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INTRODUCCION

O Empleo de biomasa como recurso para la obtencién de diferentes productos.

p
Problemas MEDIOAMBIENTALES
kasociados a las fuentes de C fosiles

Disponibilidad limitada

J

Espafa, 159 millones de T/afno*

O La composicion de la biomasa depende del tipo de
materia prima: Celulosa

» Extractivos/Lipidos

Lignina

» Carbohidratos

Hemicelulosa

* Lignina

e Proteina
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UBU Informe:”Estrategia para la Bioeconomia en Espafia. Horizonte 2030”,
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INTRODUCCION

SALVADO DE TRIGO Y ARROZ
HOJAS DE OLIVO

PIELES DE CEBOLLA

BAGAZO DE CERVEZA

SUBPRODUCTO DE MACROALGAS ROJAS
(G. Sesqu:pedale) e

Biomasa
lignoceluldsica
(22 generacion)



INTRODUCCION
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BAGAZO DE CERVEZA

85% de los subproductos

\ \

Cebada Malteado Molienda Macerado Coccidn Enfriamiento
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Levadura
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Levadura

Fermentacién "° viable

Maduracion
Clarificacién

Lapulo usado
+
Proteinas

v 20 kg de bagazo / 100 L de cerveza. 40 millones de toneladas/afio

70 % alimentacion Alto contenido en humedad y carga
animal microbiolégica elevada (< 48 h)

20 %
vertederos

513 kg CO,equivalente de gases efecto
invernadero/tonelada de BSG.
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BSG es un candidato

para ser incorporado

dentro del concepto
de bioeconomiay
economia circular


http://cervezadolina.com/

Presion (bar)

INTRODUCCION

»

Procesos de

fraccionamiento

v No toxico, no inflamable, inerte

v’ GRAS

CO,-sC
(fraccién lipidica) < * Quimicos
(T.=31.4°C, p.=73.8 bar)

v Se elimina por despresurizacion

v’ Modifica la estructura mejorando

10000
| . la accesibilidad para posteriores
1000 - | Fluido
tiquido 1 supercritico tratamientos
1004  <slie A
10 4
Curva de saturacion
9 Curva de fusion
Curva de sublimacion
0,14 Punto triple
Equilibrio liquido-vapor a 20 °C
0,01 4 Punto critico
Equilibrio sélido-gas a p=1 bar
1E-3

T T T T T T T T T T T T T 1
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Temperatura (K)



INTRODUCCION

»

________________________________________________________

v Disolvente mas verde que existe
AGUA PRESURIZADA

(componentes estructurales)

«—— ¢ Quimicos v'Fraccionamiento selectivo (Tynr)
(Tc = 374°C, pc = 220 64 bar)

\/Propiedades unicas con T

Producto i6nico

Constante dieléctrica
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mecanismos |
ionicos

L ' T T T

60

o~ .
a
g = ]
3 FooE ;
c 1 L 5 ;
s Y . s 8§ | -
Q Q - .. . 4
3 4 L0 = .0 L 1 afinidad hacia ~ _|
g _ N 3 1 compuestos no
§ -20 - Il 2 - polares -
S - =10
= Ky < 101 al o L 4
3 [ mecanismos ® 20 oo : -
o i radicalarios ! n - )
Q 1 3 .
J -

‘& 8 -25 NTENEY IR I TSR F N NUEN| Or]lnlll’l’lkjlll |

' n'. 0 175 350 525 700 0 175 350 525 700

Temperature (°C) Temperature (°C)



T

Valorizacion Fraccionamiento SN
d Fraccionamiento !
e de componentes .
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Bagazo de cerveza

[ Lipofilicos ]

Extraccion con
CO,-sC

VALORIZACION INTEGRAL DE BIOMASA AGROINDUSTRIAL
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AQUELLAS QUE EMPLEAN FLUIDOS PRESURIZADOS (CO, Y AGUA).
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RESULTADOS

Composicion quimica del bagazo de cerveza (protocolos NRLE)
 Sacarosa:876:009 |
! Proteinag,pe: 5:02 £ 0.08

CPT: 2.72 +0.04 Extractivos

""""""""""" t  Agua 24.3+0.6
_______________________ — Etanol 1.6 0.1
. CPT. 1261001} celulosa 11.8+ 0.9
CPT: compuesto fendlicos totales
Almidon 10.6 £ 0.3
_________________________ - P-glucano 0.62 +0.02
' Xilanos: 14.8 + 0.5 ,
- Arabinanos: 7.2+0.4 Hemicelulosa 22005 12k
. Grupos acetilo: 5.0 £ 0.4, Lignina insoluble 13.5+0.5
Lignina soluble 4.33 £ 0.06
Cenizas 2.92 £0.02
Proteinas 17.8 +0.1
Lipidos 59+04
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Extractivos hidrofilicos

Extraccion con
agua (alto % de

extractivos en agua)

/@\\)LOH /Q/%)L
HO HO

o OCHs
ac. p-cumarico ac. ferulico
0
HsCO
’ " "OH ac. cafeico
HO ac. clorogénico
OCH, ac. diferulicos
ac. sinapico
\ I
S Compuestos antioxidantes
o A
@l |

/

e Extraccion convencional

e Extraccion por ultrasonidos

1® Tipo de extraccion
:- Tamafo de particula
:-Temperatura

'* Disolvente

:- Relacién disolvente/biomasa
I

CURVAS DE
EXTRACCION

Compuestos fendlicos totales
mg galico equivalente/g
bagazo seco (mg GAE/g seco)
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Extractivos hidrofilicos

AGITACION MECANICA

4.0

e Sin moler
o molido
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EXTRACCION ASISTIDA POR
ULTRASONIDOS (UAE)
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o
ol
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o
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tiempo, s

T=50°C, 20 mL/g seco

B D (0]
o o o
1 1

% de particulas

o
I

¥ Bagazo molido = Bagazo sin moler

>2 1-2 1-05

0.5-0.25 0.25-0.125 <0.125

Tamafio particula (mm)



Extractivos hidrofilicos

Concentracién (ug/g bagazo seco) de compuestos fendlicos identificados

_ UAE (Agua) | UAE (20 % EtOH) | Hidrdlisis acida | Hidrdlisis alcalina

p-hidroxibenzoico 9.9 9.9 59.33
Acido vainillinico 48.81

e

I ldentificacion .

I Acido siringico 110.01

1 de

I

| compuestos Acido p-cumarico* 474.33

| fendlicos

' individuales: Vainillina 123.63

| HPLC-DAD .

—————————— Acido ferulico* 10.71 9.46 54.41 1305.68

Acido sindpico* 2.79 13.46 31.06 28.03
TPC, mgGAE/g. .., 3.28 3.55 35.39 16.07

R,

| figll

uUBU



Extractivos lipofilicos

VE-2 V-4

""""" Variables:
; « Tamano de
A particula

f"i}é | — ~ * Presion

Eﬁ%’é ' Vet o Temperatura

e

VE1 L VES
\
| [:|_:] Cleaning
Especificaciones maximas: 500 bar, 100 °C, V¢ = hasta 100 mL
%
A [



Extractivos lipofilicos
______________ 6
_________________________ Rend. max/|Soxhlet T OO SO O T T
§5><>&><><§§> A AN
. [ Q A 4 S [o MANAAA D B A5 S
» A =
s Y @@@O%}%g 83 S e WO©@OOOOOOO
o (%]
o 3 1. O S 00 A
o @) JA o 3
S = H
) [© or 2 A
00 % ______________ 1 Q0 T T T T T T T T T T T T |
| 20 MPa | YT ' 30MPa |
0 & — e e
: 1O;JCO /g sol ins200 > i © 60°C i ’ 0 0 0
? o . A 80°C gCO0,/g sol.ins.
T N
I A 20 MPa: el \/ L ittt bttty Rend. max|
X max.
: aumento de la p° del ,' . ALE, Cl%%%ogg 00 O ‘
| solutonocompensa 7 = ®
: el descenso de la : b9,o PUNTO DE
: pCO, conlaT. : § CRUCE
: A 40 MPa se invierte | o 2 1 ~ 40 MPa
\ el comportamiento I a0 ‘
\ / 1 - rTTTTTTTTTTTTo !
STt ToToo - | 40 MPa_;
& 0 G 1 1 1 1
A [
Bal 0 100 200 300
UBU gC0,/g sol.ins.
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Extractivos lipofilicos

Porcentaje de acidos grasos

Miristico, C14:0 --

Palmitico, C16:0 24.4+0.1

Stearico, C18:0 1.79 £ 0.01

Oleico, C18:1n-9 13.67 £ 0.05 e
HsC Acido linoléico

Vaccénico, C18:1n-7 0.94 £ 0.01

Linoleico cis y trans,

+
C18:2n-6 51.0+0.1

a-linolenico, C18:3n-3  4.30+0.01

Araquiddnico, C20:0

Gondoico, C20:1n-9 0.95 +0.01
Cetoleico C22 1n-11 0.67 £ 0.01
Otros 21+0.1

>
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Fraccionamiento con agua subcritica

Validado:
T hasta 220 °C
Flujos hasta 10 mL/min.

I
©

P-1
VE-1

Se evita:
= Bombeo de soélidos
= Excesivo molido

REACTOR SEMICONTINUO DE LECHO FUJO




Fraccionamiento con agua subcritica

» Proteinas y aminodacidos
» Polifenoles ligados a componentes estructurales

» Carbohidratos

__________________________________

V2 AY

V: volumen del reactor, m3

[

i : densidad del agua kg:m3(p, T

*t residencia, min L= Vp / P gua kg:m= (p, T)
F _. F:flujo masico, kg-:min

F=4 mL/min s

-

*Factor de severidad |logR, = log (t : exp(T_Tref)/14'75) / t, tiempo min

N ——————

p =50 bar

T, temperatura °C

\

| TCO | Density(ke/m) |__x(min) | _log(R)

941.43 29.94 2.21
924.15 29.39 2.79
910.05 28.94 3.23
A ‘ [
| et | 884.26 28.12 3.95

uUBU
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S~ gprot./100 g seco (TN*PF)

.

Agua SubC: fraccion proteica

(proteina total)

20
e e e e e — —» 17.84 g /100 g bagazo seco
16 |
@) O
I . o ©
12 } A
i O N
8 L N O : O 185 OC :
© A u ' A160°C i
O <> | :
- O % ‘g 145°C
4 @) & 1 !
- & 8 o O 125°C |
AN 0 L Q PR T S R S T S T S SO ST RO T HO MO SO S e = =
‘O 50 100 150 200 250
Ve tiempo, min

% Rendimiento

Proteina en el extracto

- 100

Proteina en la materia prima

185
160
145
125

87.7
69.0
52.6
31.3



Agua SubC: fraccion proteica

Hidrdlisis del enlace peptidico

0
0
0
'/‘\ )L i | H H,0 (0] H N
/R2 f— +/ — + | —_— g | + HSO
Ri N H B N N N
| Re Ri W R, R oh HT R,
2 1

H H
100 _ 100
| Curva acumulativa de I
20 ' aminoacidos libres A , 80 | , ﬁ\
0 A [ S AN
@ A O O 7 / ©
w 60 F 0 20 60 K
- & O < /
© O o !
5 40 | A 9 o © 4 D 40 | &
S © o
20 | 5 20
N - @ 0185°C A 160°C 0 145°C < 125°C
|‘ \ O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
| \\o 50 100 150 200 250 1 5 3 4
" . tiempo, min Factor de severidad, R,
- PR < I T
. . . | o
['suma de los aa individuales | o7\ 125°C 145°C 160°C 185
. I \
! determinados por CG . S
\ ___________________ / -———— _/ _______________ ~
’ . . L 4 I
2 ' Maximo debido a la degradacion de |
A 1Y |
| Ball | ' losaa paraR,>3.2 |
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e /



Agua SubC: fraccion proteica

1
i Rendimiento respecto a la
____ CG para andlisis de aa individuales i_ ________ hidrolisis acida
Norm. | ) o BSG |
140 | % mgaa/g | 125 145 160 185
: y 24 seco i
] é Y AP 1422 | 354 1452 2008  4.62
o] I E GLU 3898 | 119 229 121 053
J 2 é LYS*  14.75 i 2.37 7.72 5.40 1.93
R IR : i HIS* 3.79 i 6.63 8.63 5.15 5.14
o] é ; 1 o UZ‘J f ARG n.D i n.d. n.d. n.d. n.d.
1 87 = 3 g 5 SER 9.26 i 3.62 5.09 5.16 2.33
o] | T E.:iaf THR* 887 | 146 203 210 143
o] 8 TYR 4.21 i 1092 1228 986  10.13
] PHE*  11.21 i 1.89 2.99 2.45 2.21
0 ILE* 14.22 i 0.81 1.43 1.62 1.78
LEU*  15.41 i 1.56 2.62 2.70 2.86
ALA 8.72 i 5.51 6.74 7.12 7.51
‘ GLY 7.41 i 2.10 3.43 4.63 7.73
1
50.8 % de los VAL* 3147 i 0.96 1.20 1.75 2.74
PRO 17.16 1 176 2.41 2.32 2.05
aa del bagazo MET* 3.35 i 1404  27.00  14.32 6.31
son esenciales TRP* 0.08 i >100 >100  95.66  23.81
cYs 000 i 0O 0 0 0
s A, . mg aar
| Sl Rendimieto (%) =

UBU ME Adhidrolisis acida



Agua SubC: fraccion proteica

] S O ASP
r - ¥--GLU
20+ O --A--LYS
S I ,, -3- HIS
— 16 + O -4 -THR
o B - .
S 5] : ©- SER
)
S 5 R
2 8 + i~ =T
g - EI— —_— _______ N j:i: -
o g e e
Q | - cee== s .- == = =D - — - ==~
o ==-oTomT T TT=--X---IZZIZZ-ZZ-Z:-:c
O 1 I 1 I 1 I 1 —2 1 I 1 I :§
120 130 140 150 160 170 180 190
T, °C
10 +— -9 AlLA -3-6GLY -©-VAL -A-LEU -%-ILE — ]
X 8 __.B
© B _-O---"""7° ©-----"°"° ’,f”
© 6 1 - P
Q a1 ) P
E I = S
2 L] geTAT N RSREEEEELLE
g | g::::__==:::::'$::::= ---- =%: ---------------- X
O 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1
120 130 140 150 160 170 180 190
T (°C)

aa cargados
(basicos/acidos)
Glu

Lys

His

aa neutros con
cadena polar
Asp

Ser

Thr

Tmax ~ 145 °C

Tmax ~ 160 °C

aa con cadenas alifaticas

= Rendimiento aumenta

conlaT

= M3s estables a T mas

altas



Agua SubC: compuesto polifendlicos

En una matriz natural se presentan en tres formas
v’ Libres
v" Solubles (unidos por enlaces tipo éster compuestos de bajo PM)

v" Insolubles (unidos por enlaces tipo éster o éter a componentes de la pared celular)

Los enlaces tipo éter son labiles a 170 °C.

0 0 ~\—C arbohydrate O OH

decomposition by
+ Lignin + Carbohydrates
subcritical water
\\ OMe OMe
0]
Lignin OH
Eter Lignina Grupos hidroxilo en el Lignin/phenolics-carbohydrate complex Ferulic acid

Ester Carbohidratos Grupo carboxilico

anillo aromatico

estructurales Hidrolisis del enlace éter

Proteinas



Agua SubC: compuesto polifendlicos

\
| Curva | >0
| acumulativa | I 0 ©
: . L - -~ 40 + @) PT obtenidos por
, depolifenoles ™~ _-~ = [-----mmmmmomimoooooos o R e T Rkl >
| total .- i hidrdlisis acida
\_ _o_a_e_s_ 7 Q 30 + O
o
00 I 'e) A A ,
0 185 °C E 20 T .. Am-- A o EL___F_’T_?'C_’t_e_”'_dfs por
Al160°C O i O - O hidrolisis basica
< 125°C [
0 oo 9, 9 e
0 50 100 150 200 250
tiempo, min
250 80
/7 Tt TT == \\ 8 g
[ Curva I = 500 - Vainilliga o0
| acumulativa | § —X + 60 %D
| de | é ,e Q
I I = 150 Ac. ferulico o0
! polifenoles '_ = B L 40 &
I individuales // < 100 o o—3C: D-cumarico o S
I . Ve c =
|\\ (HPLC DAD)' /’ % 50 . ald&hldo Si&'ngico A - 20 \g
_______ £ — A 3
o o
5 O 1 1 1 1 1 1 1 0 =3
s R, 0 50 100 150 200 250
| Batl tiempo, min

uUBU



Agua SubC: carbohidratos

Carbohidratos

CELULOSA
HI g
H OH | CHROH H OH . oH
H DT . (0]
HOHD ] /® 0 O\ T \@,-0 HO ! /
@H CH,OH g HO E @H CHLOH
B (1-4) B (1-4)

Puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilos
distribuidos a ambos lados de los monémeros

CH,0H
0 HO -
\_‘. I;Ii-[
'7‘-\#0-}‘*0
/0%—&?‘ H OHH U*-\;L-g‘l;;oxl?‘
N " Las microfibras de celulosa presentan regiones
Nl cristalinas (2/3) y regiones amorfas

uUBU

HEMICELULOSA

feruloyl esterase

w-L-arabinofuranosidase \
QOCH
? RO
EH HO
H

HO
Q
i — S g8 j\
/0 ) HO H
Xylose OH OH
(C5 sugar)
Arabinose po ,

acetyl xylan esterase endo-1,4-i-xylanase (€5 sugar) o~ glucuronidase
C6: B-xylosidase Cs:
Glucosa ' Xilosa
Galactosa " Arabinosa

OH
Manosa HQM,SO\EDQ’
QH

Falta de cristalinidad, estructura amorfa
con grupos acetilo, cadenas ramificadas,
por lo que se hidroliza mas facilmente.



Agua SubC: carbohidratos

Andlisis de mondmeros en el efluente (HPLC)

/mL efluente

s

mg monomero

% rendimiento de monémero

2.5 .
2.0
Resultados
1.5 .
obtenidos a
1.0
B glucosa 185 °C
0.5 B xilosa
II I arabinosa
0.0 n 0
O 20 40 60 90 120 150 180 240
tiempo, min
14
12 % Rendimiento de mondmero
. xilosa
10 * glucosa Monbémero en el extracto liquido
[ J [ J = .

8 . ¢ Monoémero en la materia prima

6 2

4 [ J

®Glucosa #Xilosa Arabinosa
2
0 & : | Curva de extraccion-hidrolisis
0 50 100 150 200 250 300
tiempo, min



Agua SubC: carbohidratos

% Rendimiento total =

Monbomero + Oligbmero en el extracto liquido

Monbémero en la materia prima

100

- N
Tras hidrolisisde '~ _

]
| -~
' oligdbmeros -
|
| presentesenel |
|
\ efluente ,
N e e e e e 2 -7
o 10 ® 6
= % Glucosa =
g 8t £ Oligémero m E
5 Monémero =
- 6 F -
E E
2
+ +

0O 20 40 60 90 120 150 180
tiempo, min

>
o )
=

[ | g

uUBU

. 50 10.6 %
5 almidon
) |
40
\g ° ® ) ) ) 4_—\
-— S wn .
- Eg %0 * * *
(O]
3 g ® o ¢ ¢
0"
£2 20 ¢
QL o
£ °
% 10 S
= @®Glucosa @ Xilosa A Arabinosa
N 0N .
0 50 100 150 200 250 300
tiempo, min
° 1.6
Xilosa =
OIngmero [ E 1.2
L @ Mondémero j
E o038
=y
L S
- Jg 0.4
0 20 40 60 90 120 150 180 240 0 20 40 60 90 120 150 180 240

tiempo, min

tiempo, min
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Agua SubC: carbohidratos

Celulosa Almidon
l \ - ¢ P o R, & ;

Tras disolucion de la celulosa:
Transicion:; cristalino --- amorfo

1
—

uUBU

Deguchi et al., Green Chemistry, 2008, 10, 191-196
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Agua SubC: carbohidratos

Productos de deqgradacion

—
§ c 15
c %
v S
c 'S
G _g \g 10
O
© E
2 X g
c
o ¢ g °
(@) =)
c ©
8 O
0
c 300
NS
o o 250
— N
S a
£ 2 200
S o]
© 2 150
[72]
w S
© 3]
%) @ 100
© ()]
c £
> 50
O
0
E A
@f] |

uUBU

m Ac levulinico mAc. acético™ mAc. formico
m Ac. lactico m Ac. succinico

120 150 180 240
tlempo, min

o®

OAc. succinico  OAc. lactico
X Ac. férmico =Ac. acético
<©Ac. levulinico o o e
o
O
< ac. lactico
O O (@]
<8> o @) o ac. succinico
o o .
Ati ac. férmico
0 % = = @Cadico e |
50 100 150 200 250
tiempo, min

mg HMF o F/g bagazo

C efluente, mg HMF o F/mL

10

tiempo, min

25

hmf m furfural

0 20 40 60 90 120 150 180 240

furfural Ahmf

20

15

10

0 50 100 150
tiempo, min

furfural

A HMF

200

A

250



Agua SubC:

carbohidratos

Rutas de degradacion de azucares

AzUcares

7/
/
/
7/

»
Acids/Aldehydes <= — — Furfurals

’ A oS

" Phenols

—— + BDI‘Id breaking
e Dehydration

Ruta simplificada de degradacion de
azucares monomericos en agua
presurizada

| fatl

UBU Yu et al., Energy&Fuels, 2008, 22, 46.

12 compuestos base derivados del aztcar

Compuestos base

1,4 diacidos (succinico, fumarico y
malico)

ac. 2,5 furan dicarboxilico
ac. 3 hydroxypropionico
ac. aspartico
ac. glucérico
ac. glutamico
ac. itaconico

ac. levulinico

3-hidroxybutirolactona
glicerol
sorbitol

xylitol/arabinitol

Top Value Added Chemicals from Biomass. Volume I-NREL



Agua SubC: biomasa residual

| | e L wn | wn
2.83

Bagazo de cerveza YA
125 °C 52.26
145 °C 53.68
160 °C 54.77

185 °C 60.29

m,=12¢g
Bagazo tras hidrolisis

me=22g m;=3.2¢g
185 °C 145 °C

A a 'Y
| gl |

1.75 0.63

6.87 39.53

7.02 3.33 37.49 1.61 0.54
7.31 2.45 33.21 1.63 0.47
7.51 1.67 32.51 1.65 0.46
7.34 1.79 29.10 1.46 0.37

uBU *Friedl et al., Analytica Chimica Acta 2008, 544, 191-198
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Conclusiones

El empleo de fluidos presurizados resulta ser una
tecnologia atractiva en el diseno de biorefinerias para

valorizar biomasa agroindustrial:

001 * CO,- SC permite valorizar la fraccion lipidica rica en

acidos grasos poliinsaturados.

e Agua liquida presurizada permite un
" zﬂ fraccionamiento de proteinas, polifenoles e hidratos

de carbono.



Trabajo futuro

Formulacion de la fraccion lipidica obtenida mediante CO,-SC

Variacion del factor de severidad (t, T) para optimizar la obtencién del

producto deseado.

Estudio de la separacion de los diferentes productos obtenidos en el
fraccionamiento de la biomasa mediante agua presurizada: procesos de

membrana

Formulacion de las distintas fracciones obtenidas.

Fraccionamiento de celulosa y lignina en agua supercritica.
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mediante el Proyecto BU301P18.

* La empresa Hiperbaric, en el marco del Proyecto BIOLIGNO (10/16/BU/0017), financiado
por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) de la Unidn Europea y la Junta de
Castilla y Ledn (JCyL), a través del Instituto para la Competitividad Empresarial de Castilla
y Ledn (ICE).

* La empresa Campofrio Food Group - SIGMA, en el marco del Proyecto con referencia
10/16/BU/0005, financiado por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) de la

Unidn Europea y la Junta de Castilla y Ledn (JCyL), a través del Instituto para la
Competitividad Empresarial de Castilla y Ledn (ICE).

e La Junta de Castilla y Ledn (JCyL) y el Fondo Social Europeo (FSE) mediante los contratos
predoctorales de E. Trigueros and P. Alonso-Riafno y los contratos de D. Benito-Bedoya
and D.M. Aymara-Caiza como técnicos de apoyo a través de la Iniciativa de Empleo
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Gracias por su atencion

Grupo de Biotecnologia Industrial y Medioambiental


http://www.ubu.bioind/
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