (LAS)
Xilosa
Arabinosa Ceniza acido

soluble (CAI)

Figura 4.17- Diagrama de los métodos de andlisis usados para la fraccion solida tras la extraccion
alcalina asistida con microondas.

Azlcares C5 y C6:

HPLC Glucosa

Fraccion liquida
tras MAE

Xilosa
Arabinosa

|Hidr6lisis acida (HA) en 2 etapas

Hidrolizado

| HPLC

Azlcares C5y C6:
Glucosa

Xilosa

Arabinosa

Figura 4.18- Diagrama de los métodos de analisis usados para la fraccion liquida tras la extraccion
alcalina asistida con microondas.

Todas las pruebas realizadas en este estudio experimental se han hecho
por triplicado.

METODOS DE ANALISIS
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

La concentracion de azucares (glucosa, xilosa y arabinosa) y componentes
inhibidores (acido acético, formico, furfural y HMF(5-hidroximetilfurfural)) se
han determinado mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con
una columna Aminex HPX-87H. Para medir los azlcares, se utiliza un detector
de indice de refraccion (Waters 2414). El furfural y HMF se analizan con un
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conjunto de detectores de fotodiodo (DAD) a 280 nm (Waters 996). La fase
movil esta compuesta por 0,01 M H2SOs siendo el flujo empleado de 0,6
mL/min a 60°C.

Antes de llevar las muestras al HPLC, todas ellas se centrifugan a 13400
rom durante 10 miny se filtran a través de filtros de nylon de 0,2 uym.

Espectrofotometria.

Este método sigue la ley de Lambert-Beer, se basa en medir la luz que
absorbe una sustancia quimica, haciendo pasar un haz de luz por la muestray
midiendo la intensidad. De esta forma se puede conocer la cantidad de una
sustancia. Este método se va a utilizar para determinar la ligninainsoluble en
acido (LAS) tras la realizacion de la hidrolisis.

Determinacion de carbono organico total (TOC: Total Organic Carbon)

La pureza de los AX extraidos se determina mediante esta técnica. Este
analisis determina el carbono organico quese encuentra en la muestra disuelta
en agua destilada. El TOC se determina oxidando la muestra de forma que se
cuantifica el CO2 producido. El aparato que determina el TOC en este caso es
el TOC-V 5000 analyzer (TOC-VCSH Shimazu). Se van a utilizar un patréon con
contenido en carbono de 500 mg/L y un blanco de agua tipo Il. Se calcula el
carbono organico total para la xilosa y arabinosa del extracto liquido tras la
extraccion alcalina con microondas, ya que son los principales componentes
de los AX. En este caso se realizara dilucion 1:80 con agua destilada.

Método estandar para la determinacion de solidos totales en la biomasa.

El contenido en sélidos totales de una muestra de biomasa es la cantidad
de soélidos que permanecen después de eliminar toda la materia volatil
mediante el calentamiento de muestra a 105°C hasta peso constante. El
contenido en humedad de la muestra es la medida de la cantidad de agua (y
otros componentes volatilizados a 150°C) presentes en la muestra.

Los resultados de los analisis quimicos de las muestras de biomasa
normalmente se expresan sobre la base de peso seco a 105°C. El contenido en
solidos totales de la muestra se usa para convertir los resultados analiticos
obtenidos a otra base distinta que la del peso seco.

Procedimiento

Secar los crisoles a 105°C y pesarlos. Mezclar bien la muestra y pesar en
el crisol 1g de muestra. Poner la muestra en la estufa a 105°C y secar hasta
peso constante, normalmente durante 24h. La muestra se saca de la estufay
se enfria en un desecador a temperatura ambiente (durante 10 min) y pesar,
anotando el peso.
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Método de determinacion de carbohidratos en la biomasa mediante HPLC.

Procedimiento (realizacion de hidrdlisis acida (HA) a lafraccion sélida.

Se pesan 0,3g de la muestra libre de extractivos (BSG inicial, sin haber sido
sometido a extraccion asistida mediante microondas) y poner en un tubo de
ensayo. Hacerlo por triplicado. Se anaden 3,00mL de H2SOs y agita con una
varilla hasta que esté completamente impregnado. Poner los tubos en un bano
durante 1 hora a 30°C agitando la muestra cada 15 min para asegurar una
mezcla completa.

Se pesan 0,3¢g de glucosa, xilosay arabinosa de alta pureza (secada a 45°C)
y ponerlo en un tubo de ensayo. Anadir acido y proceder como se ha descrito
anteriormente. Estas muestras (estandar de recuperacion de azlcares) seran
los patrones y se hara en paralelo con el resto de las muestras. Los resultados
de recuperacion de azucares de esta muestra se utilizaran para corregir las
pérdidas por degradacion de azlcares durante la hidrélisis. Hacerlo por
triplicado.

Una vez transcurrida la hora de hidrdlisis transferir los hidrolizados a una
botella y diluira 4% la concentracion de acido anadiendo 84 mL de agua
desionizada. Puesto que la densidad de la solucion de 4% de acido es 1,03
g/mL, el volumen total de la solucion es 87 mL. Se pesan las botellas para
registrar si hubiera pérdidas durante el proceso de autoclavado.

Meter en autoclave las muestras en las botellas cerradas durante 1h a
121°C. Tras la finalizacion del proceso de autoclavado, dejar enfriar las botellas
20 min a temperatura ambiente antes de abrirlas, seguidamente se pesan.

Filtrar a vacio la solucion de hidrélisis (mediante un filtro de 0,45um
previamente desecado y pesado) a través de crisoles de filtracion previamente
metidos en la mufla y pesados (hasta una precision de 0,1mg)._Filtrar el liquido
neutralizado utilizando una jeringa con un filtro de O0,2um. Filtrar directamente
sobre un vial. Analizar mediante HPLC.

Determinacion de lignina acido insoluble (LAl).

Para la determinacion de la lignina acida insoluble se utiliza un método que
parte del liquido tras el proceso de autoclavado (tras la hidrolisis).

Procedimiento

Una vez se ha filtrado el liquidotras la hidrélisis, y tomadas las muestras
para la determinacion de carbohidratos y lignina soluble en acido, continuar la
filtracion utilizando agua desionizada para arrastrar cualquier particula pegada
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a la botella y para lavar el residuo filtrado exento de acido, mediante filtracion
a vacio.

Secar el crisol de filtracion y su contenido a 105°C durante 2 horas, enfriar
en desecador y anotar el peso del crisol, ligninainsoluble, y cenizas insolubles
en acido.

El crisol y su contenido en una muflay calentar a 550°C durante un minimo
de 3 horas, o0 hasta que se haya eliminado el carbono. Secar en desecador y
anotar el peso del crisol y las CAl, con precision de 0,1 mg.

Determinacion de lignina acido soluble (LAS).

La lignina acido soluble es la pequena fraccion de lignina que se solubiliza
durante el procedimiento de hidrélisis para la obtencion de la lignina acido-
insoluble. Se denomina LAS (del inglés, “acid soluble lignin”), y se puede
cuantificar por espectroscopia ultravioleta.

Las condiciones de trabajo para determinar la ligninaacido soluble, son una
longitud de onda A = 205nm realizando una dilucion 1:10 con acido sulfurico
72%. Al encontrarse en el rango ultravioleta visible UV (180-380 nm), se
utilizaran cubetas de cuarzo con un patrén de H2SO4 72%. La longitud de onda
entre la que deben estar las muestras es entre A = 200-700 nm.

Procedimiento

Medir la absorbancia del hidrolizado a 205 nm, utilizando una solucion de
acido sulfdrico al 4% (preparada diluyendo 3 ml de acido sulfirico al 72% w/w
con 84 ml de agua tipo Il) como blanco.

Determinacion de cenizas en biomasa.

Este método abarca la determinacion de cenizas, expresada como el
porcentaje de residuo que permanece después de una oxidacion seca
(oxidacion a 550-600°C), de maderas duras y blandas, materiales herbaceos,
etc. Todos los resultados se dan relativos al peso de la muestra secada en
estufa a 105°C.

Las muestras se deben haber secado a 105°C, antes del ensayo de cenizas.

Se va a determinar el porcentaje de cenizas de la materia prima de BSG,
soOlido insoluble recuperado tras la extraccion MAE y de los sélidos resultantes
de la hidrolisis acida. El proceso utilizado es mediante pesada. Las muestras
se depositan en crisoles, se secan en una estufa a 100°C durante 24h y se
pesan. Una vez secas se llevan a la mufla a una temperatura aproximada de
550°C durante al menos 3,5 h. Tras ese periodo de tiempo, los crisoles se
llevan a una estufa a 100°C durante 1h y, después, se depositan en un
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desecador durante 10 min para que alcancen la temperatura ambiente, Una
vez alcancen latemperatura ambiente, los crisoles con las cenizas se pesan.

Procedimiento:

Determinar latara del crisol, introduciendo el crisol vacio en la muflaa 550°C
hasta peso constante. Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un
desecador y pesar con precision de 0,1 mg.

Pesar 1,0 g de muestra y anotar el peso de muestra descontando la tara del
crisol. Introducir el crisol en la muflaa 550°C durante un minimo de tres horas,
o0 hasta que el carbono se haya eliminado. Calentar lentamente y evitar
sobrepasar la temperatura. Si la muestra tiende a encenderse, cubrir
parcialmente el crisol.

Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un desecador y pesar con
precision de 0,1 mg.

Determinaciéon de carbohidratos y compuestos inhibidores en el extracto
liquido mediante HPLC.

Para medir los carbohidratos y compuestos inhibidores en el extracto
liquido, se introduce el extracto en botes de 2mL y se centrifugan (10 min,
13,4x1000 rpm) para eliminartodo tipo de finos, seguidamente se llenan viales
con las muestras para llevar al HPLC.

Procedimiento hidrélisis 4cida realizada al extracto liguido.

Se anaden 2mL de extracto liquido junto con 3mL de H2S04 al 72% en una
botella ISO 250mL, tapando con papel de alumino para evitar pérdidas. La
mezcla se lleva a un agitador orbital durante 30 min, a 30°Cy 200 rpm.

Se anaden 84mL de agua destilada a la mezcla (corresponde a una
segunda hidrélisis con acido diluido), y se lleva a autoclave pesandolo antes,
ya que se van a tener en cuenta las pérdidas en el tratamiento de datos.

Tras acabar el tiempo de autoclave (60 min a 120°C), las muestras se
enfrian introduciéndose en un bano con hielo. Cuando se enfrian, cada botella
se pesa para determinar los gramos de pérdidas en el proceso de autoclavado.

Seguidamente, las muestras se filtran en viales tal como se ha comentado
anteriormente para su analisis mediante HPLC.

4.1.9 TRATAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos en este trabajo se dividen en:

- Tratamiento de la fraccion sélida.
- Tratamiento del extracto liquido.
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TRATAMIENTO DE LA FRACCION SOLIDA

Carbono Organico Total (TOC)

De forma teoérica, para la xilosa y arabinosa (5 carbonos en su estructura y
peso molecular de 150,13 g/mol), se calcula su carbono organico total
partiendo de su concentracion (g/L) mediante la Ec1:

peso atémico C (60 g/mol)

COT (g/L)=g/L- Fet
(g/L)=g/ peso molec.xilosa (150,13 g/mol) ot

Cenizas insolubles en acido (CAl)

Su porcentaje se calcula mediante la Ec 2:

cenizas despuésde la mufla
%CAI =

— 100 Ec (2)
g muestra seca de solido agot.tras MAE

Lignina soluble en acido (LAS)

Se utiliza un coeficiente de extincion de 110 |/g-cm, para calcular la
cantidad ligninaacido soluble en el hidrolizado. Los coeficientes a 205 nm para
la mayoria de las maderas estan entre 88y 113 I/g-cm. Elvalor de 110 utilizado
aqui esta de acuerdo con el valor utilizado en el procedimiento TAPPI, y
representa una medida de valores de diferentes maderas y pulpas.

Para una muestra de biomasa sélida, el porcentaje de LAS en base al peso
seco a 105°C, o en base libre de extractivos se calcula de la siguiente manera
El calculo que determinala composicion de la ligninaacido soluble es utilizando

la Ec 3:
- dil40 - 87 L-;
o _bxa * 5" 1000 mL Ec (3)
%LAS = —
g muestra sélido agotado
Donde:

A = absorbancia a 205 nm
df =factor de dilucion
b = longitud de paso de luz de la cubeta del espectrofotometro, 1 cm

a = coeficiente de extincion = 110 L/g-cm

Cenizas de la fraccion solida tras la extraccion

Las cenizas del solido tras la extraccion asistida con microondas se calculan
mediante la Ec 4:
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cenizas MAE después de lamufla

%CEN = 100 Ec (4)

g muestra seca de sélido agot.tras MAE '

Cenizas insolubles en acido

Son las cenizas que se obtienen después de hacer pasar por la mufla el
s6lido insolublefiltrado de la HA de sélidos, calculando su porcentaje mediante
la Ec 5:

cenizas despuésde la mufla
g muestra seca de solido agot.tras MAE

%CAI = 100 Ec (5)

Celulosa y hemicelulosa

La celulosa (Ec 6) proviene de la glucosa y la hemicelulosa (Ec 7) esta
formada por el resto de azlcares: xilosa, arabinosa, galactosa y manosa,
aunque de estas dos Ultimas no se obtienen cantidades para ser consideradas,
se desprecian.

glucosa
% Celulosa =———- Ec (6)
1,1
xilosa + arabinosa  galactosa + manosa
©» Hemicelulosa = + . c
% Hemicelul 100 Ec (7)

1,13 1,11

Concentracion inicial de la fraccion solida

La concentracion inicial de las muestras sélidas de BSG tras la extraccion
MAE vy los patrones de glucosa, xilosa y arabinosa se calcula d la siguiente
forma (Ec 8):

g vesados inicialmente (= 0,3g)
(3mL H,S0, + 84mL H,0)

g/L tedrico = Ec (8)

Degradacion de patrones: glucosa, xilosa y arabinosa

Con la concentracion inicial y la medida obtenida de los patrones en HPLC
tras la HA, se saca un factor de correccion mediante la Ec 9:

concentracion g/L teérico

factor correccion = Ec (9)

concentracién g/L medida HPLC

Debido a que la xilosa es mas labil, se degrada mas y se obtendra un factor
de correccion mayor.

Humedad

El porcentaje de humedad se calcula como (Ec 10):

40



Universidad de Valladolid
Escuela de Ingenierias Industriales

Universidad deValladolid ESCUIIE'IJSUDSFTEEE&ERIAS

% humedad = 100 — %so6lidos Ec (10)

Donde el porcentaje de solidos es (Ec 11):

g muestra seca
%solidos = - Ec (11)
g muestra himeda

La recuperacion total gravimétrica de los licores es la recuperacion de los
solidos insolubles en NaOH tras la extraccion MAE, se calcula a través de la Ec
12:

g solido extraido seco [tubo
% RTG = :

Ec (12
5g (masa por tubo) c(12)

Donde los gramos totales de solido tras MAE secos son calculados con la
Ec 13:

g sélido

olid =
g sdlido seco 5g tubo

- (1 — humedad) Ec (13)

Concentracion corregida

Se multiplica el dato obtenido de glucosa/xilosa/arabinosa medido en el
HPLC por el factor de correccion obtenido por los patrones. Después, se calcula
la concentracion corregida en funcion de 100g de sélido agotado (Ec 14).

g/L corregidos - 0,087 L

% g GLU/100 olido MAE = ’
() / gsotido gr.sélido seco tras MAE

100 Ec (14)

El porcentaje de g GLU/100g sé6lido MAE se va a poner en funcion del bagazo
de cerveza inicial (g GLU/100g s6lido BSG inicial) utilizando cambios de base.

Recuperaciones de azucares (de solidos)

La recuperacion de azlcares va a ser analizada mediante dos calculos:

RGs: es la recuperacion de glucosa en la fraccion sélida tras MAE (g
glucosa en solido pretratado/100g glucosa en la materia prima) (Ec
15):

%glucosa después MAE

% RGg = 100 Ec (15)

% glucosa antes MAE (mat prima) '

RAHs: Es la recuperacion de los azlcares hemicelulésicos (xilosa y
arabinosa) en la fraccion séOlida tras la MAE (g azucares
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hemiceluldsicos en sélido pretratado/100g azlcares hemicelulésicos
en la materia prima) (Ec 16):

% (xilosa + arabinosa) después MAE

%RAHg = 100 Ec (16)

% (xilosa + arabinosa) antes MAE (mat prima) '

En la Ec 17 se refleja como se ha calculado el porcentaje de
glucosa/xilosa/arabinosa después de la MAE:

% después MAE = gr. GLU/100 g solido MAE - %recup so6lidos MAE Ec (17)

Grado deslignificacion

El grado de deslignificacion (Ec 19) es la cantidad de lignina que se ha
disuelto en la base tras la MAE, es la diferencia entre el porcentaje de lighina
entre 100% de la materia primay el porcentaje de lignina recuperado (Ec 18):

(%LAS - %recup) + (LAI - %recup)
%LAI mat prima + %LAS mat prima

% recup.lignina total = 100 Ec (18)

Grado deslignif.= 1 — %recup lignina total Ec (19)

TRATAMIENTO DEL EXTRACTO LiQUIDO

Datos HPLC licores tras la extraccion MAE (antes hidrolisis acida)

La masa de materia prima utilizada en cada tubo es de =5,13 g, ya que la
masa tiene un porcentaje de humedad, de modo que, anadiendo esa cantidad,
se estan anadiendo 5g de BSG seco.

Reajuste de datos HPLC licores post hidrolisis acida.

Tras la hidrélisis acida hay una pérdida de peso quese va a tener en cuenta.
Para calcular la concentracion de oligdmeros (xilosa +arabinosa) que se tiene
después de la hidrdlisis acida se calcula (Ec 20):

g/L post HA - (89mL — gr perdidos)

L tHA justado = Ec (20)
g/Lpos reajustado L

Calculo de la concentracion de olisomeros.

Se realiza el calculo de los oligdbmeros utilizando la xilosa y arabinosa
mediante la Ec 21.:

Concentracién (g/L) oligémeros
= g/L (xilosa y arab) después HA Ec (21)
— g/L (xilosa y arab) antes HA
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Donde los oligdmeros son la resta de los azucares antes y después de la
HA.

Recuperacion de azucares.

Como se ha realizado anteriormente con el residuo sélido tras la MAE, se
van a calcular la recuperacion de azlcares:

- RGvL: es la recuperacion de glucosa en la fraccion liquida de la MAE (g
glucosa en liquido tras MAE/100g glucosa en la materia prima) (Ec 22).

g/L glucosa - 50mL - 1073
5g/tubo

19,68g glucosa
100 g/tubo

% RG, = -100 Ec (22)

- RAHL recuperacion de azlcares hemiceluldsicos (xilosa y arabinosa) en la
fraccion liquida (g azicares hemicelulésicos en liquido tras MAE/ 100g
glucosa en la materia prima) (Ec 23).

g/L (xilosa + arabinosa) - 50mL - 1073
5g/tubo
(23,44 +8,95)g (xilosa + arabinosa)
100 g /tubo

% RAH, =

- 100 Ec (23)

Pureza del liquido extraido (xilosa y arabinosa).

Donde el peso atdbmico del carbono es 12 g/mol multiplicado por los 5
carbonos contenidos en su estructura.

La pureza de los AX extraidos se va a determinar mediante la Ec 24, basada
en el contenido en carbono total de xilosa y arabinosa como azlcar
monomeérico y oligomérico (g, el medido tras la HA) dividido entre el COT del
extracto liquido tras la MAE medido en el HPLC.

COT xilosa + COT arabinosa
COT en el extracto liq.tras MAE

% Pureza extracto liquido = 100 Ec (24)
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4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de este trabajo es conseguir la maxima solubilizacion de
azucares hemicelulosicos tras larealizacion de una extraccion alcalina asistida
con tecnologia microondas, utilizandocomo solvente NaOH. Esto es, maximizar
la concentracion de oligdmeros (xilosa + arabinosa) (g/L), maximizar la
recuperacion de azucares hemicelulosicos en la fraccion liquida (RAHL) y
maximizar la pureza de xilosa y arabinosa (AX).

Los resultados obtenidos tras realizar los métodos de analisis descritos en
el apartado 4.1 Materiales y métodos se exponen en 10s siguientes apartados.

4.2.1 EXPERIENCIAS PRELIMINARES

En las Tabla 4.4 y Tabla 4.5 se muestran los resultados de azlcares antes
de la HA, inhibidores, azlcares tras la HA, el pH, la concentracion de AX
(oligbmeros: xilosa + arabinosa), pureza de AX, y recuperacion de azlcares
(glucosa y azlcares hemicelulbsicos (xilosat+arabinosa) obtenidos en las
experiencias preliminares. Dichas experiencias permitiran establecer el rango
Optimo de temperatura (T) y tiempo de mantenimiento (t), que son los factores
empleados. Posterior en el diseno experimental. Para ello se seleccionaran las
condiciones de T y t que proporcionen valores maximos de concentracion de
oligbmeros, maxima recuperacion de azlcares en el extracto liquidoy pureza
de AX.

Tabla 4.4- Concentracion (g/L) de azucares del extracto liquido antes y después de HA, y concentracion
(8/L) de inhibidores en el extracto liquido antes de HA.

Azlcares antes HA - Azcares después
Inhibidores (g/L]
(&/L) @ HA (g/L)

conc
Exp T2 (°C) NaOH t(min) Gluc Xilosa Arab
(M)

Acido  Acido

Férmico Acético HMF Furfural Gluc Xilos Arab

P2 120 0,40 250 047 000 0,00 0,19 1,14 000 0,00 065 120 0,77
P3 120 0,20 250 062 0,00 000 0,31 1,02 000 000 148 4,40 248
P4 150 0,05 250 0,10 0,00 0,00 0,12 061 000 000 272 022 0,00
P5 150 0,40 250 0,08 0,00 000 0,31 1,06 000 000 094 292 1,80

P6 150 0,20 250 0,73 0,00 0,00 0,86 1,47 0,00 0,00 1,08 819 4,87
pP7 180 005 250 0,13 000 0,00 0,17 0,76 000 000 436 125 0,56
P8 180 0,40 250 0,03 0,00 000 0,39 1,212 000 000 275 486 314

PO 180 0,20 250 0,24 0,00 000 0,99 1,32 000 000 164 921 545
P10 180 030 250 0,79 000 0,00 1,09 1,28 000 000 0,74 11,01 6,63
P12 200 0,20 250 0,27 0,00 0,00 1,14 1,34 000 000 1,00 1241 7,07
P12 200 030 250 048 000 000 1,29 1,40 000 0,00 087 11,70 6,59

P13 180 0,20 500 0,26 0,00 0,00 1,02 1,29 000 000 065 1061 6,35
Exp: experiencia.
Gluc: glucosa.
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Arab: arabinosa.
HMF: 5-Hidroximetilfurfural.

Tabla 4.5- pH del extracto liquido tras la MAE, recuperacion total de solidos (% RGT), concentracion de
oligémeros en el extracto liquido (g/L), pureza del extracto (%) y recuperacion de azucares del extracto

liquido (%,).
Recuperacion azlcares

Conc _Cpnc Pureza
Exp T°(°C) NaOH t(mir) pH RTG (%) ClEOMeros (i iocay RGL (%) RAHL (%)

(M) (xilosa+arab) arab) (%)

(g/L)

P1L 120 0,05 2,50 8,43 76,20 0,00 0,00 4,79 0,00
P2 120 0,10 2,50 10,17 63,95 1,98 4,86 3,28 6,11
P3 120 0,20 2,50 12,62 64,75 6,88 10,81 7,52 21,23
P4 150 0,05 250 7,72 67,60 0,22 0,63 13,81 0,67
P5 150 0,20 2,50 9,52 52,30 4,72 9,19 4,80 14,57
P6 150 0,20 2,50 10,55 45,45 13,07 17,23 5,48 40,35
P7r 180 0,05 2,50 6,55 64,43 1,81 4,06 22,13 5,59
P8 180 0,20 2,50 8,13 46,85 7,99 11,06 13,97 24,67
PO 180 0,20 2,50 10,20 45,90 14,66 19,13 8,35 45,27
P10 180 0,30 2,50 11,05 41,93 17,64 20,31 3,74 54,45
P11 200 0,20 2,50 9,79 26,05 19,48 23,87 5,07 60,15
P12 200 0,30 2,50 10,43 35,35 18,29 19,99 4,41 56,48
P13 180 0,20 5,00 10,15 40,65 16,96 20,16 3,31 52,37

Concoligdmeros (xilosa+arab) (g/L): concentracion de oligomeros (xilosa y arabinosa) en el extracto liquido.

RGy: recuperacion de glucosa en la fraccion liquida o prehidrolizado (g glucosa en extracto liquido/100 g glucosa en el
BSGinicial (materia prima)).

RAH,: recuperacion de azlcares he miceluldsicos (xilosa yarabinosa) en la fraccion liquida o prehidrolizado (g azUcares
hemicelulésicos en extracto liquido/100 g azlcares hemiceluldsicos en el BSG inicial (materia prima)).

Para establecer el efecto de la temperatura, se analizan las pruebas con la
misma concentracion y distinta temperatura de operacion. Fijando la
concentracion deNaOH,amedida que la temperatura aumenta (120°C, 150°C,
180°C, 200°C), se incrementa las concentraciones de oligdmeros (AX) en el
liquido, la % RAHLY la pureza.

El parametro determinante en este caso es la concentracion de NaOH, ya
gue se experimentan grandes diferencias de resultados en funcion de las
distintas concentraciones de NaOH utilizadas (0,05; 0,10; 0,20; 0,30 M NaOH).
Los valores de concentracion de oligomeros, RAHLy pureza aumentan con el
aumento de concentracion de NaOH hasta 0,20M NaOH, sin embargo, dichos
valores no mejoran cuando la concentracion aumenta a 0,30M NaOH. Asi a la
maxima T= 200°C y concentracion 0,2M NaOH, se obtienen los valores de
concentracion AX=18,29 g/L, %RAH_=56,48% y pureza 19,99%.

El valor maximo de concentracion de arabinoxilanos en el extracto liquido
(Tabla 6), se encuentra en la prueba P11, con un valor de 19,48 g/L. La pureza
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es de 23,87% Yy la recuperacion de azucares hemicelulésicos es de 60,15%.
Estos valores corresponen a la maxima temperatura de trabajo utilizada
(200°C) y una concentracion de 0,2M.

4.2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se van a presentar los resultados del diseno, basado en un Diseno Central
Compuesto experimental basado en los valores de la concentracion de
oligdbmeros (g/L) obtenidos en las experiencias preliminares. Estos resultados
han sido obtenidos tras realizar los métodos de analisis al extracto liquidoy a
la fraccion soélida. Se han variado los rangos de los factores respecto a las
experiencias preliminares. El factor temperatura (170-210°C) (ligeramente
superior a 200°C), y el factor concentracion de NaOH (0,1-0,4M), para
comprobar que, siaumenta la concentracion de NaOH o temperatura no mejora
la recuperacion de AX.

EXTRACTO LiQUIDO

En este apartado se van a exponer los resultados correspondientes al
extracto liquido (Tabla 4.6, Tabla 4.7). La variacion de los factores (las
condiciones durante la extraccion asistida mediante tecnologia microondas)
producen distintos resultados en las variables respuesta.

Tabla 4.6- Concentracion (g/L) de glucosa, xilosa y arabinosa antes y después de someter el extracto
liquido a HA, y concentracion de inhibidores (g/L) del extracto liquido antes de HA para cada Ty
concentracion de NaOH en cada experimento. Tiempo de mantenimiento de la temperatura (2,5 min)

constante.
Azl car(egs/ala_r)nes HA In hibidores (g/L) Azl c:r:s( :/eLs)pués
Conc
Exp T(°C) NaOH Gluc Xilosa Arab Formico Acético HMF Furfural Gluc Xilosa Arab
(M)
1 210,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,81 1,18 0,00 0,00 0,00 8,02 4,42
2 170,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,50 1,42 0,00 0,00 0,00 291 1,83
3 210,00 0,40 051 0,00 0,00 2,02 1,36 0,00 0,00 051 9,26 4,85
4 190,00 0,25 0,06 0,00 0,00 1,38 1,30 0,00 0,00 0,17 11,16 7,10
5 190,00 0,25 0,01 0,00 0,00 1,38 1,21 0,00 0,00 0,01 9,19 5,38
6 190,00 0,25 0,00 0,00 0,00 1,31 1,25 0,00 0,00 0,00 10,06 5,68
7 190,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,23 0,60 0,00 0,00 1,09 0,96 0,39
8 190,00 0,25 0,00 0,00 0,00 1,29 1,15 0,00 0,00 0,00 9,08 5,02
9 190,00 0,46 0,58 0,00 0,00 1,28 1,43 0,00 0,00 0,58 10,45 5,75
10 218,28 0,25 0,00 0,00 0,00 1,21 1,15 0,00 0,00 0,00 10,46 5,69
11 170,00 0,40 0,63 0,00 0,00 0,95 1,45 0,00 0,00 0,63 10,36 6,86
12 190,00 0,25 0,05 0,00 0,00 0,99 097 0,00 0,00 0,05 909 5,13
13 161,72 0,25 0,28 0,00 0,00 1,04 1,08 0,00 0,00 0,28 8,12 4,85

Antes de realizar la hidrdlisis, la concentracion de glucosa, xilosa y
arabinosa medidas por HPLC en la fraccion liquida tras la MAE es
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practicamente inexistente. Tras la hidrolisis, los valores de glucosa siguen
siendo casi nulos mientras que los valores de concentracion de xilosa y
arabinosa han aumentado. Este aumento indica que tras la HA las cadenas de
oligbmeros se han roto, quedando sus mondmeros libres (xilosa y arabinosa) y
cuantificables mediante la técnica de HPLC.

Como se ha descrito anteriormente, los factores (temperatura y
concentracion de NaOH) son determinantes en los resultados obtenidos (Tabla
4.6), de modo que, al aumentar la temperatura de extraccion (161,72°C a
218,28°C), se obtiene una mayor concentracion de azlcares medidos tras la
hidrélisis. Esto ocurre hasta llegar a la temperatura de 190°C (Exp 4; 0,25 M
NaOH), donde se encuentra el valor maximo de concentraciéon de xilosa y
arabinosa (11,16 g/L xilosa; 7,10 g/L arabinosa). En latemperatura de 210°C
se obtiene una gran concentracion de azlcares, pero es ligeramente inferior a
la conseguida con 190°C. El aumento de la concentracion de NaOH (entre 0,04
My 0,46 M NaOH), fijando unatemperatura, produce un significativoaumento
de la composicion de azlcares tras la hidrélisis, esto indica que, tras la MAE,
se ha conseguido extraer una mayor concentracion de oligobmeros (xilosa y
arabinosa) y que la concentracion de NaOH es el factor mas influyente. Los
resultados van aumentando hasta llegar a una concentracion de NaOH de
0,25M NaOH. Este resultado es coherente con las experiencias preliminares
donde una concetracion de 0,3M hacia disminuir la concentracion de azlcares
libres. Las mayores concentraciones de azucares (11,16 g/L xilosay 7,10 g/L
arabinosa) se encuentran en el experimento n°4 con los factores (190°C,
0,25M NaOH).

Los componentes inhibidores son generados como consecuencia de la
extraccion asistida por microondas. Estas concentraciones de inhibidores se
han determinado para ver la posible influencia de los mismos en la
transformacion de esta corriente a butanol (via fermentacion) en caso de que
se utilizase con ese fin. Como consecuencia, Sus concentraciones varian
dependiendo de la severidad de la etapa de extraccion. Como se puede ver en
la Tabla4.6, los compuestos inhibidores tienen muy baja concentracion en las
extracciones con muy baja severidad, y sus concentraciones mas altas son
alcanzadas en las condiciones mas severas de extraccion. (acido férmico entre
0,23y 2,02 g/L; acido acético entre 0,60y 1,36 g/L). Del acido acético, se
obtiene una concentracion inferior a 1,36 g/L Exp 3 (210°C, 0,40M NaOH). El
factor de aumento de temperatura es solapado por la concentracion de NaOH,
ya que, disminuyendo el factor concentracion, la concentracion de inhibidores
también disminuye hasta su minima concentracion, que es también la minima
concentracion de NaOH (Exp 7; 190°C, 0,04M NaOH). Aumentando la
concentracion de NaOH, aumenta concentracion de inhibidores, siendo el Exp
3(210°C, 0,40M NaOH) el punto con mayor concentracion, que también es el
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experimento con mayor concentracion de NaOHy mayor temperatura sin contar
con el punto estrella superior de temperatura. Ademas, el contenido en HMF
(originado por la degradacion de la glucosa) y furfural (originado por la
degradacion de pentosas) son despreciables.

Tabla 4.7- pH del extracto liquido tras la MAE, concentracion (g/L) de oligdmeros (xilosa + arabinosa)

contenida en el extracto liquido tras la MAE y pureza de los AX (xilosa + arabinosa) contenidos en el
extracto liquido tras MAE. Tiempo de mantenimiento de la temperatura (2,5 min) constante.

Conc NaOH Conc oligdbmeros I_DurezaAX

Exp T(°C) (M) pH (xilosa+arab) (/L) (xHos(a(\%y)arab)

1 210,00 0,10 7,42 12,43 18,05

2 170,00 0,10 8,84 4,74 8,27

3 210,00 0,40 10,66 14,11 11,96

4 190,00 0,25 10,18 18,26 20,98

5 190,00 0,25 10,06 14,57 15,50

6 190,00 0,25 10,31 15,74 17,39

7 190,00 0,04 6,26 1,35 3,19

8 190,00 0,25 10,12 14,11 15,79

9 190,00 0,46 12,51 16,20 104,85
10 218,28 0,25 10,01 16,15 19,50
11 170,00 0,40 13,01 17,22 17,86
12 190,00 0,25 10,24 14,22 15,81
13 161,72 0,25 11,57 12,97 14,70
opt 172,38 0,38 12,38 17,03 17,05

HMF: 5-Hidroximetilfurfural

En la Tabla 4.7 estan recogidos los resultados de pH del extracto liquido
medido tras la extraccion asistida con microondas, la concentracion de
oligbmeros (xilosa y arabinosa) y la pureza de los AX que contiene el extracto
liqguidotras la MAE.

La concentracion de oligdmeros (xilosa y arabinosa) (g/L) se calcula
mediante la Ecuacion 21, que es la resta de las concentraciones de
carbohidratos (xilosa y arabinosa) antes y después de la hidrdlisis, por lo que
variara en funcion de los factores proporcionalmente en funcion de estas.

El valor maximo de concentracion de oligdmeros (AX) se encuentra en el Exp
4 (18,26 g/L) cuyos factores son (190°C; 0,25M NaOH), la experiencian®11 es
la segunda con mayor concentracion de oligobmeros (17,22 g/L) con factores
de (170°C; 0,40M NaOH). El tercer punto con una concentracion de oligdbmeros
es la Exp n°9 (16,20 g/L) cuyos factores son (190°C; 0,46M). A partir de estos
tres valores se puede deducir que los valores 6ptimos de los factores van a ser:
la temperatura éptima va a estar entre los 170°C y 190°C, y la concentracion
Optima va a estar entre los valores de 0,25 y 0,46 M NaOH.
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Analizando los resultados de pureza, la experiencia con mayor pureza es la
misma que presenta mayor concentracion de oligdbmeros. La pureza varia entre
8,27% y 20,98%, aumentando cuando se aumenta la temperatura (a una
concentracion de NaOH fija) y aumentando cuando la concentracion de NaOH
aumenta hasta el valor de (0,25M NaOH; Exp 4) donde se encuentra el mayor
valor de porcentaje de pureza del diseno (20,98% pureza). El valor de la
experiencia 9 no es validoy esta asociado a algun error experimental, debido a
que no se puede obtener una pureza superior al 100%.

El pH del extracto liquido obtenido tras la extraccion aumenta amedida que
la concentracion de solvente va aumentando, el intervalo de pH varia de 6,26
a 13,01, siendo la medida mas alta de pH la experiencia n°11 (pH 13,1),
alcanzado en los valores de los factores (170°C; 0,40M NaOH). Estas
condiciones son las del experimento de segunda mayor concentracion, el de
mayor concentracion es ligeramente superior (Exp n°9; 0,46M NaOH), cuya
temperatura es de las mas bajas del diseno (170°C) Este resultado puede ser
debido a que, al ser una temperatura baja, la extraccion del BSG es menor y
gue se solubilice menos fraccion hemicelulosica del BSG inicial.

FRACCION SOLIDA

En este apartado se muestran los resultados correspondientes a la fraccion
solida tras la extraccion alcalina asistida mediante tecnologia microondas. La
Tabla 4.8 se exponen los resultados de la recuperacion total gravimétrica de
solidos, la composicion de la fraccion sélida en porcentaje en peso y el grado
de deslignificacion de la fraccion solida.

En la Tabla 4.8, la recuperacion de sélidos (RTG) esta afectada por la
severidad de la extraccion, temperatura y concentracion de NaOH, y estos
factores influyen en las fracciones no estructurales y fracciones labiles
(extractivos y fraccion hemiceluldsica, respectivamente) los cuales se
solubilizan como consecuencia de la extraccion. Como se puede apreciar,
cuanto mayor es la severidad de la extraccion, se reduce la recuperacion de
so6lidos. El rango de recuperacion se encuentra entre 18,47% y 63,73%,
correspondiendo a los factores de severidad mas bajo y el mas alto sin contar
con el punto estrella superior. La temperatura de extraccion influye muy poco
en la recuperacion de sélidos. El experimento con una mayorrecuperacion total
gravimétrica (63,73%) esla Exp 7 (190°C, 0,04M NaOH), y se caracteriza por
ser la experiencia con menor factor de concentracion de NaOH. En el trabajo
de Fernandez-Delgado et al., 2019 el rango de la recuperacion total de sélidos
varié de (39-61%) aumentando la concentracion de NaOH (0,25-1,25M), esto
indica que en los resultados de este trabajo tiene sentido que al aumentar la
concentracion de NaOH (0,4-0.46M), aumente la recuperacion de solidos
(25,40-63,73% RTG).
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Tabla 4.8- Recuperacion total gravimétrica, (% RTG) de la fraccion sélida, composicion (%) de la fraccion
sdlida tras la extraccion MAE, grado de deslignificacion de la fraccion sélida tras la MAE. Tiempo de
mantenimiento de la temperatura (2,5 min) constante.

Composicion (%)

Exp T(°C) Ngg:(()iVI) F(*;f); Glucosa Xilosa Arab LAl LAS des”gf‘i;;ggién o
1 210,00 0,10 40,12 40,44 24,78 499 22,46 1,38 62,91

2 170,00 0,10 4893 31,04 30,62 9,34 2053 2,51 56,27

3 210,00 0,40 18,47 63,98 24,61 3,18 7,64 0,62 94,08

4 190,00 0,25 25,4 5242 26,21 461 17,57 0,74 81,95

5 190,00 0,25 25,78 52,41 2598 4,64 17,49 0,69 81,82

6 190,00 0,25 27,87 52,09 25,64 4,03 17,17 0,70 80,68

7 190,00 0,04 63,73 24,36 2852 8,97 22,34 4,30 34,14

8 190,00 0,25 2595 51,28 23,28 3,81 18,26 0,62 80,99

9 190,00 0,46 226 59,69 26,68 4,27 10,86 0,59 89,97

10 218,28 0,25 23,41 56,98 22,24 293 13,45 0,55 87,29

11 170,00 0,40 28,16 52,54 27,3 5,33 13,00 0,96 84,75

12 190,00 0,25 26,77 52,17 25,08 4,13 15,51 0,61 83,26

13 161,72 0,25 33,31 43,39 27,99 595 16,58 1,32 76,87
’\R/ITAGE:)-recu peracion total gravimétrica (recuperacion de solidos insolubles, recuperacion de sélidos tas la

LAI: lignina acido insoluble.
LAI: lignina acido soluble.

Como se puede ver en laTabla 4.8, lafraccion sélida tras la extraccion tiene
un contenido en glucosa entre 24,36% y 63,98%. El enriquecimiento de
glucosa en el sélido pretratado se debe a la solubilizacion de los extractivos y
la hemicelulosa durante la extraccion. El residuo soélido incrementa su
contenido en glucosa de 17,9% (BSGinicial) v a 63,98%.

Como se observa en la Tabla 4.8, la composicion de la fraccion sélida tras
la extraccion varia de forma en que, si se trabaja con valores de los factores
bajos (baja concentracion de NaOH y bajas temperaturas de extraccion), la
composicién se caracteriza por tener mas porcentaje de xilosa, arabinosa,
lignina acida soluble e insoluble y menor porcentaje de glucosa (mondémero de
la celulosa). Esto es debido a que la extraccion de oligdmeros (AX compuestos
por xilosa y arabinosa) es muy pequeha. En cambio, trabajando con altas
temperaturas y alta concentracion de NaOH, los porcentajes de xilosa y
arabinosa en el sélido se reducen, de forma que la glucosa acaba siendo
practicamente la mitad de la composicion de la fraccion sélida, siendo la
maxima composicion de glucosa en la Exp 9, la experiencia con los maximos
factores sin contar con los puntos estrella del modelo. La disminucion en la
celulosa y hemicelulosa contenidas en el BSG tras la extraccion se debe a la
solubilizacion parcial de los azucares en el liquido tras la extraccion,
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especialmente la xilosa y arabinosa. En el trabajo de Fernandez-Delgado et al.,
2019, se encuentra una mayor solubilizacion de hemicelulosa (54,6%)
utilizando una mayor concentracion de NaOH (1,25M) utilizando el rango de
(0,25-1,25M NaOH). Estos datos son mas altos que en las experiencias
realizadas en este trabajo debido a que el rango de trabajo de concentracion
de NaOH es mas bajo (0,1-0,4M)

Segun los datos recogidos en la Tabla 4.8, se puede ver que, grado de
deslignificacion depende en mucha mas medida de la concentraciéon de NaOH
que de la temperatura, aunque depende de ambas. Una alta concentracion de
hidréxido de sodio solubiliza una alta cantidad de hemicelulosa y lignina ya que
el hidréxido de sodio ataca las cadenas entre la ligninay la hemicelulosa
presentes en la estructura del material lignocelulésico de forma que se
incrementa su capacidad de biodegradacion. El porcentaje de deslignificacion
mas alto se encuentra en la Exp 3 (94,80%)con factores (210°C; 0,40M NaOH).
En Fernandez-Delgado et al., 2019, se observa que un alto contenido de NaOH
produce un efecto positivo en la deslignificacion del BSG (de 27,9% con 0,25M
NaOH a 49,5% para 1,25M NaOH), .

RECUPERACION DE AZUCARES (EXTRACTO LIQUIDO Y FRACCION

-

SOLIDA

Tras la extraccion alcalina asistida mediante tecnologia microondas, se
analizan los resultados de la recuperacion de azlcares en la fraccion séliday
el extracto liquido recogidos en la Tabla4.9. En este trabajo, interesa obtener
una alta recuperacion de azucares hemiceluldsicos (xilosa y arabinosa) en el
extracto liquido, ya que son los mondmeros que forman las cadenas de AX.

En la Ecuacion 23 se observa que, la recuperacion de xilosa y arabinosa en
la fraccion liquida (RAHL) depende directamente de la concentracion de xilosa
y arabinosa obtenida tras la HA, por lo que los experimentos que tienen las
mayores concentraciones de xilosa y arabinosa son los que mayor porcentaje
de RAH_tienen. Estas experiencias son la Exp 4 (56,37%), seguidode Exp 11
(53,16%) y Exp 9 (50,03%). Por lo contrario, la menorRAHLes la Exp 7 (4,16%)
ya que al ser la experiencia con menor concentracion de NaOH a una
temperatura media de diseno (190°C; 0,04 M NaOH) tiene una capacidad de
extraccion mucho menor. Coelho et al.,, 2014 obtuvo un rendimiento de
recuperacion de AX de 43%. En este trabajo se utilizé como solvente agua,
210°C, 2 min de tiempo de mantenimiento y una etapa extraccion. Este
rendimiento de recuperacion es menor que el obtenido con la Unica etapa de
extraccion de este trabajo en el diseno 6ptimo (52,59%, apartado 4.7.3) con
las condiciones 6ptimas (172°C; 0,38 M NaOH; 2,5min).
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Tabla 4.9- Recuperacion de azlcares (recuperacion de glucosa (%RG) y recuperacion de azucares
hemicelulésicos (% RAH)) en el extracto liquido y en la fraccion sélida. Tiempo de mantenimiento de la
temperatura (2,5 min) constante.

Recuperacion azlcares

Exp T(°C) concNaOH(g/L) RGL(%) RAHL(%) RGs (%) RAHs (%) RAHtota (%)

1 210,00 0,10 0,00 38,39 82,45 36,88 75,27
2 170,00 0,10 0,00 14,64 77,19 60,37 75,01
3 210,00 0,40 2,61 43,57 60,06 15,85 59,42
4 190,00 0,25 0,89 56,37 67,65 24,16 80,53
5 190,00 0,25 0,06 44,97 68,65 24,37 69,34
6 190,00 0,25 0,00 48,58 73,77 25,53 74,11
7 190,00 0,04 5,53 4,16 78,89 73,76 77,92
8 190,00 0,25 0,00 43,55 67,62 21,70 65,25
9 190,00 0,46 2,96 50,03 68,56 21,60 71,63
10 218,28 0,25 0,00 49,87 67,77 18,19 68,06
11 170,00 0,40 3,21 53,16 75,17 28,36 81,52
12 190,00 0,25 0,24 43,89 70,96 24,14 68,03
13 161,72 0,25 1,40 40,03 73,44 34,90 74,93

RGL: recuperacion de glucosaen la fraccion liquida o prehidrolizado (g glucosaen extracto liquido/100 g
glucosaen el BSG inicial (materia prima)).

RAH.: recuperacion de azlcares hemiceluldsicos (xilosa y arabinosa) en la fraccion liquida o
prehidrolizado (g azlcares hemicelulésicos en extracto liquido/100 g azlcares hemicelulésicos en el BSG
inicial (materia prima)).

RGs: recuperacion de glucosa en la fraccion sélida (g glucosa en sélido pretratado/100 g glucosa en el
BSG inicial (materia prima)).

RAHs: recuperacion de azlcares hemiceluldsicos (xilosay arabinosa) en la fraccion sélida (g azlicares
hemicelulésicos en sélido pretratado/100 g azlcares hemicelulésicos en el BSG inicial (materia prima)).

En este trabajo también se utilizaron tres extracciones secuenciales (dos
con agua y una con 0,1M KOH) a 180°C durante 2 minutos que permitieron
extraer 62% de AX y AXOS. El rendimiento obtenido con el punto 6ptimo de este
trabajo es algo menor, pero se debe tener en cuenta que se han obtenido
recuperaciones parecidas siendo el proceso de este trabajo mas sencillo. En el
estudio de (Vieira et al., 2014), fueron capaces de recuperar un porcentaje de
AX del 75-82% de BSG mediante tres extracciones alcalinas secuenciales
usando hasta concentraciones de 4M de hidroxido de potasio (KOH) como
solvente. En el experimento 6ptimo de este trabajo, se ha conseguido mediante
una Unica extraccion asistida con microondas un porcentaje de 52,59%. De
modo que, como ocurre en el trabajo de Coelho et al., 2014, aunque la
recuperacion de AX es mayor debido a que es un proceso con mas etapas.

La recuperacion de azucares hemiceluldsicos en la fraccion sélida (RAHs),
varia de forma inversa a RAHL, de forma que, en los experimentos en los que la
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temperatura de extraccion y la concentracion de solvente son menores, se
obtiene una mayor recuperacion (Exp 2, 60,37%; Exp 7, 73,76%). Los demas
valores de RAHs difieren menos entre ellos (entre 15% y 36%) siendo las
experiencias Exp 3 y Exp 10, cuyos valores de temperatura de extraccion son
los mas altos (210°C, 0,40M NaOH y 218,18°C; respectivamente), los que
menor recuperacion tienen. Esto implica el factor determinante en RAHses la
temperatura de extraccion sobre la concentracion de NaOH.

Jiang et al.,, 2019 optimiz6 MAE alcalina usando como materia prima
salvado de maiz y NaOH como solvente, en las condiciones 6ptimas halladas
en el estudio (70°C (fijada), 0,3M NaOH, 1:30 w/v, tiempo de mantenimiento
de temperatura 20 min, 500W de potencia) se recuperé un rendimiento de
WUAX de 27,78%, valor inferior al obtenido en este trabajo (52,59%) con las
condiciones 6ptimas (172°C; 0,38M NaOH; 2,5min).

La recuperacion de glucosa en el extracto liquido RGL es muy pequena en
todos los experimentos debido a que la celulosa no se disuelve en soluciones
alcalinas, de modo que su extraccion es practicamente nula excepto en la Exp
7 (5,53%) cuyas condiciones (170°C; 0,04M NaOH) equivalen a la temperatura
y concentracion de solvente mas bajas. La recuperacion de glucidos en la
fraccion soélida también es la mayor en este experimento (Exp 7). Todo lo
contrario ocurre en la recuperacion de glucidos en la fraccion solida, RGs, los
porcentajes de recuperacion son muy altos en general (entre 60,06% y 82,45%)
debido a la causa antes mencionada.

La recuperacion de glucosa en la fraccion sélida tras la extraccion se
observan valores bajos para las mas altas severidades de tratamiento.

La suma de la recuperacion de azlcares hemiceluldsicos en el extracto
liquido y la recuperacion de azlcares hemicelulésicos de la fraccion sélida
equivale a los gramos totales recuperados de azucares hemicelulésicos en la
fraccion liquida contenidos en 100g de BSG iniciales. Esta recuperacion no
llega a ser total en ningln caso debido a que una parte de los azlicares se
degrada (la depolimerizacion podria ser debida a que se trabaja a altas
temperaturas) durante la extraccion. La recuperacion maxima obtenida en el
diseno es con la experiencia n°11, en el que se recupera el 81,52% deazlcares
hemicelulodsicos totales (RAHToTAL).

4.2.3 OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ASISTIDA CON
MICROONDAS.

En este trabajo, la etapa de extraccion asistida con microondas ha sido
llevada a cabo con el propésito de obtener una mayor recuperacion de AX. Por
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lo consiguiente, se ha optimizado la extraccion maximizando la concentracion
de oligbmeros (g/L), que es la concentracion de AX extraidos en la fraccion
liquida.

Se ha optimizado la concentracion de oligobmeros (g/L) en la fraccion
liquidaen funcidn de los factores de temperatura de extraccion y concentracion
del solvente (NaOH). A partir de los resultados experimentales, se ha llegado a
la conclusion de que la interaccion entre ambos factores tiene efecto positivo
en la extraccion de oligdbmeros, siendo la influencia de la concentracion de
NaOH el factor mas influyente. Mediante el programa Statgraphics Centurion
XVII, se ha obtenido una ecuacion que muestra la influencia de cada factor (Ec
25) y que confirma la mayor contribucion del factor concentracion:

conc.oligémeros (xilosa y arabinosa)

Ec (25
=14,71+1,13-A+4,40 -B—270-A-B — 2,84 -B? (25)

A: Temperatura (°C)
B: Concentracion de NaOH (M)

El factor B aparece en tres términos de la ecuacion, en uno de ellos sale
elevado al cuadrado, mientras que el término A aparece en dos, donde en uno
de ellos multiplicado por B. De forma que se puede asegurar que la
concentracion de oligdbmeros depende en mas medida de la concentracion de
NaOH.

A través del mismo programa, se ha obtenido el punto 6ptimo con mayor
concentracion de AX, las condiciones del punto 6ptimo son (172,38°C, 0,38M
NaOH), siendo la concentracion de oligdbmeros (xilosa y arabinosa) de 17,51
g/L, recuperacion de azlcares hemiceluldsicos en la fraccion liquida (RAHL) de
54,71%y una pureza del extracto liquidode 17,19%.

Asimismo, se ha realizado un experimento confirmatorio del punto éptimo
obtenido, mostrandose los resultados de concentracion de glucosa, xilosa y
arabinosa antes y después de someter el extracto liquido a HA, concentracion
de inhibidores del extracto liquido antes de HA, pH del extracto liquido,
concentracion de AX contenida en el extracto liquido, pureza de los AX
contenidos en el extracto liquido tras MAE, recuperacion de azucares en el
extracto liquido (recuperacion de glucosa (%RGL) y recuperacion de azlcares
hemicelulésicos (% RAHL)), recuperacion total gravimétrica de la fraccion sélida
(% RTG), composicion (%) de la fraccion sélida tras la extraccion y grado de
deslignificacion de la fraccion sélida, en las Tabla 4.10, Tabla 4.11 y Tabla
4.12.

Tabla 4.10-Concentracion (g/L) de glucosa, xilosa y arabinosa antes y después de someter el extracto
liquido a HA, y concentracion de inhibidores (g/L) del extracto liquido antes de HA para cada T y
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concentracion de NaOH en cada experimento. Tiempo de mantenimiento de la temperatura (2,5 min)

constante.
Az cares antes HA - Az cares después
Inhibidores (g/L
(&/L) &/ HA (&/L)
conc
Exp T(°C) NaOH Gluc Xilosa Arab Formico Acético HMF Furfural Gluc Xilos Arab
(M)

opt 172,38 0,38 0,30 0,00 0,00 1,21 1,17 0,00 0,00 0,34 10,22 681

Tabla 4.11- pH del extracto liquido tras la MAE, concentracion (g/L) de oligémeros (xilosa + arabinosa)
contenida en el extracto liquido tras la MAE y pureza de los AX (xilosa + arabinosa) contenidos en el
extracto liquido tras MAE y recuperacion de azicares (recuperacion de glucosa(%RGL)y recuperacion de
azucares hemicelulésicos (% RAHL)) en el extracto liquido Tiempo de mantenimiento de la temperatura
(2,5 min) constante.

Exp T(°C) Conc NaOH oH Concoligdmeros Purezaxilosay RGL RAHL
(M) (xilosa+arab) (g/L) arab (%) (%) (%)
opt 172,38 0,38 12,38 17,03 17,05 1,73 52,59

Tabla 4.12-. Recuperacion total gravimétrica, (% RTG) de la fraccion sélida, composicién (%) de la fraccion
solida tras la extraccion MAE, grado de deslignificacion de la fraccion sélida tras la MAE. Tiempo de
mantenimiento de la temperatura (2,5 min) constante.

Composicion (%)

conc

RTG . Grado
(]
Exp T(°C) N(a;/(l))H (%) Glucosa Xilosa Arab LAl LAS deslignificacion (%)
opt 172,38 0,38 24,02 5450 27,91 4,73 12,53 0,82 87,56

Como se puede comprobar, los datos que han sido predichos de forma
estadistica se ajustan de forma aceptable a los datos obtenidos de forma
experimental en el laboratorio, donde el proceso experimental 6ptimo se ha
realizado con las condiciones (172°C; 0,38 M NaOH; 2,5min). Siendo la
recuperacion de AX un poco mas baja de la estimada (52,59%), pureza muy
parecida (17,05%) y concentracion de oligbmeros 17,03 g/L, valores un
porcentaje ligeramente inferiores a los determinados con el Modelo de
Superficie, pero validos asumiendo los posibles errores experimentales.

En la Figura 4.19, sacada junto con el punto 6ptimo, representa un
diagrama de superficie de respuesta sobre cémo varia la concentracion de AX
en funcion delos factores (temperaturay concentracion NaOH).
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Figura 4.19- Grafica de superficie que representa la variacion de la concentracion de oligdmeros (xilosa
+ arabinosa) en funcion de la concentracion de NaOH y de la temperatura de extraccion.

En el articulo de Rose & Inglett, 2010 se realiza una extraccion acuosa de
salvado de maiz mediante tecnologia microondas en la que se consigue
recuperar 25,8% del contenido inicial de AX, dondelas condiciones iniciales del
tratamiento para conseguir esa recuperacion fueron 180°C mantenidos
durante 10 min o 200°C durante 2 min. Este porcentaje de recuperacion es
muy pequeno comparado con el porcentaje maximo de recuperacion de AX
obtenido con el punto 6ptimo (52,59%).
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5. EVALUACION ECONOMICA

En este apartado se realiza un estudio econdmico de una planta piloto en
la que se realiza el mismo proceso de extraccion y separacion de arabinoxilanos
que en el laboratorio. También se va a calcular el valor de venta del producto
(AX) para que el proceso de produccion sea rentable. El estudio incluye un
analisis de sensibilidad de la inversion si variase del precio de venta del
producto o el precio de compra de la materia prima.

El proceso difiere del realizado en el laboratorio en que los equipos operan
de forma continua, y el bagazo de cerveza (materia prima) se utiliza himedo.
Su diagrama de bloques esta representado en la Figura 5.1:

77 kg/h

disolucion

CLECN  TANQUE DE
PRECIPITADO

77 kg/h EtOH

MICROONDAS CENTRIFUGA

110 kg/h (40kg/h 110 kg/h
BSG hidmedo + mezcla tras 33 kg/h
4 154 kg/h
70kg/h NaOH extraccion .
ai/uoso solido disolucién liquida
humedo con EtOH

146,8 kg/h
residuo liquido

7,2 kg/h AX
himedos

Figura 5.1- Diagrama del proceso que tendria lugar en la planta piloto.

Se introduce la mezcla de BSG con NaOH acuoso al microondas, cuyo flujo
masico es de:

Mmicroondas = 110 kg/h (40kg BSG himedo + 70kg H20)

Este flujohasido calculando estableciendo la misma relacion sélido-liquido
1:10 w/v que con la que se ha trabajado en el laboratorio, explicado en el
ANEXO, tras el tiempo de residencia dentro del dispositivo (tr=2,5min), el flujo
sale del microondas en la misma cantidad.
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Esta mezcla se introduce a la centrifuga 1 en flujo continuo. La centrifuga
separa el solido con un 70% de humedad, separandose 33kg/h de sélido
himedo de 77kg/h de extracto liquido. El extracto liquido pasa al tanque de
precipitado.

El tiempo de residencia en el tanque es tr = 15 min. Se anade la misma
cantidad de etanol (77 L/h EtOH) que el flujo que proviene de la centrifuga 1
(77 L/h extracto liquido),y, tras el tiempo de residencia, la mezcla pasa a la
centrifuga 2.

Esta segunda centrifuga se encarga de separar los AX precipitados del
residuo liquido restante. Se obtienen 7,2kg/h de AX himedos y 146,8kg/h de
residuo liquido (se realizan cambios de litros a kg considerando la densidad de
la mezcla como la densidad del agua).

Tomando como referencia los datos de precipitacion de AX recogidos de las
experiencias en el laboratorio, 3,2 kg/h corresponden a AX totalmente secos
ya que los AX hiumedos tienen una humedad del 45%.

Para realizar la evaluacion econémica, se ha considerado como producto
final la cantidad de arabinoxilanos secos obtenidos en un ano:
kg AX seco h d kg AX seco

16— - 300—— = 15360 =
afio afo

2
3 h d

5.1 COSTE TOTAL DE LA PLANTA

El coste total de la planta se va a estimar mediante el método de Lang, es
un método factorial el cual determina que el coste de la planta se puede
expresar como un multiplo del coste de todo el equipo base, este término de
proporcionalidad es llamado factor de Lang. Para una planta mixta, que trabaja
con soélidos y liquidos, el factor de Lang (f.) es 3,6.

Mediante la tabla 6.2 del capitulo 6 del libro SINNOTT, 2014 se van a
obtener los costes del tanque de precipitado. Los costes de ambas centrifugas
y del microondas se obtienen mediante revision bibliografica. Se ha calculado
el coste total de equipos (Ce), que es la suma de los precios de los equipos de
la planta (Tabla 5.1):

Tabla 5.1- Precio de los equipos de la planta de extraccion alcalina de arabinoxilanos asistida mediante
tecnologia microondas.

P Precios
Maquinas
d (€)
Microondas 120.000
Centrifuga GQ (F) L105 4.450
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Tanque de precipitado
(vertical)

Centrifuga GQ (F) L45 4.272

2.136

Coste total de los equipos Ce 130.858

Mediante la ecuacion de Lang Ec 5.1, se obtiene el valor de los costes fijos
de la planta:

Cr=f, Ce Ec (5.1)

Ce: coste total de los equipos.

Por lo que el capital fijo de la planta es Cf = 39257,4 €. Ahora se va a
calcular el coste total de la inversion con la Ec 5.2:

Coste total inversiéon (CTI)
= capital fijo (,Cf) Ec (5.2)
+ costes operaciéon (WC,working cost)

Los costes de operacion equivalen al 5% del capital fijo Ec 5.3:

WC=005-Cf Ec (5.3)

El coste de puesta en marcha es el 10% del coste fijo (Ec 5.4):
Coste puestaen marcha =0,1-Cf Ec (5.4)

Enla Tabla 5.2 se presenta un resumen de los costes calculados mediante
el método de Lang:

Tabla 5.2- Resumen de costes calculados mediante el método de Lang.

Coste total de equipos (Ce) 130.858,00 ¢
Coste fijo de la inversion (Cf) 471.088,88 ¢
Coste de operacién de |a planta (WC)  23.554,44 ¢
Coste de puesta en marcha 47.108,88 ¢
Coste total de inversién 494.643,24 ¢
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5.2 VIABILIDAD ECONOMICAY ANALISIS DE

SENSIBILIDAD
VIABILIDAD ECONOMICA

El coste anual de las materias primas que se nhecesitan en la planta queda
recogido en la Tabla 5.3:

Universidad deValladolid

Tabla 5.3- Datos de flujo (kg/aro), precio (€),y coste de la materia prima por ano (€/ano)

Materia prima (kFgI/uzigo) Precio (g;):;(e))
Bagazo de cerveza 384000,00 0,02 €/Kg himedo 3.840,00
Hidroxido de sodio 98% 7257,60 12,40 €/Kg 89.994 24

Agua de proceso 84000,00 26,22 €/trimestre 243,40

Para determinar el estudio de la viabilidad econémica, se va a realizar un
analisis de costes simplificado partiendo de la Tabla 6.6 del capitulo 6 del libro
SINNOTT, 2014 (Tabla 5.4). Se ha considerado que la planta va a operar 16h,
en dos turnos, con un operario en cada turno (manana y tarde), y los dias
trabajados van a ser 300 dias/ano.

Tabla 5.4- Costes fijos y variables de la planta piloto.

Costes variables

Materia prima 94.077,64 €

Utilidades 2.355,44 €
subtotal A 96.433,08€

Costesfijos

Mantenimiento y labor de

operacion 23.554,44 €

Costes de laboratorio 4.710,89 €

Supervision 4.710,89 €

Gastos generales de la planta 11.777,22 €

Cargos de capital 47.108,89 €

Seguro 4.710,89€

Tasa local 9.421,78€

Derechos 4.710,89 €
subtotal B 110.705,87 €
Costes directos (A+B) 207.138,95 €

Gastos de ventas y gastos

generales 62.141,69€
subtotal C 62.141,69€

Coste anual de produccion: A+B+C 269.280,64 €

AX obtenidos en un dia 3,22 kg/d

15.456 kg/ano

AX en un ano

60



Universidad deValladolid

Coste de produccion (€/kg)

Universidad de Valladolid
Escuela de Ingenierias Industriales

ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES

17,42 €/kgAX

A partir del coste anual de produccion y de la cantidad de AX producida por
ano, se calcula el coste de produccion de AX de la planta piloto(€/kg) (Ec 5.5):

Coste produccion =

Coste anual produccién €

Coste produccion (€/kg)

Ec (5.5)

La amortizacion de la planta junto con la de los equipos es de 10 anos
desde su inicio, cuyo impuesto es de 25%.

El balance de costes e ingresos y flujos de caja tras el analisis a los calculos
de la planta piloto estan recogidos en la Tabla 5.4. Este estudio se realiza para
comprobar la viabilidad econémica de la planta piloto y estimar el precio de
venta del producto para su lanzamiento al mercado.

En los tres primeros anos se ha supuesto que se vende el 60%, 65% y 80%
de producto respectivamente, ya partir del cuarto ano las ventas son del 100%.

Tabla 3- Balance econémico simplificado que incluye el balance de costes, ingresos y flujos de caja.

BALANCE ECONOMICO SIMPLIFICADO Afio
Descripcion (€) 0 il 2 3
Al. Capital Inmovilizado -494643,24
A2. Capital circulante -24732,16
A3. Subvenciones
A. Fl - Fondos invertidos -494643,24 | -24732,16 0,00 0,00
B1. Ingresos por ventas 322560,00 | 349440,00 | 430080,00
B2 Costes 207138,95 | -207138,95 | -207138,95
B. Margen Bruto 115421,05 | 142301,05 | 222941,05
C1. Amortizacién 4946432 | -49464,32 | -49464,32
C. BAI - Beneficio antes de impuestos 65956,72 | 92836,72 | 173476,72
D1. Impuestos 16489,18 | -23209,18 | -43369,18
D.BDI - Beneficio despucs de 4946754 | 69627,54 | 130107,54
im puestos
E.FGO - Fondos Generados por las | q,543 54| 2473538 | 69627,54 | 130107,54
operaciones
F.FGO-R- Movimiento de Fondos Flujo | q,643 54 | -460907,86 | -40028032 | -270172,77
de Caja Acumulado
Ao
4 5 6 7 8 9 10
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0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
537600,00 | 537600,00 | 537600,00 | 537600,00 | 537600,00 | 537600,00 | 537600,00
-207138,95 | -207138,95 | -207138,95 | -207138,95 | -207138,95 | -207138,95 | -207138,95
330461,05 | 330461,05 [ 330461,05 | 330461,05 | 330461,05 | 330461,05 | 330461,05
-49464,32 | -49464,32 | -49464,32 | -49464,32 | -49464,32 | -49464,32 -49464,32
280996,72 | 280996,72 | 280996,72 | 280996,72 | 280996,72 | 280996,72 | 280996,72
-70249,18 | -70249,18 | -70249,18 | -70249,18 | -70249,18 | -70249,18 -70249,18
210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54
210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54 | 210747,54
-59425,23 | 151322,31 | 362069,86 | 572817,40 | 783564,94 | 994312,49 [ 1205060,03

Tras realizar el calculo de flujos de caja, se calculan los indicadores

principales de la viabilidad del producto, estos son el Valor Actual Neto (VAN) y
la Tasa Interna de Retorno (TIR). EI VAN es unindicador el cual analiza los flujos
de caja y la rentabilidad que da el proyecto, se mide en unidades de euros (€).

EITIR es el porcentaje cuando el VAN se hace cero.

Se ha escogido un precio de venta del producto en el que se obtengan unos
valores de VAN Yy TIR que aseguren que lainversion sea rentable desde el punto
de vista econdmico. Estos valores son:

Preciodel producto: 35€/kg

VAN =984.726,08€

TIR =23,86%

Debido a que el VAN tiene un valor positivo y alto, realizar la planta piloto
seria una buena inversion. Esto queda confirmado debido a que el TIR tiene un
valor superior a latasa minima de rentabilidad que es exigida para invertir (5%),
por lo que se puede asegurar que el proyecto es rentable.

Se han representado los flujos de caja y los flujos de caja acumulados en la

Figura 5.2:
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Figura 5.2- Flujos de caja y flujos de caja acumulados.

Como se puede apreciar en la grafica, la representacion de los flujos de caja
acumulados indica que la inversion inicial se recupera a partir del cuarto ano
en el que la planta esta operando. Este dato se ha obtenido tras elegir el precio
de venta del producto (AX). Desde un punto de vista econémico, el proyecto es
viable econémicamente. Larepresentacion de los flujos de cajaindicaque, tras
la inversion inicial en el ano cero, a lo largo del primer ano adn no se obtienen
suficientes ventas como para que los beneficios de la planta sean positivos.

ANALISIS DE SENSIBILIDAD

En la Figura 5.3 se muestra el analisis de sensibilidad realizado, el cual
muestra como afectaria una variacion del precio de venta de los arabinoxilanos
y el precio de compra de la materia prima, BSG, ya que son la materia primay
el producto mas importantes del proceso. La variacion se va a estimar desde
un 30% menos del precio actual hasta un 30% superior al precio actual.
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Figura 5.3- Analisis de sensibilidad variando los precios del producto (AX) y los precios de la materia

prima (BSG).

Analizando la grafica, se determina que el precio de los arabinoxilanos es el
factor mas influyente en la viabilidad econ6mica del proyecto, llegando a un
punto en el que, si el precio baja mas de un 25%, el proceso no seria viable. En
cambio, la variacion del precio de BSG no influye de forma significativa en el
VAN, por lo que el proyecto seria viable econémicamente aunque el precio del
BSG cambiase de forma significativa.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo se harealizado un estudio experimental a escala laboratorio
del proceso de obtencion de arabinoxilanos a partir de bagazo de cerveza. El
estudio se basa en la optimizacion de la etapa de extraccion alcalina del BSG
con NaOH asistida por la tecnologia microondas.

De acuerdo con los objetivos fijados, se muestran las conclusiones tras
realizar el trabajo experimental:

Mediante la revision bibliografica se ha confirmado que los métodos de
acondicionamiento (lavado de BSG y secado), pretratamiento (molienda),
extraccion (alcalina asistida con NaOH mediante tecnologia microondas) y
separacion (precipitacion con etanol) elegidos son mas eficaces que otras
alternativas, de forma que asi se ha realizado un trabajo experimental con
expectativas de obtener unos mejores rendimientos de recuperacion respecto
a estudios anteriores a este. La materia prima ha sido elegida ya que es un
recurso de bajo coste y con alta disponibilidad durante todo el ano.

Este trabajo se ha centrado en la optimizacion de la etapa de extraccion de
los arabinoxilanos, asistida mediante tecnologia microondas, utilizando
hidroxido de sodio como solvente. Las experiencias preliminares, utilizando
rangos de temperatura (120-180°C) y concentracion de NaOH (0,1-0,3M NaOH)
han servido para determinar los rangos de temperatura (170-210°C) y
concentracion de NaOH (0,1-0,4M NaOH) que deben usarse para realizar el
diseno experimental posterior asegurando que entre esos valores se encuentre
el punto 6ptimo de extraccion de estos compuestos.

El diseno experimental seleccionado y realizado con el software
Statgraphics Centurion XVIII se ha basado en un Diseno Central Compuesto. Se
ha utilizado un tiempo de mantenimiento de la temperatura de 2,5 miny los
factores de temperatura y concentracion antes mencionados. Los valores
Optimos obtenidos han sido 172,38°Cy 0,38 M NaOH, con una concentracion
de arabinoxilanos en el extracto liquidode 17,03 g/L, correspondiente a una
recuperacion de los mismos del 52,6%.

El estudio de viabilidad econémica para una planta piloto de 40kg/h de BSG
humedo establece un coste total de la planta de 0,5 millones € con un tiempo
de recuperacion de la inversion de 4 anos, un VAN de 1 millon € y un TIR de
23,9%, con un precio de venta de AX de 35€/kg indicadores de que la planta
es rentable econémicamente.
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3. ANEXO

BALANCES Y CALCULOS PARA REALIZAR LA EVALUACION
ECONOMICA DE LA PLANTA PILOTO:

Flujo que entra al microondas.

La relacion solido-liquido es de 1:10 (10kg de BSG seco con 100L de NaOH
0,38M), se mantiene igual que en las experiencias del laboratorio. Se va a
incorporar BSG humedo al microondas, con alrededor de 75% de humedad, por
lo que se necesita realizar un reajuste:

1 kg BSG himedo

1 B .
Okg BSG seco 0,25 kg BSG seco

= 40kg BSG humedo

Esto quiere decir que se introduciran 40kg de BSG himedo, de los cuales,
30kg son agua, por lo que en vez de introducir 100L de mezcla NaOH-H20, se
introducen 100L - 30L= 70L H20-NaOH. Se debe corregir entonces la molaridad
de NaOH:

0,38 molNaOH

=0.54M
70 L H,0 0.5

Entonces, los litros de agua que se utilizan en la planta son 70L/h, en un
trimestre (75d) se calculan los litros necesarios para la planta, ya que el precio
del agua es trimestral:

L H,0 h d L H,0 g m?

- 16— 75— = 84000

70 - p =84 —
d trimestre trimestre trimestre

Se calcula la cantidad de NaOH necesaria por cada hora:

mol NaOH kg NaOH LH,0 kg NaOH
—_ =1,512 ——

4 .
05 LH,0 """ mol NaOH h h

Se calcula la cantidad de NaOH necesaria para operar durante un ano:

kg NaOH h d kg NaOH
1,512 —— - 16=:- 300—=7257,6 16 ——
h d afo ano

Como la mezcla NaOH-H20 es muy acuosa, se va a considerar la densidad
del agua para los calculos.

Dimensiones de equipos.

Se van a estimar las dimensiones del microondas necesario para la planta
piloto a partir de:
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L 25 min

Vmicroondas = 110 —-

— = 4,58 L
h 60min

Siendo 2,5min el tiempo de residencia dentro del microondas.

Mediante revision bibliografica se ha elegido un microondas con D=60mm
y altura de 1,5m que suple las necesidades de la planta.

Las centrifugas han sido elegidas a partir de los kg/h de s6lido que separan,
mediante revision bibliografica.

Para escoger el tanque de precipitacion, se ha estimado su volumen
necesario y calculado su precio mediante la tabla 6.1 del capitulo 6 del libro
SINNOTT, 2014:

Vianque = 1547 - ¢om o =
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