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1. RESUMEN

El bagazo cervecero representa el 85 % de todos los residuos producidos en la
industria cervecera y se genera a en la etapa de filtracion y separacion del mosto y grano
de cebada. En los Gltimos afios la atencion se ha centrado en extraer los componentes de
este residuo porque esta conformado por alta cantidades de carbohidratos y proteinas pero
también por lignina, lipidos y minerales. Varios estudios en base diferentes tecnologias
han buscado extraer los componentes para producir productos de base bioldgica con alto
valor comercial a partir de este desecho. En el Ecuador se producen aproximadamente
120,000 toneladas anuales de bagazo cervecero, el cual es generalmente utilizado como
alimento crudo y de bajo costo para ganado. Por este motivo, esta investigacion busco
explotar las macromoléculas de este residuo para la extraccion y produccién de productos
de base biolégica bajo el concepto de biorrefineria. Para lo cual, se realiz6 una
caracterizacion de las macromoléculas con el objetivo de disefiar y ensayar cinco
bioprocesos de fraccionamiento que maximicen la extraccion de proteinas, lipidos y
carbohidratos como almidon y celulésicos en base al uso principalmente de enzimas. De
esta manera, se identifico que el segundo bioproceso de fraccionamiento extrajo 72,41 %
de las macromoléculas del bagazo cervecero, logrando extraer el 93,79 % y 86,77 % del
total de carbohidratos y proteinas respectivamente. Finalmente se ejecutd un analisis
financiero que demostré la viabilidad econémica del proyecto en una escala industria, con
una Tasa de Retorno de Inversion de 98,92 %, un Valor Actual Neto de 355 385,744 USD

y un periodo de recuperacion de la inversion de dos afios.

Palabras clave: bagazo cervecero, biorrefineria, bioproceso de fraccionamiento,

productos de base bioldgica.



2. ABSTRACT

Brewer’s spent grain represents 85 % of total waste produced by the brewing
industry and genders in the state of filtration and separation of the wort and barley grain.
In recent years, attention has focused on extracting the components of this residue because
it is made up of high amounts of carbohydrates and proteins but also by lignin, lipids and
minerals. Several studies based on different technologies have sought to extract the
components to produce bio-based products with high commercial value from this waste.
Ecuador produces about 120,000 tons per year of brewer’s spent grain, which is generally
used as raw and low-cost for animal feed. For this reason, this research sought to take of
advantage of the macromolecules from this waste for the extraction and production of
bio-based products under the concept of biorefinery. For this, a characterization of
macromolecules was carried out with the objective of designing and testing five
fractionation bioprocesses that maximize the extraction of proteins, lipids and
carbohydrates from starch and cellulosic based on the use of enzymes. In this way, it was
identified that the second fractionation bioprocess extracted 72,41 % of the brewers’s
spent grain macromolecules, extracting 93,79 % and 86,77 % of the total carbohydrates
and proteins respectively. Finally, a financial analysis was carried out that demonstrated
the economic viability of the project on an industry scale, with an Investment Return Rate
of 98.92%, a Net Real Value of USD 355 385,744 and a two-year investment recovery

period.

Key words: Brewer’s spent grain, biorefinery, fractionation bioprocess, bio-based

products.



3. INTRODUCCION

La sobrepoblacién mundial ha aumentado el requerimiento de energia, alimentos
y combustibles. Estas necesidades acarrean y ahondan otra serie de problemas como
crisis energética, cambio climatico, extincion de especies, rapido agotamiento de los
recursos naturales y alta produccion de desperdicios (Arancon, Lin, Chan, Kwan, y
Luque, 2013). Por este motivo, es imprescindible buscar medidas a nivel mundial que
contribuyan a mejorar el medioambiente y bienestar social y econémico (Sheldon, 2016).

Una alternativa para solucionar algunas de estas problematicas actuales es la
valorizacion de residuos, actividad donde los desechos agricolas, alimenticios e
industriales son utilizados para convertirlos en nuevos productos con mayor valor
comercial (Nzihou, 2010). Esta alternativa es 100 % renovable al aprovechar biomasa
residual como materia prima y simultaneamente reduce la produccion de residuos y costos
de manejo de los mismos (Liguori, Amore y Faraco, 2013). Un ejemplo de esto, es la

atencion centrada en residuos producidos de la industria cervecera.

La industria cervecera genera una gran cantidad de residuos (Mussatto, Moncada,
Roberto, y Cardona, 2013), puesto que es la quinta industria de bebidas mas importante
del mundo, con una produccion 1,88 billones de hectolitros en el afio 2015 (KIRIN, 2016).
El desecho que genera esta industria se compone de aguas residuales y solidos. Estos
ultimos se producen durante el proceso de produccién de la cerveza y se clasifican en
lUpulos, levaduras, tierra de diatomeas Yy el bagazo cervecero (dos Santos Mathias, T.
R., de Mello, P. P. M y Sérvulo, 2014; Olajire, 2012).

3.1 El Bagazo Cervecero

Durante el proceso de maceracion de la cerveza, el endospermo amilaceo

de la cebada malteada es sometido a degradacion enzimatica, resultando en la
solubilizacion del 70-80 % (Gupta, Abu-Ghannam y Gallaghar, 2010) del contenido



original de cebada en polipéptidos, aminoacidos, carbohidratos fermentables (glucosa,
maltosa y maltotriosa) y no fermentables (dextrinas) (Lynch, Steffen y Arendt, 2016).
Después de este proceso, el remanente de la cebada es insoluble y se lo denomina bagazo
cervecero (BC). Este residuo corresponde a aproximadamente el 85% del total de
desechos generados en el proceso de elaboracion de la cerveza (Mussatto, Dragone y
Roberto 2006; Gongalves et al., 2015) y su volumen de produccién es entre 16 a 22 kg
por hectolitro de cerveza elaborada (Lynch et al., 2016).

El BC es considerado biomasa lignocelul6sica porque esta conformado por
cascara del grano, pericarpio y fragmentos de endospermo (Buffington, 2014; S. I.
Mussatto, Dragone y Roberto, 2006). Su composicion quimica en peso seco es
predominantemente de carbohidratos de celulosa y hemicelulosa (17-25 %) y no
celulosicos (25-35 %), proteina (10-30 %), lignina (8-28%); y en menores cantidades
por lipidos (< 11 %) y cenizas (5 %) (del Rio et al., 2013; Mussatto et al., 2006; Mussatto
etal., 2010; Niemi, Martins, Buchert, y Faulds, 2013). Cada una de estas macromoléculas

presenta aplicaciones en casi todos los campos industriales.

La celulosa es una de las mayores fracciones del BC y esta conformado
por unidades de celobiosa, lo que le convierte en un recurso renovable, Util para la
produccién de etanol de segunda generacion para biocombustibles (Joshi, Raj, Dinita,
Jarina y Rajani, 2011). Ademas, otra aplicacion del etanol celulésico es la produccién de
plastico altamente resistente y biodegradable obtenido a partir de la deshidratacion de
etanol a etileno (compuesto generalmente derivado del petroleo para la conversion a
polietileno) (Bozell y Petersen, 2010). No obstante, el interés se ha centrado en la
produccién de nanocelulosa, un nanocompuesto con aplicaciones en ambitos como
farmacéutico, ambiental, alimenticio y ciencia de materiales, por su alta rigidez y
resistencia (propiedades mecanicas), biocompatibilidad y una quimica superficial
adaptable. (Lee, Aitomaki, Berglund, Oksman y Bismarck, 2014; Abitbol et al., 2016).
Estudios han reportado que a partir de la matriz de celulosa del BC, se pueden inmovilizar
enzimas (Rocha, Gonalves y Teixeira, 2011) y células, como la levadura Saccharomyces
cerevisiae para mejorar los procesos de fermentacion en la cerveza (Branyik, Vicente,
Machado Cruz y Teixeira, 2001).



La hemicelulosa esta conformada principalmente por arabinoxilanos
unidos por enlaces B- (1,4), pero también se encuentran en pequefias cantidades
monosacaridos de manosa y galactosa. (Lynch et al., 2016; Mandalari et al., 2005).
Estudios han reportado aplicaciones a partir de xilosa Yy arabinosa para obtener xilitol y
arabitol respectivamente, edulcorantes no caloricos y no cariogénicos (Mussatto y
Roberto, 2005). Por otro lado, la xilosa mediante procesos de transformacion puede
convertirse en furanos, molécula que sirve como plataforma para la produccion de

solventes verdes (Bozell y Petersen, 2010).

El almidon estd conformado por amilosa y amilopectina (Briggs, Boulton,
Brookes y Steven, 2004). Gracias a que se compone Unicamente de glucosa, sus
aplicaciones se encuentran en produccion de energia, biocombustibles, cultivo de
organismos, produccién de enzimas y elaboracion de blogues de construccién quimica
(Mussatto, Fernandes, Dragone, Mancilha y Roberto, 2007; Mussatto et al., 2008; Zeikus,
Jain y Elankovan, 1999). En esta Gltima aplicacion, la glucosa puede ser la plataforma
para producir los 10 bloques de construccion del futuro (Bozell y Petersen, 2010; Jong,
E., Higson A., Walsh, P y Wellisch, 2011; Werpy y Petersen, 2004). Ejemplos de estos
blogues son el acido lactico, ac. levulinico y &c. succinico; los cuales pueden ser
empleados como farmacos, cosméticos y en la manufactura de plésticos biodegradables
(Gao et al., 2016; Mussatto et al., 2007).

La fraccion lipidica esta conformada principalmente por triacilglicéridos
pero también se encuentran en menor cantidad fitoesteroles y acidos grasos libres como
ac. palmitico, &c. oléico, ac. linoléico vy ac. estearico (Niemi, Tamminen, et al., 2012).
Generalmente, los triacilglicéridos son empleado como plataforma para la produccion de
biodiesel. Sin embargo, la degradacion de los triacilgliceridos a &cidos grasos permite
tener un espectro mas grande de aplicaciones como farmacos, aditivos alimenticios,
cosméticos, alimentos, polimeros, jabones y detergentes biodegradables (del Rio et al.,
2013).

La lignina es un heteropolimero formado por varios compuestos
polifendlicos, entre los que destacan lignosulfatos, Utiles como precursores en la
elaboracion de compuestos aromaticos verdes (menos tdxicos) como xileno, benceno o

tolueno (Jong, E., Higson A., Walsh, P y Wellisch, 2011). Por otro lado, estudios



recientes han demostrado la capacidad de los componentes de la lignina para atrapar
metales pesados, dispersantes de pesticidas (Rencoret et al., 2015) y produccion de carbon
activado (Mussatto et al., 2010). Adicionalmente, a partir de lignina es posible extraer
acido ferulico y p-cumarico que presentan actividades antioxidantes en la prevencion de

cancer de colon (Hudson, Dinh, Kokubun, Simmonds y Gescher, 2000).

El BC contiene una alta cantidad de proteina al poseer tres grupos que
estan clasificados por el medio en el que se extraen: hordeinas (alcohol), glutelinas
(detergentes) y globulinas (soluciones salinas) (Niemi et al., 2013; Baxter, 1981). Esta
fraccion es generalmente utilizada como alimento crudo para ganado. Sin embargo, tiene
el potencial de servir como alimento humano porque contiene aproximadamente el 30%
de los aminoacidos esenciales, siendo la lisina la mas abundante (14,3 %) y en menor
cantidad leucina (6,12 %) y fenilalanina (4,64 %) (Lynch et al., 2016; Waters, Jacob,
Titze, Arendt y Zannini, 2012). Ademas, se han mencionado entre otras aplicaciones la
fabricacion de péptidos bioactivos que regulan la presion sanguinea al inhibir la enzima
convertidora de angiotensina (Connolly, O’Keeffe, Piggott, Nongonierma Yy Fitzgerald,
2015; Kuba, Tanaka, Tawata, Takeda y Yasuda, 2003).

Finalmente, la ceniza es otro componente del BC y en la literatura citada
reportan que esta conformada por 18 minerales, donde los méas abundantes son silicio,
fosforo, magnesio y calcio (Mussatto, 2014; Waters et al., 2012). Estos minerales pueden

servir como abonos necesarios para el desarrollo de las plantas.

3.2 Meétodos de extraccion de macromoléculas en el BC

Entre los métodos mas utilizados para extraer los componentes del BC se
encuentran pirolisis (Carvalheiro, Esteves, Parajé, Pereira y Girio, 2004) e hidrdlisis
acidas y alcalinas (Mandalari et al., 2005; Mussatto, Dragone y Roberto, 2007;
Subramanian, Talluri y Christopher, 2015). Estos métodos han sido empleados
principalmente para extraer los carbohidratos, los cuales por su naturaleza recalcitrante
necesitan condiciones méas severas que maximicen la extraccion. Sin embargo, estos

métodos de fraccionamiento de biomasa son altamente sensibles a pH y temperatura ya



que su variacion puede comprometer la extraccion y la calidad del extracto alterando las
propiedades funcionales de las macromoléculas como las proteinas (Chiesa y
Gnansounou, 2011; Niemi et al., 2013).

3.2.1 Método de extraccion enzimatica

Varios estudios se han centrado en otros métodos que mejoren la
selectividad del fraccionamiento de las macromoléculas del BC. Uno de los métodos mas
utilizados es la desagregacion mediante biocatalizadores como enzimas (altamente
especificas), permitiendo una alta calidad en la extraccion de macromoléculas de origen
proteico, lipidico o amilaceo (Woodley, 2016). El uso de esta técnica permite obtener
extractos solubles a partir de macromoléculas insolubles sin alterar las propiedades

funcionales (Rocha, Gonalves y Teixeira, 2011).

Estudios han reportado resultados eficientes empleando enzimas
para hidrolizar carbohidratos (Forssell et al., 2008; Niemi, Faulds, et al., 2012), proteinas
(Celus, Brijs y Delcour, 2007; Niemi et al., 2013) y &cido ferulico (Faulds, Sancho, &
Bartolomé, 2003). No obstante, la mayoria de estudios se basan en mejorar la extraccion
de una 0 méximo dos macromoléculas y no en forma integral. Por lo cual, una forma de
aprovechar en conjunto todas las macromoléculas del BC es emplear el concepto de
biorrefineria, cuyo fin es potenciar los procesos de conversion de biomasa al emplearlos
de forma continua y utilizando los residuos o subproductos como base (materia prima)

en otros procesos (Liguori et al., 2013).

3.3  Concepto de Biorrefineria

Esta plataforma busca el procesamiento sostenible de la biomasa (primaria
y residual) en un espectro de productos comercializables (alimentos, biopolimeros,
quimicos) y energia (biocombustibles) (Cherubini, 2010). El concepto de biorrefineria es
similar a la valorizacion de residuos, con la diferencia que en biorrefineria se busca

reemplazar el uso de derivados fosiles.



Estos productos comerciables obtenidos en biorrefineria son denominados
moléculas de plataforma o bloques de construccion. Estos productos de base bioldgica
son relativamente simples pero tienen mdltiples funcionalidades en sus estructuras,
apropiados para convertirlos a traves de una serie de transformaciones quimicas a

compuesto mas valiosos (Serrano-ruiz, Lugue, Campelo y Romero, 2012).

Los procesos utilizados en biorrefineria para separar y transformar la
biomasa son fraccionamiento (extraccion, separacion), conversiones quimicas,
termoquimicas (gasificacion y pirolisis), fisicas, fisico-quimicas y procesos biologicos
como conversiones enzimaticas y microbianas (fermentacion aerébica y anaerdbica)

(Jong y Jungmeier, 2015).

Con el objetivo de crear una produccidn sostenible es necesario integrar la
quimica verde en biorrefineria. La quimica verde es un conjunto de principios para la
fabricacion y aplicacion de productos que tienen por objeto eliminar el uso y la generacion
de residuos quimicos nocivos para el medio ambiente y la salud humana (Buffington,
2014; H Clark, J., El Deswarte, F y J, Farmer, 2009; Wohlgemuth, 2009). La aplicacion
de este concepto procura la obtencién de un producto final no toxico, degradable en
productos quimicos inofensivos y con una produccion minima de residuos (Cherubini,
2010).

Uno de los campos que se ajusta a los principios de la quimica verde es la
biotecnologia industrial. Esta actividad emplea el uso de tecnologias bioldgicas, donde
se aprovechan enzimas, microorganismos, y su genética para mejorar los procesos de
conversion de biomasa renovable a partir de biotrasformaciones (Buffington, 2014;
Erickson, Nelson y Winters, 2012). Entre las técnicas de biotecnologia industrial se
pueden mencionar: el desarrollo y uso de biocatalizadores, el disefio de bioprocesos,
tecnologia de purificacidn de productos, interaccion de reacciones organicas y el analisis
de procesos (Wohlgemuth, 2009). De esta manera, se pueden producir productos

guimicos renovables (productos de base bioldgica) que ofrezcan alternativas econdémicas.

La obtencion de productos de base bioldgica (PBB) no es una actividad
nueva. Se calcula que la produccion actual a nivel global (excluidos los biocombustibles
y alimentos) es aproximadamente 50 millones de toneladas y podria generar entre $ 10-



15 billones de dolares en ingresos hasta 2020 (Jong, E., Higson, A., Walsh, P y Wellisch,
2012). El mercado de los PBB es grande y se espera que siga creciendo, ya que en 2004
el Departamento de Energia de los Estados Unidos public6 una lista donde enumera a los
12 bloques de construccion renovables (se realizé una actualizacion en 2010) en el futuro
que remplazaran los productos quimicos derivados de biomasa fosil (Anexo 1) (Bozell y
Petersen, 2010; Werpy & Petersen, 2004). El valor comercial de estos productos (Anexo
2) depende de su aplicacion industrial, siendo las farmacéuticas y cosméticas las de

mayor redito econémico (Buffington, 2014).

A nivel global la mayoria de estudios de mercado solo consideran a los
PBB provenientes inicamente de fuentes de carbohidratos. Por lo cual, la incorporacion
de macromoléculas como proteinas, lipidos y lignina podria generar mas ingresos (Bozell
y Petersen, 2010; Jong, E., Higson, A., Walsh, P y Wellisch, 2012; Jong, E., Higson A.,
Walsh, P y Wellisch, 2011; Jong y Jungmeier, 2015).

Sin embargo, los productos quimicos, combustibles y polimeros que se
consumen a diario se derivan principalmente de materias primas basadas en fuentes
fosiles (Jong, E., Higson, A., Walsh, P y Wellisch, 2012). Esto se debe a que en muchos
casos, el costo de la produccion de PBB excede el costo de produccion de productos
petroquimicos. De modo que el reto actual en biorrefineria es encontrar técnicas
eficientes, de bajo costo, menor impacto ambiental y a la vez obtener rendimientos

equiparables a la industria petroquimica (Jong, E., Higson A., Walsh, P y Wellisch, 2011).

En el Ecuador los estudios sobre biorrefineria son escasos y se han
centrado principalmente en la produccion biocombustibles como etanol de segunda
generacion a partir de biomasa lignoceluldsica provenientes de desechos agricolas como
banano, cafia de azlcar, tagua y palma africana (Carvajal et al., 2013; Garcia M.,
Machimura, & Matsui, 2013). El alto volumen de produccion, bajo costo vy la
composicidn quimica, convierten al BC en una potencial materia prima para ser explotada
en una plataforma de biorrefineria con el fin de elaborar productos de alto valor comercial

apoyando la politica publica de cambio de matriz productiva.

Por este motivo, esta investigacion busca aprovechar el BC en un pais en

el cual la industria cervecera (tanto artesanal como comercial) genera cerca de 120.000
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toneladas anuales (Cerveceria Nacional, 2014) y unicamente es utilizado como alimento
crudo para ganado. En este estudio se disefiaron y se ensayaron cinco bioprocesos de
fraccionamiento y combinados con el uso de biocatilizadores maximizan el
fraccionamiento del BC y la obtencion de productos de alto valor comercial. Finalmente,
se realizo un andlisis financiero calculando la Tasa Interna de Retorno y Valor Actual

Neto para representar la viabilidad econdmica en una potencial aplicacion industrial.
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4, OBJETIVOS

41 GENERAL

Fraccionar el bagazo cervecero para la extraccion de macromoléculas de valor

comercial bajo el concepto de biorrefineria.

4.2 ESPECIFICOS

— Determinar la composicion del bagazo cervecero.

— Diseflar un proceso de fraccionamiento Optimo para la separacion de

macromoléculas del bagazo cervecero.

— Realizar un estudio financiero de la valorizacion del bagazo cervecero

bajo el concepto de biorrefineria en el Ecuador.
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S. MATERIALES Y METODOS

51 MUESTRA

El bagazo cervecero fue proporcionado por el Centro Neotropical para
Investigacion de la Biomasa (CNIB). El bagazo cervecero fue secado en una estufa (Shell
Lab 1350 GX) por 24 ha 70 °C.

52 PRETRATAMIENTO FISICO

Para aumentar el area de superficie de contacto para los procesos de
hidrélisis enzimética y extraccion de lipidos, el bagazo cervecero fue molido y tamizado
(Galbe & Zacchi, 2007). La molienda se realiz6 en un molido de bolas Retsch MM400 y
el producto obtenido fue tamizado en un tamiz Rotap-Il1 DS hasta conseguir una harina

con un tamafo de particulas menor a 100 pm (Bastidas, 2013).

53 DETERMINACION DE LA COMPOSICION DEL BAGAZO
CERVECERO

Con el fin de determinar el potencial de las macromoléculas presente en el
bagazo cervecero se realiz6 un analisis de composicion. Los porcentajes de sélidos
totales, humedad, ceniza, lignina y carbohidratos fueron cuantificados en base a los
protocolos Laboratory Analytical Procedures (LAPs) de la National Renewable Energy
Laboratory (Sluiter, Hames, Hyman, et al., 2008; Sluiter, Hames, Ruiz, et al., 2008;
Sluiter et al., 2012).

El porcentaje de lipidos totales fue cuantificado por el Método de
Extraccion de Grasas Soxhlet utilizando éter de petroleo como solvente organico (Luque

de Castro y Garcia-Ayuso, 1998).
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El Nitrogeno total fue cuantificado por el Método de digestion con
persulfato (TNT-Persulfate Digestion Method) de Hach. Se utiliz6 el factor de conversion
de 6,25 para convertir el porcentaje de nitrogeno en porcentaje de proteina (Forssell et
al., 2008; Jones, 1941).

Los azUcares simples como glucosa, maltosa y maltotriosa fueron
cuantificados por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) al hacer una solucién

con agua destilada y bagazo cervecero a una proporcion de sélidos 10 % p/v.

54 FRACCIONAMIENTO DEL BAGAZO CERVECERO

5.4.1 DISENO DEL PROCESO DE FRACCIONAMIENTO
DEL BAGAZO CERVECERO

El disefio del proceso fraccionamiento esta basado en la extraccién
de las siguientes macromoléculas: lipidos, proteinas y carbohidratos (almidon y
celulosa). Se disefiardan cinco procesos de fraccionamiento (Fig.1) en los cuales las
macromoléculas fueron extraidas de forma continua y alternando su orden se identificd
el mejor bioproceso de fraccionamiento en funcién de la suma total del porcentaje de
extraccion en peso seco de cada de las macromoléculas obtenidas. Cada bioproceso de
fraccionamiento se realizo por triplicado partiendo de 25 gramos de bagazo cervecero por

repeticion.

5.4.2 EXTRACCION DE LIPIDOS

La extraccion de lipidos fue realizada por el Método Soxhlet
usando hexano como solvente (Luque de Castro & Garcia-Ayuso, 1998). El proceso durd
cinco horas con un promedio de diez reflujos por hora. La biomasa resultante fue secada
en una estufa (Shell Lab 1350 GX) por 24 h a60 °C (a fin de evaporar cualquier resto de
hexano) para su posterior uso en otros pasos de fraccionamiento. La cuantificacion de

lipidos fue realizada por método gravimétrico.



14

5.4.3 HIDROLISIS ENZIMATICA DE ALMIDON

Esta parte consistio de dos etapas: una hidrolisis enzimatica al BC
y una hidrdlisis enzimatica al sobrenadante obtenido del BC. En la hidrolisis del BC se
utiliz6 una endo alfa-amilasa termoestable (Termamyl® SC) que hidroliza los enlaces
alfa-glucosidicos (1,4) del almidén. Esta enzima rompe la amilosa (cadena lineal) y la
amilopectina (cadenada ramificada) en azucares de menor tamafio como dextrinas y en

menor cantidad maltosa y glucosa (Paolucci-Jeanjean et al., 2000).

Las enzimas utilizadas en la hidrolisis enzimatica del sobrenadante
fueron una exo glucoamilasa (AMG® 300 L) y una pululanasa (Promozyme ®). La exo
glucoamilasa corta los enlaces alfa 1,4 de cadenas lineales, mientras que pululanasa
desramifica las cadenas al cortar enlaces alfa 1,6. Estas enzimas fueron empleadas para
obtener azlcares fermentables como glucosa y maltosa hidrolizar los azUcares a partir del

sobrenadante obtenido en la primera hidroélisis enzimatica (Bertoldo et al., 2004).

La hidrolisis enzimatica del bagazo cervecero se llevé a cabo a una
proporcion de sélidos 10 % p/v y se afiadi6 0.05 % v/v de Termamyl SC®. Las muestras
fueron incubadas en una placa de calentamiento (Boeco MSH-420) a 120 rpm, por 90
minutos a 90 °C a pH 6. Al finalizar la hidro6lisis, las muestras fueron centrifugadas para
separar pellet y obtener el sobrenadante para su posterior hidrdlisis. El pellet fue lavado
con agua destilada (dH20), centrifugado y secado en una estufa (Shell Lab 1350 GX) por

24 h a 60 °C para su posterior uso en otros pasos de fraccionamiento.

El sobrenadante recolectado de la hidrdlisis previa fue hidrolizado
al afadir 0.05% v/v de AMG® 300 L y Promozyme ®. Las muestras fueron incubadas
en un agitador mecanico (Labnet 311 DS) a 300 rpm por 90 minutos a 65 °C a pH 5.
Alicuotas de 1 mL del sobrenadante fueron recuperadas para determinar la concentracién

de azucares por HPLC.
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5.4.4 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELULOSA Y
HEMICELULOSA

Las enzimas utilizadas fueron CTEC y HTEC (Cellic 3®). CTEC
es un complejo de celulasas que hidroliza la celulosa en celobiosa, celodextrina y glucosa.
Por otro lado, HTEC es un complejo de hemicelulasas que hidroliz6 la hemicelulosa en
xilosa (Wang, Templer, & Murphy, 2012; Teter, 2012).

Esta hidrdlisis fue llevada a cabo a una proporcion de sélidos 10 %
p/v y se afiadieron 0.5 % y 0.1% v/v de las enzimas CTEC y HTEC respectivamente. Las
muestras fueron incubadas en un agitador mecanico (Labnet 311 DS) a 300rpm, por 72h
ade 50 °C a pH 5. Al finalizar la hidrolisis, las muestras fueron centrifugadas y se colecto
y almacend el sobrenadante. El pellet fue lavado con dH20 y secado en una estufa (Shell
Lab 1350 GX) por 24 h a 60 °C para su posterior uso en otros pasos de fraccionamiento.
Alicuotas del sobrenadante fueron recuperadas para determinar la concentracion de

azUcares por HPLC.

5.4.5 DESAGREGACION FISICA E HIDROLISIS
ENZIMATICA DE PROTEINAS

La desagregacion fisica de proteinas se realizd por ultrasonido a
una proporcion de solidos 10 % p/v por 4 minutos a 20 Khz para fraccionar y aumentar
el area de superficie de contacto con el sustrato y la enzima antes de la hidrdlisis

enzimatica de proteinas.

La hidrolisis enzimatica fue llevada a cabo a una proporcion de
solidos 10 % p/v y se afiadieron 0,02% v/v tripsina (Sigma®) y 0,05 % v/v de Neutrase®
0.8L (metaloproteasa). Las muestras fueron incubadas en un agitador mecanico (Labnet
311 DS) a 300rpm, por 18h a 40 °C a pH 8. Al finalizar la reaccion, las muestras fueron
centrifugadas y se colectd y almaceno el sobrenadante. El pellet fue lavado con dH20 y
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secado en una estufa (Shell Lab 1350 GX) por 24 h a 60 °C para su posterior uso en otros

pasos de fraccionamiento.

La concentracion de los hidrolizados proteicos obtenidos de los
sobrenadantes fue determinada mediante el Método Bradford (1976). El reactivo de
Bradford se prepar6 al disolver 100 mg de Coomassie Blue G250 en 50 ml de etanol al
95%. Después, la solucién se mezclé con 100 ml de &cido fosférico al 85% y se aford
hasta 1 L con dH>O (Walker, 1996). Se tomaron 100 uL de las muestras obtenidas de la
hidrolisis y se mezcld con 1 mL de reactivo Bradford. Luego se incubaron a temperatura
ambiente por dos minutos y se midi6 la absorbancia de 595nm (Bradford, 1976). Los
pesos moleculares de los péptidos obtenidos de la hidrolisis de proteinas fueron
identificados por medio de geles de poliacrilamida 20% en una electroforesis SDS-PAGE
(Walker, 1996).

55 DISENO EXPERIMENTAL

Se realizé un disefio completamente al azar (DCA), donde los cinco
bioprocesos de fraccionamiento ensayados fueron tomados como tratamientos. Los datos
analizados fueron los porcentajes totales en peso seco extraidos de las cuatro
macromoléculas (almidén+ lipidos+celulosa+proteina= % total extraido). Los analisis
estadisticos utilizados fueron: un Analisis de la Variancia (ANOVA) para determinar
diferencias existentes entre los cinco bioprocesos de fraccionamiento, una prueba de
Levene para la homogeneidad de las variancias, coeficiente de variacion y una prueba de
Tukey (p < 0.05) para identificar el o los mejores bioprocesos de fraccionamiento. Los

analisis fueron corridos empleando el paquete estadisticos SPSS.

56 ESTUDIO FINANCIERO DE LA VALORIZACION DEL
BAGAZO CERVECERO

Se llevd a cabo un estudio financiero para analizar la viabilidad econémica
del proyecto de la valorizacion del bagazo cervecero en una plataforma de biorrefineria.
Para determinar la viabilidad del proyecto a nivel industrial se calcularon dos indicadores:
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el valor actual neto (VAN) (Anexo 3) y tasa interna de retorno (TIR) (Anexo 4). Para
calcular estos dos indicadores se utilizé una tasa de descuento de 13,76 %, utilizada por
Carvajal et al., (2012) en el proyecto de biorrefineria Recursos Sustentables para Etanol
(RESETA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 COMPOSICION DEL BAGAZO CERVECERO

Se realiz6 un analisis de composicion para identificar el potencial y la
concentracion de las macromoléculas presentes en el bagazo cervecero. Previo a la
determinacion de los componentes quimicos, se determinaron los porcentajes de solidos
totales y humedad. El porcentaje de humedad fue de 4,38 % mientras que los solidos
totales de 95,62 %. El contenido de humedad obtenido es menor a los reportados en otros
estudios, donde a partir de un tamafio de particulas inferior a 100 um del BC, obtienen
valores entre 8 a 11 % (Santos, Jiménez, Bartolomé, Gomez-Cordovés y Del Nozal,
2003).

Los carbohidratos fueron la fraccion mayoritaria en relacion al peso seco
del BCy representaron el 54,48 % (Figura 2), donde el 0,82 % correspondi6 a azlcares
simples (AS), los cuales fueron maltosa (66,98 %) y maltotriosa (33,02 %), en el analisis
por HPLC no se detecto glucosa (Figura 3). En ningln estudio se ha reportado la presencia
de AS, posiblemente porque la mayoria de estudios utilizan el BC proveniente de cervezas
industriales, las cuales utilizan tecnologias de filtrado prensa que maximiza la extraccion
total AS durante la elaboracién de cerveza (Mussatto, Dragone y Roberto 2006). La
presencia AS en esta investigacion es consecuencia de la metodologia empleada en la
elaboracion de la cerveza artesanal, donde la etapa de filtracion se lleva a cabo porque
los revestimientos de la cebada permanecen intactos para formar un filtro adecuado (cama
filtro). Este proceso es menos eficiente lo que permite la presencia de AS (Gupta et al.,
2010; Lynch et al., 2016).

El porcentaje de carbohidratos obtenido es esta investigacion es similar a
los reportados Jay et al. (2008) y Robertson et al. (2010), quienes mencionan que los
sacaridos corresponden aproximadamente 50 % del total de los componentes quimicos
del BC. Se ha reportado que la concentracion de carbohidratos puede variar entre 40 %

hasta el 60% (Mussatto et al., 2006; Santos et al., 2003), debido a que su concentracion
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estd sujeta al rendimiento en los procesos de maceracion en la elaboracién de cerveza
(Mussatto, 2014).

En esta investigacion no se realizé una caracterizacion individual de todos
los carbohidratos. Generalmente, la celulosa y hemicelulosa se encuentran en mayor
cantidad. Mientras que, en menor cantidad se encuentran el almiddn, beta glucanos y
azucares simples (Forssell et al., 2008; Lynch et al., 2016; Mandalari et al., 2005). La
variacion de carbohidratos estad sujeta a los métodos empleados durante la etapa de
maceracion de la cerveza. En esta investigacion, la glucosa fue el monosacéarido en mayor
proporcién de los carbohidratos; este azucar puede ser la plataforma para la produccion
de otros compuestos como por ejemplo los diez blogues de construccién como &c,
succinico, ac, lactico y xilitol (Jong, E., Higson A., Walsh, P y Wellisch, 2011).

Para obtener el porcentaje de proteina, primero se determiné el porcentaje
de nitrégeno (2,73 % N). Este valor se multiplicé por 6,25, factor de conversién
nitrégeno-proteina sugerido por Jones (1941) para bioma lignocelulésica, obteniendo
17.09 % de proteina. El porcentaje de proteina obtenido en esta investigacion es similar
al reportado por Jay et al., (2008), Mussatto et al., (2006) y Robertson et al., (2010), no
obstante, Santos et al., (2003) reporta la presencia de proteinas de hasta un 30 % en peso
seco. En la literatura citada esta fraccion varia desde el 10 hasta el 30 % (Mussatto et al.,
2006; Niemi et al., 2013), esta variacion esta ligada a la cosecha de la cebada, el tipo de
malta empleada y la actividad enzimatica de las endopeptidasas en la elaboracion de la
cerveza (Celus, Brijs y Delcour, 2006; Gupta et al., 2010; Santos et al., 2003), pero se
estima que el 65% de las proteinas presentes en la malta (cebada) permanecen en el BC
después del proceso de filtracion de la cerveza (Celus et al., 2006). El alto porcentaje de
proteina determinado en esta investigacion es equiparable al valor nutricional de proteina
presente en carnes como la de pollo (22-25 %). Ademas, aproximadamente el 30% del
contenido total de proteina es conformado por aminoacidos esenciales (Lynch et al., 2016;
Waters et al., 2012), por lo cual esta fraccion tiene potencial para ser empleada como

alimento humano.

Los lipidos representaron el 10 %, este porcentaje obtenido es similar a los
reportados por Niemi et al. (2012) y del Ri6 et al., (2013) quienes reportan que los lipidos
representan menos del 11 % del contenido total en peso seco del BC. Sin embargo, Santos
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etal., (2003) y Jay et al., (2008) mencionan valores inferiores al 6 %, esta fraccion es una
de las que més varia, puesto que es escasa la informacion sobre lipidos en el BC. Respecto
a otros tipos de biomasa lignocelul6sica, el BC contiene una alta cantidad de lipidos si se
compara con el bagazo de cafia de azUcar, bagazo de raquis de palma africana, o residuos
de maiz (conformadas en su mayoria por celulosa, hemicelulosa y liginina); las cuales
carecen o0 poseen minimas cantidades de lipidos (Isikgor & Becer, 2015; Pointner,
Kuttner, Obrlik, Jager y Kahr, 2014). No se ha reportado hasta la presente fecha estudios
sobre la valorizacion de lipidos en el BC; por este motivo, en esta investigacion se extrajo
los lipidos con el objetivo de aprovechar su composicion (conformada principalmente por
triacilglicéridos) como materia prima para el uso en areas como cosméticos o jabones y
detergentes biodegradables (del Rio et al., 2013).

La lignina tuvo un porcentaje 14.12 %. Este valor se obtuvo al sumar los
dos componentes que conforman la lignina, el porcentaje de lignina acido soluble (3.78
%) y el porcentaje de lignina acido insoluble (10.34 %). Por otro lado, la fraccion de
ceniza correspondié al 4.12% y fue la menor porcentaje obtenido de las fracciones del
bagazo cervecero. Los valores de lignina y ceniza son similares a los reportados por
Santos et al. (2003) y Buffington (2014). Adicionalmente, el porcentaje de lignina en el
BC esta relacionado con el porcentaje de proteinas en una relacion inversamente
proporcional, puesto que estas intimamente asociadas en la pared celular (Faulds,
Robertson y Waldron, 2008).

Finalmente, la presencia y concentracion de las macromoléculas en el BC
pueden variar segin la muestra (se ha reportado que existen diferencias en composicion
provenientes de diferentes cervecerias), el tipo de malta, estilo de cerveza y tecnologias
empleadas en proceso de produccion de la cerveza. (Mussatto 2014; Santos et al. 2003).
Ademas, el tamafio de particulas del BC utilizado en los analisis de composicion es un
factor que puede variar (aumentar o disminuir) los resultados como lo menciona Jay et
al., (2008).
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6.2 DISENO DE BIOPROCESO DE FRACCIONAMIENTO

Hay que mencionar, que hasta la presente fecha no se ha reportado estudios
donde se empleen bioprocesos fraccionamiento para extraer los componentes del BC. La
mayoria de estudios se han centrado en emplear métodos enzimaticos, alcalinos, acidos y
menor cantidad termoquimicos (Carvalheiro et al. 2004; Faulds, Robertson, y Waldron
2008; Mandalari et al. 2005; Mussatto et al. 2007), con el fin de extraer una 0 maximo
dos macromoléculas en su mayoria carbohidratos y proteinas. Por eso, una vez
identificado la cantidad de carbohidratos, proteina y lipidos, se disefiaron y se ensayaron
cinco bioprocesos de fraccionamiento y que combinados con el uso de enzimas (para
carbohidratos y proteinas) mejoren la solubilizacién y por consecuente la extraccion de

estas macromoléculas.

Mediante un andlisis variancia ANOVA se compar6 el promedio del %
de extraccion total del BC (almidé almidon+ lipidos+celulosa+proteinas) y se demostrd
que existieron diferencias significativas entre los cinco bioprocesos de fraccionamiento
(BFs) ensayados con valor de p <0.01% (Tabla 1). La prueba de Levene demostré que
la homogeneidad de las variancias entre los cinco BFs no fue significativa, por lo cual
no hubo factores externos que pudieran interferir en los resultados en el experimento
(Tabla 2). Finalmente, el coeficiente de variacion (CV) fue de 3,9 %, un valor 6ptimo
para experimentos manejados bajo condiciones de laboratorio donde se requiere valores

inferiores al 5%.

Cuatro de los cinco BFs sobrepasaron el 60% de extraccion del BC (Figura
4), donde el segundo BF (A-C-P-L) fue el mas eficiente en extraer los componentes del
BC, mientras que el primer BF (L-A-C-P) presenté el valor mas bajo de extraccion. La
prueba de Tukey corroboré este hecho (Tabla 3), ya que demostré que existieron tres
subconjuntos en los cinco bioprocesos de fraccionamiento. Siendo el primer subconjunto

el menos eficiente (BF 1) y el tercer subconjunto el mas eficiente. El cuarto BF (A-L-C-
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P) y segundo BF (A-C-P-L) pertenecieron al tercer subconjunto pero el segundo BF fue
el mas eficiente ya que pertenecio Unicamente al tercer subconjunto mientras el cuarto
BF pertenecid al segundo y tercer subconjunto. Los porcentajes totales de extraccion de
extraccion en peso seco en los cinco bioprocesos ensayadas, superan a los reportados por
Treimo et al., (2009) y Faulds et al., (2008) donde lograron extraer 42 % y 36 % del total
del BC respectivamente. En estos estudios utilizan diferentes enzimas comerciales y
condiciones pH para extraer proteinas y carbohidratos. Por otro lado, en esta investigacion
si solo se toma en cuenta todos los carbohidratos y proteinas presentan un resultado de
66 %, similar al reportado Niemi et al., (2012). No obstante, en este estudio citado no se
esclarece el porcentaje de individual de extraccidn es estas fracciones mencionadas, ni su

rendimiento y ademas, no valoriza la fraccion de lipidos.

El segundo BF (A-C-P-L) extrajo el 72,4 % del total de componentes que
contiene el BC, logrando los porcentajes mas alto de extraccién en almidén (Figura 5) y
proteinas (Figura 6) pero presentd porcentaje inferiores de lipidos vy
celulosa/hemicelulosa respecto a los demas BFs (Figuras 7 y 8). El porcentaje extraido
en peso seco de almidén fue de 40.21 % (Figura 5), con una concentracién de azlcar de
21. 12 g/l (Tabla 4) y estaba conformado por glucosa y en menor cantidad maltosa. En
esta investigacion no se realiz6 una caracterizacion de este tipo de carbohidratos, pero el
porcentaje (en peso seco) extraido es superior a los reportados en otros estudios, donde
la composicién varia desde el 2% hasta un méaximo del 20 % (Forssell et al., 2008; Jay et
al., 2008). Adicionalmente, la fraccion almidon residual fue mayor a fraccion de
celulosa’hemicelulosa, la cual generalmente se encuentra en una proporcion mayor a la
concentracion de almiddn en el BC. El alto porcentaje posiblemente sea resultado del
BC, ya que al provenir de una cerveza elaborada artesanalmente, se emplea tecnologias
de menor rendimiento frente a las tecnologias empleadas en escala industrial (Lynch et
al., 2016; Santos et al., 2003). Sin embargo, seria necesario realizar una caracterizacién

de estas fracciones previamente mencionadas para aseverar esta hipétesis.

El porcentaje de extraccion de almidon extraido (40.21 %) representd el
73,8 % del contenido original de carbohidratos. Ademas junto al porcentaje extraido de
celulosa/hemicelulosa (10.90 %) representan el 93.79 % del contenido total de sacaridos,

lo que constituyo el 51. 1 % del total de componentes fraccionados del BC. El resultado
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en base a los carbohidratos totales extraidos es éptimo por dos razones: primero, por la
complejidad que resulta fraccionar los carbohidratos del BC por su naturaleza
recalcitrante (en especial celulosa y hemicelulosa); y segundo, porque el porcentaje
extraido es superior a los a los reportados por Niemi et al. (2012), Treimo et al. (2009),
Faulds et al. (2008) y Forssell et al. (2008), en los cuales lograron solubilizar el 48 %, 39
%, 36 % y 28 % del total de carbohidratos respectivamente. Los bajos rendimiento
reportados en los estudios mencionados al hidrolizar carbohidratos podria deberse a que
emplean métodos enzimaticos para degradar unicamente carbohidratos como celulosa,
hemicelulosa y beta glucanos. Generalmente, estas fricaciones contenidas en los
carbohidratos son sometidos a pre-tratamientos acidos y alcalinos par su posterior
hidrolisis enzimética (Lynch et al., 2016); Xiros et al. (2011) reporta valores extraccion
mayor al 90 % de celulosa y hemicelulosa del BC. No obstante, emplear metodologias en
base al uso de acidos y bases fuertes puede destruir otras macromoléculas contenidas en
el BC (Chiesa & Gnansounou, 2011).

Los resultados obtenidos en la figura 6 muestran que el porcentaje extraido
de proteinas en el BF 2 (A-C-P-L) fue de 14.83 %, con una concentracion de 2.03 mg/ml
(Tabla 5), lo que representa el 86.77 % del contenido original proteinas presentes en el
BC (Figura 2). El resultado en esta investigacion es superior a los reportado por Celus et
al. (2007,) Niemi et al (2013) y Treimo et al., (2009), quienes mencionan la extraccion
del 60 %, 76 % y 80 % del total de proteinas contenidas en el BC respectivamente. Los
estudios de Celus et al. (2007,) Niemi et al (2013) y Treimo et al., (2009) emplean una
metodologia de dos etapas para fraccionar el BC, que consiste en la hidrolisis enzimatica
de carbohidratos y posteriormente de proteinas. Los resultados mencionados en estos
estudios al hidrolizar proteinas se obtienen por emplear la enzima Alcalase ™, una serina

endopeptidasa que consiste principalmente en subtilisina A (Sousa et al., 2004),

La eficiencia del segundo BF (A-C-P-L) para hidrolizar las proteinas
radico en la desagregacion fisica por ultrasonido realizada previo a la hidrolisis
enzimatica de proteinas Yy a las dos endopeptidasas utilizadas en la presente investigacion.
La desagregacion fisica permitio aumentar el area de superficie de contacto entre el

sustrato y la enzima. Por otra parte, combinar dos tipos de proteasas; una serin proteasa
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(tripsina) con especificidad de sustrato basada en cadenas positivas de lisina y arginina
(corta los péptidos en el lado C-terminal de los residuos de aminoécidos lisina y arginina)
(Qi & He, 2006) y una metaloproteasa con tres ligandos que pueden ser histidina,
glutamato, aspartato, lisina y arginina (Matthews, 1988), permitié tener mas sitios de
corte, mejorando la hidrolisis y reduccion de las proteinas de alto peso molecular (>90
kDa) (Celus et al., 2006). Respecto al uso de endopeptidasas, ningun estudio ha reportado
el uso de metaloproteasas para hidrolizar proteinas del BC, teniendo en cuenta que Jones
(2005) reporto a estas endopeptidasas como las responsables directas en la solubilizacion
de las proteinas de almacenamiento de la cebada durante el malteado y la etapa de

maceracion en la elaboracién de la cerveza.

El uso de metodologias diferentes a las enziméticas para hidrolizar
proteinas ha sido reportado por Vieira et al. (2014), quien menciona porcentajes de
extraccion entre 79-85 % del total de proteinas en el BC, resultados similares a los
obtenidos en este estudio. Vieira et al. (2014) emplea una mitologia de extraccion que
combina una hidrolisis alcalina y una posterior hidroélisis &cida. Sin embargo, al emplear
métodos alcalinos o &cidos se contrapone a los principios de quimica verde que persigue
el concepto de biorrefineria (Sheldon, 2016). Ademas, la modificacion enzimatica
utilizando proteasas especificas presenta varias ventajas frente al método mencionado (asi
como otros métodos), ya que no es un método agresivo, conserva las propiedades
funcionales de las proteinas y no destruye los aminoéacidos (Kotlar, Ponce y Roura, 2013).

Mediante un gel de poliacrilamida SDS-PAGE se identifico que los pesos
moleculares de los hidrolizados proteicos tuvieron un tamafio inferior a 10 kDa (Figura
9), este resultado se evidencio en todos los BFs. Los pesos moleculares obtenidos son
menores a los reportados por Celus et al. (2007,) Niemi et al. (2013) donde los tamafios

oscilan entre 10-20 kDA y 10-50 kDa respectivamente

En esta investigacion no se ensay0 bajo diferentes condiciones de pH pero
si se realizo una revision bibliogréfica para buscar las condiciones de pH Optimas para el
fraccionamiento del BC. Estudios de Treimo et al. (2009) y Celus et al. (2007)
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demostraron que en pHs alcalinos se obtienen altos porcentajes de solubilizaicion de
proteinas mientras que en pHs acidos ocurre lo opuesto. Esto se debe a que el punto
isoeléctrico de las proteinas del BC se encuentran en pHs acidos, lo que produce que la
solubilidad sea casi nula (Faulds et al., 2008; Niemi et al., 2013).

El porcentaje de proteina extraida (Figura 6) y la concentracién de los
hidrolizados (Tabla 5) fueron mayores en los BF 2 (A-C-P-L) y BF4 (A-L-C-P), ambos
procesos iniciaron con una hidrolisis enzimética de almiddn, pero el segundo BF presentd
un valor mayor al hidrolizarse de manera consecutiva las dos fracciones de carbohidratos.
Por el contrario, los BFs que no fueron sometidos en el inicio de los bioprocesos de
fraccionamiento a una hidrélisis enziméatica de almiddn presentaron porcentajes de
extraccion mas bajos. Ademas, Faulds et al., (2008) demostr6é que utilizar peptidasas
sobre BC no pre-tratado con otras enzimas disminuye la hidrolisis de proteinas. Por lo
cual, se podria inferir que la extraccion previa de almidon permitié una mejor extraccién
de proteinas; este hecho ya fue reportado Niemi et a., (2013), quien sugiere que la
proteinas en el BC estan rodeadas por una pared celular de polisacérido que restringe su

liberacion.

Por otra parte, los BF 1 (L-A-C-P) y BF 5 (L-A-P-C) presentaron los
porcentajes de extraccion de lipidos mas alto respecto a los deméas BFs. Sin embargo,
estos porcentajes de extraccion superan al contenido original detectado en analisis de
composicion (Figura 2). Este resultado no se debe un mayor contendido de lipidos, puesto
gue en todos los estudios se reportan porcentaje inferiores al 11 % (del Rio et al., 2013;
Niemi, Tamminen, et al., 2012; Santos et al., 2003) . Los altos porcentajes (en peso seco)
se deben a la combinacién de dos factores: a la capacidad de extraccion del solvente
utilizado en los BFs (éter de petréleo en andlisis de composicion) vy el inicio de los
procesos de fraccionamiento. Los BF 1 (L-A-C-P) y BF5 (L-A-P-C) iniciaron el proceso
con una extraccion de lipidos utilizando hexano, por lo cual, hubo extraccién de otras
macromoléculas como proteinas, las cuales estan unidas a los lipidos que conforman la
pared celular de la cebada; y al almidon, donde el 45% de los lipidos se localizan en el
endospermo y en el embrion amilaceo del grano de cebada (Cozzolino y Degner, 2016).
Este resultado es contrastable ya que BF 2 y BF4 no iniciaron los procesos de
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fraccionamiento con una extraccion de lipidos, por lo que mostraron resultados inferiores

a los demés BFs (Figuras 5y 6).

Los resultados obtenidos con el segundo BF son notables, ya que en esta
investigacion se logré extraer 86.77 % del contenido total de proteinas. Esta fraccion
tiene potencial directo como alimento humano al no requerir de un gran proceso de
refinamiento para su comercializacion inmediata. El resultado de combinar un bioproceso
fraccionamiento continuo y el uso de diferentes enzimas ayudo a mejorar la extraccion de
las fracciones que generalmente son insolubles en el BC y es aqui donde recae el éxito

del segundo BF,

Por lo tanto, a partir de este biorproceso se puede aprovechar el volumen
del BC generado en el pais para producir 17,803 ton/a de péptidos y aminoacidos de facil
asimilacion y que puede completar la dieta diaria requerida para contrarrestar los
problemas desnutricion infantil en el pais. Ademas 61,325 ton/a de carbohidratos
hidrolizados (Figura 10), de las cuales 48,255 ton/a son provenientes de almidény 17,070
ton/a provenientes de celulosa/hemicelulosa, pudiendo ser la materia prima para elaborar
los 10 bloques de construccion de futuro. Finalmente se podrian extraer 3,845 ton/a de
ceniza y 17,749 ton/a. Esta ultima fraccion no fue valorizada en esta investigacion pero
puede ser empleada en la elaboracion de PBB, puesto que no requiere de métodos
extremos para su liberacion, ya que al final de todos BFs era notoria su presencia al extraer

la mayoria de los componentes del BC.

6.3 BAGAZO CERVECERO HACIA UNA PLATAFORMA DE
BIORREFINERIA

El alto volumen de produccion y bajo costo, asi como su composicién
quimica (alta cantidad de carbohidratos, proteina y lipidos) y sus potenciales aplicaciones
convierte al bagazo cervecero en una potencial materia prima para la produccion de

productos de base bioldgica en una plataforma de biorrefineria.
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Sin embargo, aplicar plataformas biorrefinerias basadas principalmente en
la produccién de biocombustibles (bioetanol) enfrentan varios retos como los costos de
produccion, el precio de mercado y menor desempefio frente a combustibles fosiles, 1o
que dificulta su aceptacion comercial (Jong, E., Higson A., Walsh, P y Wellisch, 2011).
En referencia a los precios de mercado, el Gobierno del Ecuador fijo el litro de bioetanol
en 0,76 USD con el fin de aumentar la produccion de gasolina mezclada ECOPAIS
(Carvajal et al., 2013; IPEI, 2013). El bajo precio del etanol tanto a nivel local como
global, produce una menor rentabilidad por los altos costos de produccidn, este es un
fendmeno que se repite para los biocombustibles en otros paises de la region y en muchos
de los casos, dependen de los subsidios gubernamentales para ser proyectos
econdémicamente viables (Eisentraut, 2010).

El emplear un modelo de biorrefineria diferente al de produccion de
biocombustibles permite tener una gama diferente de productos pero a su vez permitiria
que las investigaciones no se centren en mejorar e innovar los procesos de extraccién y/o
produccion de un solo producto o macromolécula. Consecuentemente, producir un
espectro de diferentes productos permitiria acceder a mercados mas variados y grandes,
donde las ganancias los PBB dependeran de las aplicaciones de los productos, siendo
aplicaciones cosméticas, farmacéuticas y alimenticias las mas remuneradas
econémicamente (Anexo 2). Por esta razon, en el pais se podria aprovechar las
macromoléculas del BC y el segundo BF disefiado en esta investigacion para concebir un
modelo de biorrefineria visualizando los carbohidratos como materia prima en una
plataforma para azlcares de seis carbonos capaz de producir los 12 bloques de
construccion, pero que también integre la co-produccion de otros productos a partir, de
proteinas, lipidos, lignina y ceniza. (Figura 11). Puesto que se ha reportado que producir
co-productos permite un enfoque mas integrado y mas eficiente de produccién, lo que a
su vez reduce los costos de produccion y maxima las ganancias (Jong, E., Higson, A.,
Walsh, P y Wellisch, 2012; Jong, E., Higson A., Walsh, P y Wellisch, 2011).

Por ese motivo, se realizd un andlisis financiero para determinar para
determinar la viabilidad econémica de un hipotético proyecto de biorrefineria donde se
produzcan derivados de alto valor comercial a partir del BC en el Ecuador. La
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infraestructura de la biorrefineria fue disefiada para una capacidad de procesamiento de
60 mil t/afio lo que representaria la produccion de BC en Pichincha y sus alrededores.
Se tomaron cuatro productos en la biorrefineria siendo el principal producto el &cido
succinico (carbohidratos), pero que integre la produccion de oleoquimicos (lipidos),
aminoéacidos y péptidos (proteina) y fertilizante (ceniza y lignina). La planta tiene una
capacidad de produccion de 23,120 ton/a de acido succinico, 8,901 ton/a de péptidos y
aminoacidos, 3,497 ton/a de oleoquimicos y 16,548 ton/a de fertilizante (Tabla 7). Los

precios de los productos se basaron en precios internacionales (Tabla 6).

Los resultados mostraron una Tasa de Interna de Retorno de 98.92 %
(mayor a la tasa descuento) y un Valor Neto Actual de $ 355 385,744, con un periodo de
recuperacion de inversion de dos afios (Tablas 9 y 10). Estos resultados son indicadores

positivos de la viabilidad del proyecto a nivel industrial.

El porcentaje de la TIR es alto y puede parecer por encima de lo normal
ya que lus estudios factibilidad econdmica presentan valores TIR en el 40 a 50 %
(Mackevicius y Tomasevi¢, 2010), pero el resultado se debe a dos factores. Primero, el
emplear biomasa residual como materia prima reduce los costos de produccién y se
aumentan las ganancias, ya que en muchos casos la materia prima puede representar hasta
el 50% de los costos totales de produccion para PBB (Moncada, EI-Halwagi y Cardona,
2013). Y segundo por altos precios a nivel global de los productos obtenidos (Tabla 6),
es asi que un litro de etanol tiene un precio internacional de 0.60 USD mientras que el
precio de un litro de acido succinico oscila entre 3-9 USD. El alto precio es consecuencia
de las diferentes aplicaciones que posee el acido succinico frente al etanol (Zeikus et al.,
1999).

En esta investigacion, el analisis financiero no considero las externalidades
y los beneficios sociales, econdmicos y ambientales que un proyecto de biorrefineria
puede ofrecer a las poblaciones aledafias. En estos aspectos, los resultados de esta
investigacion puede ser la base para futuros proyectos de biorrefineria, donde por ejemplo

se podria aprovechar la biomasa producida de los diferentes residuos agricolas (u otro
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tipo de desecho) de zonas que generalmente son subdesarrolladas para mejor las
condiciones socio-econdmicas. Esto debido a que la biorrefineria puede ser aplicable
tanto a grande, mediana y pequefia escala (Carvajal et al., 2013). Es asi que, la
biorrefineria es una actividad que podria cambiar la matriz productiva del pais, al
reemplazar una economia de extractivismo y primario exportadora a una bioeconomia, la

cual a su vez permita la creacion de nuevas tecnologias y un desarrollo sostenible.

El desafio mas grande que enfrenta la biorrefineria es la aceptacion de la
industria y su inversion de capital necesaria para llevar la tecnologia a escala comercial
(Bozell y Petersen, 2010). En este aspecto, dos factores pueden mejor los réditos
econdmicos de una plataforma de biorrefineria empleando el BC. Primero, aplicar
técnicas de inmovilizacion para células y enzimas, prolongaria el tiempo de vida util de
las enzimas y células, y reduciria los costos asociados a la compra de estos. Segundo,

aprovechar la gran biodiversidad de microorganismos en el pais.

En especial, identificar y usar bacterias, hongos y levaduras con
aplicaciones biotecnologicas  aumentaria el rendimiento y velocidad de las
biotransformaciones en los procesos de produccion. Estos microorganismos pueden ser
la fuente para investigar nuevos y mas eficientes biocatalizadores. Por lo cual, el uso de
la biodiversidad local podria mejorar los procesos de produccién, disminuir los costos de

produccion y aumentar las ganancias.



30

7. CONCLUSIONES

1. El bagazo cervecero estuvo compuesto en su mayoria por
carbohidratos, proteinas y lignina. Sin embargo, determinacion de todos los componentes
puede variar segun la fuente que provengan, ya que la composicién depende de factores
como el tipo de malta, estilo de cerveza y tecnologias empleadas en la elaboracion de la

cerveza.

2. El segundo bioproceso de fraccionamiento presento los porcentajes
mas alto de carbohidratos y proteinas, siendo los mejores resultados reportados hasta la
fecha empleando biocatalizadores.

3. Iniciar los procesos de fraccionamiento con una hidrdlisis
enzimatica de almidon influyé directamente en una mayor eficiencia en al hidrolizar

enzimaticamente las proteinas.

4. Emplear dos diferentes tipos de proteasas permitié obtener

péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos, lo cual aumenta sus aplicaciones y precio.

5. La perspectivas para la produccion e ingresos asociados a
productos de base bioldgica a partir del bagazo cervecero en el Ecuador son positivas, se
prevé un aumento continuo en la produccién de cerveza (industrial y artesanal) y, en
consecuencia, una mayor produccién de bagazo cervecero y el mercado a nivel global se
espera que crezca a una tasa compuesta de crecimiento anual del 10%, convirtiendo el

proyecto de biorrefineria dispuesto en esta investigacion en econémicamente viable.
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Figura 1. Bioprocesos de fraccionamiento ensayados en la investigacion.
Todos los bioporcesos constaron de una extraccion de lipidos por Método Sohxlet
e hidrolisis enzimatica de proteinas, almidon y celulosa/hemicelulosa. Cada
bioproceso se realizo por triplicado.
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10,17
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Figura 2. Composicién quimica del bagazo cervecero. La determinacion de
proteinas, carbohidratos, lipidos, lignina y ceniza es en base a peso seco.
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Figura 3. Cromatograma de azucares simples. Composicion de los azucares
simples contenidos en el bagazo cervecero por HPLC.
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Figura 4. Porcentaje en peso seco del total de biomasa extraida del bagazo
cervecero en los cinco bioprocesos de fraccionamiento ensayados
(almidon+lipidos+celulosa+proteina= % total de biomasa extraida). Tres
repeticiones por bioproceso de fraccionamiento ensayado. Las barras negras muestran
la desviacion estandar.
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Figura 5. Porcentaje en peso seco de almidén extraido del bagazo cervecero
en los cinco bioprocesos de fraccionamiento ensayados. Tres repeticiones por
bioproceso de fraccionamiento ensayado. Las barras negras muestran la desviacion
estandar.
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Figura 6. Porcentaje en peso seco de proteinas extraidas del bagazo
cervecero en los cinco bioprocesos de fraccionamiento ensayados. Tres
repeticiones por bioproceso de fraccionamiento ensayado. Las barras negras muestran
la desviacion estandar.
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Figura 7. Porcentaje en peso seco de celulosa/hemicelulosa extraidas del bagazo
cervecero en los cinco bioprocesos de fraccionamiento ensayados Tres repeticiones
por bioproceso de fraccionamiento ensayado. Las barras negras muestran la desviacion
estandar.
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Figura 8. Porcentaje en peso seco de lipidos extraidos del bagazo cervecero
en los cinco bioprocesos de fraccionamiento ensayados. Tres repeticiones por
bioproceso de fraccionamiento ensayado. Las barras negras muestran la desviacion
estandar.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE de los hidrolizados proteicos
obtenidos en los cinco bioprocesos de fraccionamiento. De izquierda a derecha,
ladder, ladder, BF1, BF2, BF3, BF4 y BF5. En los BF 2 y BF 4 se observan péptidos

con un tamafio inferior al 10 kDa.



Figura 10. Potencial de extraccion de fracciones del bagazo cervecero en el Ecuador
a partir del segundo bioproceso de fraccionamiento y las posibles aplicaciones
industriales de los extractos.
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Figura 11. Esquema de la biorrefineria disefiada para aprovechamiento del bagazo
cervecero. El disefio esta basado en extraccion de carbohidratos, proteinas y lipidos para
produccion de &cido succinico, péptidos y aminoacidos y oleoquimicos respectivamente.
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10. TABLAS

Tabla 1. Andlisis de Variancia de los cinco bioprocesos de fraccionamiento.
Se comparan los promedios obtenidos en peso seco del total de biomasa extraida del
bagazo cervecero en los cinco bioprocesos de fraccionamiento ensayados
(almidon+lipidos+celulosa+proteina= % total de biomasa extraida).

ANOVA
Total
Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética Slg.
Entre grupos 497,32 4 124,33 19,23 ,00
Dentro de

SRS 64,64 10 6,46
Total 561,96 14

Tabla 2. Prueba de Levene para la homgeneidad de las variancias.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Total
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
1,746 4 10 21

Tabla 3. Prueba de Tukey p < 0.05 %.

Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTOS N
1 2 3
1 3 54,79
3 3 63,51
5 3 65,43
4 3 67,17 67,17
2 3 72,41

Sig. 1,00 44 ,16



Tabla 4. Concentracion de azucares de los cinco bioprocesos de
fraccionamiento detectadas por HPLC.

Concentracion de azucar g/l

Bioproceso de Almidon Celulosa/Hemicelulosa
fraccionamiento
1 11,19 3,93
2 21,12 7,21
3 8,72 7,51
4 27,10 4,57
5 24,59 3,92

Tabla 5. Concentracion de hidrolizados proteicos de los cinco bioprocesos
de fraccionamiento

Bioprocesos de Concentracion mg/ml
fraccionamiento
1 0,2
2 2,05
3 0,33
4 1,47
5 0,3
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Tabla 6. Precios internacionales y mercado esperado hasta el 2021 a nivel
global de los productos internacionales. Fuente: Markets&Markets

(http://www.marketsandmarkets.com/).

Producto

Biodiesel

Oleoquimicos

Esteres metilicos de acidos grasos
Ac. Succinico

Ac. Lactico

Etanol

Sorbitol

Xilitol

Péptidos y aminoacidos

Precio USD/t

600-1200
1,000-6,000
800-1,500
2,000-9,000
800-2,000
600-1,000
900-4,000
1,000-5,000
1,000-4,000

Mercado
esperado 2020-
2021

41,18
25,91
22,13
0,71
3,82
23,90
3,99
1
20,51


http://www.marketsandmarkets.com/

Tabla 7. Calculo de los ingresos en un periodo de diez afios partir de los cuatro productos ofrecidos en el proyecto de
biorrefineria.

INGRESOS
PRODUCCION
GENERAL
Acido
succinico

Péptidos y
aminodacidos

Oleoquimicos

Fertilizante

TOTAL
INGRESOS
DEL
PROYECTO

ANO 0
(INVERSION)
CANT Precion
ANUAL ton
23,120 $
3,200.00
8,901 $
2,800.00
3,497 $
3,800.00
16,548 $
300.00
$
10,100.00

73,984,
000.00

$
24,922,
800.00

$
13,288,
600.00

$
4,964,4
00.00

$
117,159
,800.00

77,683,200
.00

$
26,168,940
.00

$
13,953,030
.00

$
5,212,620.
00

$
123,017,79
0.00

81,567,3
60.00

$
27,477,3
87.00

$
14,650,6
81.50

$
5,473,25
1.00

$
129,168,
679.50

85,645,7
28.00

$
28,851,2
56.35

$
15,383,2
15.58

$
5,746,91
3.55

$
135,627,
113.48

89,928,0
14.40

$
30,293,8
19.17

$
16,152,3
76.35

$
6,034,25
9.23

$
142,408,
469.15

98,920,8
15.84

$
33,323,2
01.08

$
17,767,6
13.99

$
6,637,68
5.15

$
156,649,
316.06

108,812,
897.42

$
36,655,5
21.19

$
19,5443
75.39

$
7,301,45
3.67

$
172,314,
247.67

119,694,
187.17

$
40,321,0
73.31

$
21,498,8
12.93

$
8,031,59
9.03

$
189,545,
672.44

131,663,
605.88

$
44,353,1
80.64

$
23,648,6
94.22

$
8,834,75
8.93

$
208,500,
239.68

ANO 10

VALOR

$
144,829,
966.47

$
48,788,4
98.71

$
26,013,5
63.64

$
9,718,23
4.83

$
229,350,
263.65

TOTAL

$
1,012,72
9,775.18

$
341,155,
677.46

$
181,900,
963.59

$
67,955,1
75.39

$
1,603,74
1,591.62
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Tabla 8. Cuadro de los egresos e ingresos asociados al proyecto de biorrefineria.

EGRESOS
PRODUCCION
GENERAL

COSTOS
PREOPERATI
VOS
Capital de

Trabajo

Terreno

Electrificacio
n de la zona

Potabilizacio
n del agua

Movimiento
de Tierras

COSTOS
OPERATIVOS

Infraestruct
ura

Bagazo
cervecero

CANT
ANUAL

60,
000

PVP

10.2

51,00
0.00

250,0
00.00

10,00
0.00

8,000.

00

4,000.

00

78,12

0,000.

00

300.0

VALOR

$

19,352,

200.00

$

18,000,

000.00

VALOR

$
23,221,040
.00
$

$
21,600,000
.00

VALOR

$
27,863,6
48.00
$

$
25,920,0
00.00

VALOR

$

33,434,

777.60
$

$

31,104,

000.00

VALOR

$
40,120,1
33.12
$

$
37,324,8
00.00

VALOR

$
48,142,5
59.74
$

$
44,789,7
60.00

VALOR

$
57,769,4
71.69
$

$
53,747,7
12.00

VALOR

$
69,321,7
66.03
$

$
64,497,2
54.40

VALOR

$
83,184,5
19.24
$

$
77,396,7
05.28

VALOR

$
99,819,8
23.09
$

$
92,876,0
46.34

v & TOTAL

$
502,229,9
38.51
$

$
467,256,2
78.02
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Tabla 8. Cuadro de los egresos e ingresos asociados al proyecto de biorrefineria (continuacion...)

Levadura

Enzimas

Reactivos

Honorarios
operadores de
planta
Honorarios

obreros

Honorario
administrativo

Otros
imprevistos

Servicios
Basicos

Mantenimie
nto

Transporte
de materia
prima
COSTOS
POST-
OPERATIVOS

Camion de
distribucion

Marketing y
Publicidad

1

8

6

12

10

$
10,00
0.00
$
74,00
0.00
$
48,00
0.00
$

2,100.

00

$
700.0

35,00
0.00

1,000.

8,000.0

$
35,000.
00

$
35,000.
00

$
10,000.
00
$
592,00
0.00
$
288,00
0.00
$
201,60
0.00

$
84,000.
00
$
6,600.0
0
$
8,000.0
0
$
132,00
0.00
$
10,000.
00
$
20,000.
00

$
8,600.0
0

$
1,000.0
0

$
12,000.00

$
710,400.00

$
345,600.00

$
241,920.00

$
100,800.00

$
7,920.00

$
8,000.00

$
158,400.00

$
12,000.00

$
24,000.00

$
10,320.00

$

$
1,200.00

$
14,400.0

0

$
852,480.

00

$
414,720.

00

$
290,304.

00

$
120,960.

00

$
9,504.00

$
8,000.00

$
190,080.

00

$
14,400.0

0

$
28,800.0

0

$
12,384.0
0

$

$
1,440.00

$
17,280.
00
$
1,022,9
76.00
$
497,664
.00
$
348,364
.80

$
145,152
.00
$
11,404,
80
$
8,000.0
0
$
228,096
.00
$
17,280.
00
$
34,560.
00

$
14,860.
80

$
20,736.0

0

$
1,227,57

1.20

$
597,196.

80

$
418,037.

76

$
174,182.

40

$
13,685.7

6

$
8,000.00

$
273,715.

20

$
20,736.0

0

$
41,472.0

0

$
17,832.9
6

$

$
2,073.60

$
24,883.2

0

$
1,473,08

5.44

$
716,636.

16

$
501,645.

31

$
209,018.

88

$
16,422.9

1

$
8,000.00

$
328,458.

24

$
24,883.2

0

$
49,766.4

0

$
21,399.5
5

$

$
2,488.32

$
29,859.8

4

$
1,767,70

2.53

$
859,963.

39

$
601,974.

37

$
250,822.

66

$
19,707.4

9

$
8,000.00

$
394,149.

89

$
29,859.8

4

$
59,719.6

8

$
25,679.4
6

$

$
2,985.98

$
35,831.8
1
$
2,121,24
3.03
$
1,031,95
6.07
$
722,369.
25

$
300,987.

19

$
23,648.9

9

$
8,000.00

$
472,979.

87

$
35,831.8

1

$
71,663.6

2

$
30,815.3
5

$

$
3,583.18

$
42,998.1
7
$
2,545,49
1.64
$
1,238,34
7.28
$
866,843.
10

$
361,184,

62

$
28,378.7

9

$
8,000.00

$
567,575.

84

$
42,998.1

7

$
85,996.3

4

$
36,978.4
3

$

$
4,299.82

$
51,597.8
0
$
3,054,58
9.97
$
1,486,01
6.74
$
1,040,21
1.72

$
433,421.

55

$
34,054.5

5

$
8,000.00

$
681,091.
01
$
51,597.8
0
$
103,195.
61

$
44,374.1
1

$

$
5,159.78

$
259,586.8
2
$
15,367,53
9.81
$
7,476,100
45
$
5,233,270
31

$

4,813,964
45

$
171,327.3

0

$
80,000.00

$

3,426,546
.04

$
259,586.8

2

$
519,173.6

4

$
223,244.6
7

$

$
25,958.68

53



Tabla 8. Cuadro de los egresos e ingresos asociados al proyecto de biorrefineria (continuacion)

Gastos de 1 $

venta incluye 908'0
impuestos
Suministros 1 $
y Materiales 2'380'
Distribucion
Desarrollo 1 $
Imagen del 1'380'
Producto
Desarrollo 1 $
con la 2,380.
comunidad
ToTAL 78 286
COSTOS DEL 700,
PROYECTO 000.00

EBITDA beneficio antes de intereses,
impuestos, depreciaciones y
amortizaciones

$
900.00

$
1,080.00

$
2,880.00

$
2,160.00

$
3,000.00

$
23,231,360
.00

$

17,833,415
40

$
1,296.00

$
3,456.00

$
2,592.00

$
3,600.00

$
27,876,0
32.00

$
19.008,2
65.05

$
1,555.2
0

$
4,147.2

$
1,866.24

$
4,976.64

$
3,732.48

$
5,184.00

$
40,137,9
66.08

$
2,239.49

$
5,971.97

$
4,478.98

$
6,220.80

$
48,163,9
59.30

$
2,687.39

$
7,166.36

$
5,374.77

$
7,464.96

$
57,795,1
51.16

$
3,224.86

$
8,599.63

$
6,449.73

$
8,957.95

$
69,352,5
81.39

$
3,869.84

$
10,319.5
6

$
7,739.67

$
10,749.5
4

$
83,221,4
97.66

$
4,643.80

$
12,383.4
7

$
9,287.60

$
12,899.4
5

$
99,864,1
97.20

$
23,362.81

$
62,300.84

$
46,725.63

$
64,896.71

$
502,453,1
83.18



Tabla 9. Flujo de dinero del proyecto de biorrefineria en 10 afios.

Periodo Flujo de Fondos
$ -78 486,000
$ 76 283,220
$ 77 833,415
$ 79 008,265
$ 79698,430
$ 79 770,992
$ 84 618,578
$ 89 324,895
$ 93 750,611
$ 97 717,418
$100 999,131

Boovouoh~wNnr o

Tabla 10. Resumen de los principales indicadores financieros del
proyecto.

TIR 98.92%
VAN $ 355 385,744
Tasa de descuento 16,96 %
Periodo de recuperacion 2 afos

de inversion



1. ANEXOS

Bio-based chemical opportunities

2004

2010

1,4-Dicarboxylic acids (succinic,
fumaric and malic)

Succinic acid

2,5-Furan dicarboxylic acid

Furanics

3-Hydroxy-propionic acid

Hydroxypropionic acid/aldehyde

Glycerol Glycerol and derivatives
Sorbital Sorbitol
Xylitol/Arabinitol Xylitol

Levulinic acid Levulinic acid

Aspartic acid -

Glucaric acid -

Glutamic acid

ltaconic acid

3-Hydroxybutyrolactone

Biohydrocarbons

Lactic acid

Ethanol

57
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Anexo 1. Lista de bloques de construccion creada por el el Departamento de Energia
de los Estados Unidos. La lista fue actualizada por Bozell & Petersen en 2010. Fuente:

Jong & Jungmeier, 2015.
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High value

Pharma and cosmetics

\

Food and Feed
Bioplastics & Biopolymers
Bulk chemicals & fuels

\

Energy & Heat

v

Low value

Source: Peter Westermann, Copenhagen Institude of Technology

Figure 1. Biomass cascade.

Anexo 2. Potencial econémico de las aplicaciones de los productos derivados de
biomasa en biorrefineria. Fuete: Buffington, 2014.
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=n
VPN= X FC/(1+r)"
=0
Donde:
t= tiempo

n= afios de vida util del negocio
FC, =Flujo de caja neto en el periodo indicado
r=  tasa de descuento

Anexo 3. Formula para calcular el valor Actual Neto (VAN o VPN). Fuente: Mateus et
al. (2010).

TIR= T [ Fc;f(lm '1-1,=0

Donde:

lo=inversiéninicial

FC = flujo de caja del proyecto (ingresos menos
egresos)

I = tasa de descuento o costo de oportunidad del capital
t = tiempo

n = vida util del proyecto.

Anexo 4. Formula para calcular la Tasa Interna de Retorno. Fuente: Mateus et al.
(2010).
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