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Resumen

La presente Tesis Doctoral de titulo “Valorizacion del orujillo para obtencién de
compuestos bioactivos y azlcares” tiene como objetivo el aprovechamiento de este
residuo agroindustrial generado en el sector del aceite de oliva contribuyendo asi a su
gestidn con criterios de sostenibilidad. Este trabajo se enmarca en la linea de investigacion
del Programa de Doctorado en Energias Renovables de la Universidad de Jaén
“Investigacion en Recursos Biomasicos™ y se ha desarrollado en el grupo de investigacion
“Ingenieria Quimica y Ambiental” (TEP-233), vinculado al Centro de Estudios
Avanzados en Ciencias de la Tierra, Energia y Medio Ambiente (CEACTEMA), de la
Universidad de Jaén. Ademas, varias de las actividades que componen esta investigacion
se han desarrollado en el marco del proyecto “Avances hacia una biorrefineria flexible en
materias primas y productos en regiones con alta densidad de biomasa agroindustrial:
Caso del olivar” (Ref. ENE2017-85819-C2-1-R).

El orujillo es un residuo lignocelul6sico que se genera en las extractoras de orujo como
resultado del proceso de secado y posterior extraccion de aceite residual del orujo de
aceituna. En Espafa, cada afio se generan grandes cantidades de este residuo y, en la
actualidad, se emplea como combustible en las plantas donde se genera y en pequefias
calderas domeésticas, aunque con un uso limitado debido a la emision de gases
contaminantes durante su combustion. El orujillo estd compuesto principalmente de
celulosa, hemicelulosa, lignina y un alto contenido en extractivos, por lo que constituye
una materia prima de interés para extraccion de compuestos bioactivos y produccién de
bioenergia. En la presente Tesis Doctoral se pretende valorizar este residuo mediante su
fraccionamiento para la obtencién de hidroxitirosol, manitol, acidos triterpénicos, y
azucares. Para ello, se han evaluado diferentes técnicas de extraccién de compuestos
bioactivos (convencionales y no convencionales) asi como deslignificacién con
organosolvente en el marco de una biorrefineria basada en esta materia prima residual,
con el fin de establecer un proceso viable y respetuoso con el medio ambiente que a su

vez genere valor en el sector del aceite de oliva.

En primer lugar, se caracterizd6 quimicamente el orujillo. A continuacion, se evalué el
efecto de diferentes disolventes (agua, agua acidificada con acido acético, etanol y
acetona) sobre orujillo peletizado, a 55°C. Los resultados obtenidos mostraron que el agua
era un excelente solvente de extraccion para el orujillo con resultados similares a los de
los solventes organicos ensayados. Por ello, se estudio la extraccion acuosa convencional

del orujillo peletizado mediante un disefio de experimentos Box-Behnken, evaluando la
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influencia de las principales variables de proceso, temperatura (25-85°C), tiempo de
extraccion (30-90 min) y carga de solidos (5-25%, m/v). Mediante la metodologia de
superficie de respuesta, se determinaron como condiciones Optimas para dicha extraccién

acuosa: 85°C, 90 min, 10% sélidos.

Posteriormente, se estudiaron diferentes “tecnologias verdes” para la extraccion de
compuestos bioactivos mediante disefios de experimentos, evaluando, en cada caso, la
influencia de las principales variables experimentales que fueron optimizadas por
metodologia de superficie de respuesta. En primer lugar, se realizd una extraccion al
orujillo molido en un bafio de ultrasonidos segun un disefio de experimentos Box-
Behnken. Se evalud el efecto de la concentracién de acetona (20-80%, v/v), tiempo de
extraccion (10-60 min) y carga de sélidos (2-15%, m/v) y, se determinaron los valores
Optimos para dichas variables: 40% acetona, 43 min y 8,6% carga de sélidos. Con el fin
de acortar el tiempo de extraccion y con base en las condiciones 6ptimas obtenidas por el
disefio Box-Behnken, se realiz6 un disefio factorial de dos niveles empleando un equipo
de ultrasonidos de tipo sonda de baja potencia (150 W). La carga de solidos (8,6%, m/v)
y el porcentaje de acetona (40%, v/v) se fijaron de acuerdo con las condiciones
previamente optimizadas en el bafio de ultrasonidos y se estudio la influencia del tiempo
de extraccion (2-12 min) y la amplitud (30-70%) sobre las variables de respuesta de
interés. A continuacion, se realizé una extraccién del orujillo peletizado con ultrasonidos
tipo sonda de alta potencia (550 W) empleando agua como disolvente. Se estudio el efecto
de la amplitud (20-80%), tiempo de extraccion (2-18 min) y carga de sélidos (2-15%,
m/v) mediante un disefio de experimentos Box-Behnken y se optimizaron las condiciones
de operacion (100°C, 16 min, 12% sélidos). En un estudio posterior, se realiz6 una
extraccion del orujillo molido mediante la tecnologia de microondas empleando agua
como disolvente. Se estudio el efecto de la temperatura (40-100°C), tiempo de extraccién
(4-40 min) y carga de solidos (3-15%, m/v) y, se determinaron como valores dptimos:
100°C, 16 miny 12% sdlidos.

Los extractos obtenidos se caracterizaron mediante diferentes técnicas analiticas,
determinando en cada caso, el rendimiento de extraccion, la concentracion y contenido
de compuestos fenolicos y la actividad antioxidante. Los solidos de orujillo extraido se
caracterizaron mediante analisis quimico y elemental y, en algunos casos, mediante

microscopia electrénica de barrido.



Resumen

Los mayores valores de compuestos fenolicos (expresados como equivalentes de acido
gélico), en torno a 45 mg/g orujillo, se obtuvieron con la extraccion acuosa convencional
y la extraccion con ultrasonidos de tipo sonda de baja potencia empleando acetona como
disolvente. EI maximo contenido de hidroxitirosol se obtuvo en la extraccion acuosa
convencional (6,3 mg/g orujillo) y empleando ultrasonidos de sonda de alta potencia con
agua (6,4 mg/g orujillo). En estas extracciones, también se obtuvieron concentraciones

de manitol, entre 55,2 y 69,7 mg/g orujillo.

Con el fin de recuperar otros compuestos bioactivos del orujillo, los sélidos obtenidos
tras la extraccion con ultrasonidos, tipo sonda de alta potencia, y microondas con agua se
sometieron a una maceracion con etanol y se obtuvieron en torno a 9,0 mg &cido

maslinico/g de orujillo y 3 mg cido oleandlico/g de orujillo.

Para completar el proceso de valorizacion del orujillo, se ensayaron dos estrategias de
proceso basadas en una extraccion convencional de compuestos fendlicos, seguida de una
etapa de deslignificacion del orujillo extraido, y una posterior hidrdlisis enzimatica del
orujillo deslignificado. En la primera estrategia se aplicd una extraccion acuosa
convencional, en las condiciones previamente optimizadas, seguida de una etapa de
deslignificacion sobre el sélido extraido resultante (tratamiento organosolvente con
etanol al 50% y 60%, a distintas temperaturas). La segunda estrategia de proceso ensayada
incluye una extraccién en dos etapas, seguida de una etapa de deslignificacion con etanol
al 50% a distintas temperaturas. Como primera etapa, se mantuvo la extraccion acuosa
previamente optimizada. En la segunda etapa de extraccién, se evalud el empleo de agua
0 una disolucion de acetona al 70%. En ambas estrategias, las ligninas solubilizadas en
los tratamientos con organosolvente y las obtenidas tras la sacarificacion enzimatica del
orujillo pretratado fueron caracterizadas mediante diversas técnicas analiticas. El
pretratamiento con etanol al 50% (v/v) catalizado con &cido sulfurico al 1% (v/v) a 130°C
durante 60 min (Estrategia 1) consigui6 una deslignificacion del 23% y permitio obtener,
mediante precipitacion acida, una lignina antioxidante, rica en unidades guaiacilo, con
una pureza cercana al 90%. Por otra parte, la fraccion sélida enriquecida en celulosa, con
una digestibilidad del 76,5%, se hidroliz6 enziméaticamente generando un hidrolizado rico

en glucosa y un solido rico en lignina (78% pureza), con propiedades antioxidantes.

Finalmente, el extracto acuoso de orujillo obtenido en la extraccion convencional, en

condiciones Optimas, se selecciono para evaluar la purificacién de compuestos bioactivos,
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fundamentalmente hidroxitirosol. Para ello se ensayaron diferentes técnicas de separacion
con membranas (ultrafiltracion y nanofiltracion), extraccion liquido-liquido y separacion
con materiales adsorbentes y resinas. La tecnologia de membranas no fue satisfactoria
para la purificacion del hidroxitirosol debido a la dificultad para separarlo de compuestos
de similar peso molecular, como la glucosa y el manitol. Sin embargo, la extraccion
liquido-liquido con acetato de etilo y la adsorcion, en general, resultaron técnicas eficaces
para la obtencion de extractos purificados en compuestos fenolicos totales e
hidroxitirosol. En particular, el material adsorbente Discovery DSC-8 rindié un extracto
purificado en hidroxitirosol, con una concentracion de 298,7 mg/g extracto a partir de un
extracto inicial con 15,4 mg hidroxitirosol/g extracto.
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Abstract

This Doctoral Thesis entitled “Valorization of exhausted olive pomace for obtaining
bioactive compounds and sugars” aims to use this agro-industrial waste generated in the
olive oil sector, and contribute to its management with sustainability criteria. This work
is part of the research line of the Doctorate Program in Renewable Energies of the
Universidad de Jaén "Research on biomass resources”. It has been carried out in the
research group "Chemical and Environmental Engineering” (TEP-233), linked to the
Center for Advanced Studies on Earth Sciences, Energy and Environment
(CEACTEMA), of the Universidad de Jaén. This research has been carried out within the
framework of the research project “Advances towards a flexible multi-feedstock, multi-
product biorefinery in regions with high density of agro-industrial biomass: the olive
case” (Ref. ENE2017-85819-C2-1-R) funded by the Ministry of Science and Innovation.

Exhausted olive pomace is a lignocellulosic waste generated in the olive pomace
extracting industries as a result of the drying process and subsequent extraction of residual
oil from olive pomace. In Spain, large quantities of exhausted olive pomace are generated
each year. Nowadays, this waste is used as biofuel in the extracting plants and in small
domestic boilers, which represents a limited use due to pollutant gas emissions during its
combustion. EOP is mainly composed of cellulose, hemicellulose, lignin and a high
content of extractives, making it an interesting raw material for the extraction of bioactive
compounds and bioenergy production. In this Doctoral Thesis, the aim is to valorize this
residue by fractioning it to obtain hydroxytyrosol, mannitol, triterpenic acids, and sugars.
For this purpose, different extraction techniques (conventional and non-conventional) as
well as an organosolvent delignification have been evaluated in the context of a
biorefinery based on this waste biomass, in order to establish a viable and

environmentally friendly process that can generate value in the olive oil sector.

Firstly, EOP was chemically characterized. Then, the effect of different solvents (water,
water acidified with acetic acid, ethanol and acetone) on the pelletized biomass at 55°C
was evaluated. The results obtained showed that water was an excellent extraction solvent
for this biomass and similar or better results than those of the organic solvents were
obtained. Therefore, conventional aqueous extraction of the pelletized biomass was
studied according to a Box-Behnken experimental design and the influence of the main
process variables, temperature (25-85°C), extraction time (30-90 min) and solids loading
(5-25%, wi/v) was evaluated. Extraction yield, concentration and content of phenolic

compounds and antioxidant activity of the extracts were chosen as responses. Response
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surface methodology allowed to determine the optimum conditions for the aqueous
extraction of exhausted olive pomace: 85°C, 90 min, 10% solids.

Likewise, "green technologies™ for the extraction of bioactive compounds from exhausted
olive pomace were studied according to experimental designs. A bath-type ultrasound-
assisted extraction of biomass was performed according to a Box-Behnken experimental
design. The effect of acetone concentration (20-80%, v/v), extraction time (10-60 min)
and solids loading (2-15%, w/v) was evaluated and the optimum values for these variables
were determined: 40% acetone, 43 min and 8.6% solids. In order to shorten the extraction
time and based on these optimum conditions, a probe-type ultrasound-assisted extraction
at low power (150 W) was carried out according to a two-level factorial. Thus, the solids
loading (8.6%, w/v) and the acetone concentration (40%, v/v) were set and the influence
of the extraction time (2-12 min) and the amplitude (30-70%) on the response variables
was studied. Then, the probe-type ultrasound-assisted extraction at high power (550 W)
of the pelletized biomass using water as solvent was studied. In this case, the effect of
amplitude (20-80%), extraction time (2-18 min) and solids loading (2-15%, w/v) was
evaluated using a Box-Behnken experimental design, and the operating conditions were
optimized (100°C, 16 min, 12% solids). In a subsequent study, the microwave-assisted
extraction using water as solvent was tested for EOP. The effect of the temperature (40-
100°C), extraction time (4-40 min) and solids loading (3-15%, w/v) was studied and the

optimum values were determined to be 100°C, 16 min and 12% solids.

The resulting extracts were characterized using different analytical techniques. The
resulting solid fractions were characterized by chemical and elemental analysis and, in
some cases, by scanning electron microscopy. The highest values of phenolic compounds
(expressed as gallic acid equivalents), around 45 mg/g biomass, were obtained with
conventional aqueous extraction and low-power probe-type ultrasound-assisted
extraction using acetone as solvent. The highest hydroxytyrosol content was obtained in
the conventional aqueous extraction and probe-type ultrasound-assisted extraction at
high-power with water, around 6.4 mg/g biomass. In these extractions, mannitol

concentrations between 55.2 and 69.7 mg/g biomass were also obtained.

Additionally, to recover other bioactive compounds from exhausted olive pomace, the
solids obtained after probe-type ultrasound-assisted extraction at high power, and

microwave-assisted extraction using water as solvent in both cases were subjected to
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maceration with ethanol and about 9.0 mg maslinic acid and 3 mg oleanolic acid/g EOP

were obtained.

Two process strategies were tested for the exhausted olive pomace valorization. Both
schemes were based on a conventional extraction of phenolic compounds, followed by a
delignification step of the extracted biomass, and the enzymatic hydrolysis of the
delignified biomass. Strategy 1 was composed by a conventional aqueous extraction,
under previously optimized conditions, followed by a delignification step on the resulting
extracted solid (organosolvent treatment with 50% and 60% ethanol, at different
temperatures). Strategy 2 included a two-stage extraction (water or 70% acetone)
followed by a delignification (50% ethanol at different temperatures). In both strategies,
the lignins solubilized in the organosolvent treatments and those obtained after enzymatic
saccharification were characterized. Strategy 1, including a treatment with 50% (w/v)
ethanol catalyzed with 1% (w/v) sulfuric acid at 130°C for 60 min, was selected. It
achieved a delignification of 23% and yielded, by acid precipitation, an antioxidant lignin,
rich in guaiacyl units (purity close to 90%). On the other hand, the cellulose-rich solid
fraction (76.5% enzymatic digestibility), was hydrolyzed and a glucose solution and a

lignin-rich solid (78% purity), with antioxidant properties were generated.

Finally, the extract obtained in conventional aqueous extraction, under optimal
conditions, was selected to evaluate the purification their bioactive compounds, mainly
hydroxytyrosol. For this purpose, membrane separation techniques (ultrafiltration and
nanofiltration), liquid-liquid extraction and separation with adsorbent materials and resins
were tested. Membrane technology was not satisfactory for the purification of
hydroxytyrosol due to the difficulty in separating it from compounds of similar molecular
weight, such as glucose and mannitol. However, liquid-liquid extraction with ethyl
acetate and adsorption in general were effective in obtaining purified extracts of phenolic
compounds. In particular, the Discovery DSC-8 adsorbent material yielded an extract
purified in hydroxytyrosol, with a concentration of 298.7 mg/g extract from the initial

extract with 15.4 mg hydroxytyrosol/g extract.
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Introduccion

2.1. Bioeconomia circular

2.1.1. Concepto, programas y estrategias

El Parlamento Europeo define la economia circular como un ‘“sistema de
aprovechamiento de recursos que implica la reutilizacion y el reciclaje de materiales
existentes para crear un producto de valor afiadido y asi extender el ciclo de vida de ese

material”.

Dependiendo de los recursos de cada lugar, la bioeconomia se define de diversas maneras,
aungue las politicas empleadas engloban siempre la innovacion, la sostenibilidad, el
crecimiento y el empleo (Hodson de Jaramillo, 2018). En particular, el comunicado de la
Cumbre Mundial de Bioeconomia de 2020 define la bioeconomia como “la produccion,
utilizacion, conservacién y regeneracion de recursos biologicos, incluidos el
conocimiento relacionado con la ciencia, la tecnologia y la innovacion, para proporcionar
soluciones sostenibles (informacion, productos, procesos y servicios) dentro y entre todos
los sectores econdémicos y permitir una transformacion a una economia sostenible”. La
Figura 1 esquematiza el concepto de bioeconomia basado en diferentes biomasas
renovables, incluyendo la biomasa derivada de los sectores primarios y secundarios que
permitan obtener bioproductos con utilidad en diversos sectores en un marco de

sostenibilidad y competitividad.
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Figura 1. Esquema de bioeconomia. Fuente: Junta de Andalucia, 2018.

En 1993, la Comision Europea establecid las primeras bases de la bioeconomia. En estas
se destacaba la necesidad de invertir en conocimiento y especialmente en ciencia para la
innovacion y crecimiento econdmico (Hodson de Jaramillo, 2018). La implementacion
industrial del conocimiento se produjo gracias a los planes de biotecnologia y ciencias
bioldgicas. En este sentido, la politica de investigacion se reform6 en el VV Programa
Marco de la Union Europea (UE) (1998-2002) debido a la formulacion de las 6 acciones
claves. Estas acciones se basaban en pasar de investigacion basica a aplicaciones reales
con el fin de conseguir un desarrollo tecnoldgico e industrial y finalmente, la explotacién
y comercializacién industrial. Una de las acciones seleccionadas fue la “Fabrica celular”
(Cell Factory) cuyo objetivo era utilizar la célula como fabrica para generar nuevos
productos farmacéuticos, alimentos nutritivos, tecnologias capaces de degradar
compuestos recalcitrantes, enzimas industriales respetuosas con el medio ambiente y
bioproductos con alto valor afiadido (Patermann y Aguilar, 2018). Este hecho produjo el
avance de tecnologias innovadoras y el desarrollo y fortalecimiento en ciencia, tecnologia

e innovacion.

Posteriormente, en 2005 se celebr6 en Bruselas la Conferencia en Bioeconomia Basada
en el Conocimiento (Knowledge Based Bio-Economy) que establecid unas politicas y
estrategias sobre bioeconomia que se mantuvieron hasta 2007 cuando se inicié VII
Programa Marco en enero de 2007 (Patermann y Aguilar, 2018). En 2012, la Union
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Europea establecio la estrategia de bioeconomia en el documento “Innovacion para el
crecimiento sostenible: una bioeconomia para Europa”, cuya finalidad es el uso de nuevas

tecnologias y la union entra la ciencia y la industria (Matyska y Jacobi, 2018).

Otra estrategia adoptada por la UE fue la creacion de una asociacion publico-privada de
bioindustrias denominada Bio-Based Industries Joint Undertaking (BBIJU) (Ruiz-Sierra
et al., 2012). Se implant6 en 2014 y sus objetivos son proporcionar un marco estable a
largo plazo que permita la programacion estratégica con la industria y que proporcione
estabilidad para lograr una unién colaborativa entre todos los sectores industriales. Las
acciones de innovacién aplicadas en este &mbito abordan toda la cadena de valor, desde
el abastecimiento de materias primas hasta las aplicaciones de mercado (Mengal et al.,
2018). El Programa de inversion en investigacion e innovacion Horizonte 2020 (2014-
2020) se constituyd como un programa cuyas areas principales eran la ciencia excelente,
el liderazgo industrial y los desafios de la sociedad, también dirigido al desarrollo de un
modelo basado en la bioeconomia.

Con el objetivo de erradicar la pobreza, cuidar nuestro habitat y el bienestar de las
personas, en la Cumbre Mundial sobre Bioeconomia de 2015, 197 paises miembros de la
Organizacion de la Naciones Unidas (ONU) crearon la Agenda 2030 e implantaron los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que eran elementos claves para una
bioeconomia inclusiva para todos (Hodson de Jaramillo, 2018). En la Cumbre Global de
Bioeconomia de 2018 se reiterd la importancia de dichos objetivos para el desarrollo de
la bioeconomia (International Advisory Council on Gobal Bioeconomy [IACGB], 2020).
Entre ellos, es de destacar el objetivo 12 de la ONU “Garantizar modalidades de consumo
y produccién sostenibles” y su meta “reducir considerablemente la generacion de
desechos mediante actividades de prevencion, reduccién, reciclado y reutilizaciéon”
(Naciones Unidas, 2015) (Figura 2). Asi como, el objetivo 7 que plantea “Garantizar el
acceso a una energia asequible, segura y sostenible”. Ambos objetivos son conceptos
clave de las politicas de bioeconomia circular a nivel mundial y la biomasa un biorecurso

fundamental.
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Figura 2. Objetivos de desarrollo sostenible. Fuente: Naciones Unidas, 2015.

POREL CLIMA EINSTITUCIONES

En Espafia el sistema econdmico actual esta basado en un modelo lineal cuyas pautas son
“extraer-producir-desechar” lo que provoca un elevado uso de recursos naturales que
incide directamente sobre el medio ambiente, dando lugar al agotamiento de los recursos
y la generacion de grandes cantidades de residuos, gases de efecto invernadero,
contaminacion de suelos y agua, etc. (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de economia lineal y economia circular. Fuente: ECOLEC.
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Para mitigar estos problemas se ha elaborado la “Estrategia Espafiola de Economia

Circular, Espafia Circular 2030 (“Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el Reto
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Demografico”, [(MITECO, 2020)] con una serie de objetivos para el afio 2030 (Figura
4).

Figura 4. Objetivos de la Estrategia Espafiol a de Economia Circular para 2030.

Fuente: Ministerio para la Transicion Ecologica y el Reto Demografico, 2020.

Para que Espafia logre la transicion hacia una bioeconomia circular se establecieron una
serie de bases: cuidado y mejora del medio ambiente, accién preventiva, economia libre
de carbono, desarrollo sostenible, cuidado de la salud humana, participacion publica,
cooperacion y unién entre las administraciones publicas, racionalizacion y eficiencia,
mejora de la competitividad de la economia e incorporacion de los aspectos ambientales

en la toma de decisiones.

La Estrategia de Economia Circular y sus correspondientes planes de accion, politicas e
instrumentos se centran en: produccion, consumo, gestion de residuos, materias primas
secundarias, reutilizacion y depuracion del agua, sensibilizacion y participacion,
investigacion, innovacion y competitividad, empleo y formacion. De entre ellas la gestion
de residuos cobra especial importancia dado que en Espafia actualmente solo se recicla
un 37,1% de los residuos y se requieren vias para su valorizacion (MITECO, 2020).
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Andalucia contribuye con los retos globales de bioeconomia de diversas formas. Los
Fondos Estructurales y de Inversion de Andalucia (2014-2020) establecieron politicas
vinculadas con la bioeconomia en el campo de innovacion, investigacion, formacion y
desarrollo empresarial. EI Programa de Desarrollo Rural de Andalucia 2014-2020 (PDR)
y el Programa operativo del Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) para
Andalucia apuestan por el empleo de los recursos y por una descarbonizacion de la
economia. ElI Programa Operativo del Fondo Europeo Maritimo y de Pesca 2014-2020
establece diferentes principios para la transicion hacia una pesca mas sostenible. Otros
documentos de la Junta de Andalucia que integran el concepto de bioeconomia son: el
Plan Econémico de Andalucia 2014-2020, la Agenda por el Empleo, la Estrategia por la
Comepetitividad, la Estrategia Industrial de Andalucia 2014-2020, el Plan Andaluz de
Medio Ambiente Horizonte 2017 y la Ley de Agricultura y Ganaderia (EABC, Junta de
Andalucia, 2018).

Andalucia ha creado su propia Estrategia de Bioeconomia Circular (EABC) cuya
finalidad esta dirigida al crecimiento y desarrollo sostenibles de Andalucia mediante
actividades encaminadas a la produccidn de recursos y de procesos bioldgicos renovables.

La Figura 5 muestra las estrategias y las lineas de actuacion de la EABC 2030.

OBJETIVO GENERAL
.......................... 1

[

u CONTRIBUIR AL CRECIMIENTO Y DESARROLLO SOSTENIBLES DE ANDALUCIA IMPULSANDO :
: ACTUACIONES DIRIGIDAS AL FOMENTO DE LA PRODUCCION DE RECURSOS Y DE PROCESOS 1
[ BIOLOGICOS RENOVABLES :
]

1. Incrementar la disponibilidad de
biomasa sostenible para su
aprovechamiento mediante tratamientos
innovadores

LINEAS ESTRATEGICAS

1 . n
1 CREAR Y MANTENER EMPLEO DE PROMOVER IGUALDAD FAVORECER INCORPORACION =
H CALIDAD DE GENERO DE JOVENES :
---------------------- W--------------------.

Figura 5. Marco estratégico e instrumental de la Estrategia de Bioeconomia Circular
2030. Fuente: Junta de Andalucia, 2018.
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Como se observa, el aprovechamiento de la biomasa y el desarrollo de biorrefinerias son
pilares fundamentales de dicha estrategia. Una biorrefineria seria una industria analoga a
las refinerias de petréleo pero basada en biomasa, es decir, “instalaciones con el
equipamiento necesario para integrar los procesos de conversion de biomasa en
combustibles, energia y coproductos de valor afiadido” (Laboratorio Nacional de Energia
Renovables, [NREL]).

En la Figura 6 se esquematizan posibles rutas de obtencidn de bioproductos y bioenergia,

asi como sus mercados de consumo en Andalucia.
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Figura 6. Rutas de obtencion de bioproductos y mercados de consumo en Andalucia.
Fuente: Junta de Andalucia, 2018.

2.1.2. Labiomasa en la bioeconomia circular y transicion energética

Actualmente, la energia juega un papel clave en el crecimiento econdmico de las
sociedades y de la bioeconomia. A partir de los combustibles de origen fosil se genera el
80% de las necesidades energéticas del mundo (Hassan et al., 2021), pero estos son un
recurso natural no renovable y se consideran los responsables del 75% del total de las
emisiones de los gases de efecto invernadero (GEls) en Europa. ElI consumo de
combustibles fosiles (petrdleo, carbon y gas natural) ha aumentado significativamente
durante el ultimo medio siglo (Ritchie y Roser, 2017) (Figura 7) y siguen siendo la fuente
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de energia dominante (Martins et al., 2019). No obstante, ya no cabe duda de que los
combustibles fdsiles provocan contaminacion ambiental y efectos perjudiciales para la

salud humana (Hassan et al., 2021).

120,000 TWh
100,000 TWh
80,000 TWh
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60,000 TWh
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20,000 TWh Carbdn

0 TWh e
1800 1850 1900 1950 2000 2017

Figura 7. Consumo mundial de combustibles fosiles. Fuente: adaptado de Ritchie y
Roser, 2017.

En 1972, en la Conferencia Mundial sobre el Clima de la ONU se manifestd que el empleo
sin control de las energias de origen fsil, el deterioro de la capa de 0zono y la devastacién
de los bosques producian un constante incremento de la temperatura de la Tierra que daba
lugar, a nivel mundial, a importantes cambios climaticos, econémicos y sociales. Es por
€s0, que, ante esta situacion, en 1997 los gobiernos propusieron objetivos especificos para
reducir las emisiones de GEls quedando recogidos en el Protocolo de Kyoto (Bohringer,
2003) que entr6 en vigor en 2005. De acuerdo con este protocolo, los paises que
conforman la Union Europea se comprometieron a alcanzar una reduccion de GEls del
8% en 2010 y a proporcionar mediante energias renovables un 12% de la energia primaria
demandada en Europa (Fernandez-Martin, 2010). Los avances que se produjeron gracias
al Protocolo de Kyoto no fueron suficientes para solventar los problemas que se
planteaban en el &mbito ambiental. Por ello, en 2015 se establecio el “Acuerdo de Paris
para el Cambio Climatico”, cuyo objetivo principal era limitar el incremento de la
temperatura media global por debajo de 2°C respecto a los niveles preindustriales y
emisiones netas de carbono cero después de 2050 (Convencion Marco de las Naciones
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Unidad sobre el Cambio climatico) (Naciones Unidas, 2021), lo que contribuiria a una

transicion energética a nivel mundial.

La eficiencia energética y las reducciones a cero de emisiones netas de carbono resultan
fundamentales para alcanzar este objetivo (Rogelj et al., 2015). De hecho, desde su
entrada en vigor, las soluciones para reducir a cero las emisiones netas de carbono se
volvieron competitivas en los sectores econdmicos que representan el 25% de las
emisiones, especialmente en actividades relacionadas con la energia y el transporte. Para
2030, las actividades propuestas para la descarbonizacion podrian ser eficaces en sectores

que suponen mas del 70% de las emisiones a nivel global (MITECO, 2017).

Por otra parte, la dependencia energética de los paises que conforman la UE es muy
elevada. Su consumo corresponde a una quinta parte de la energia mundial, siendo el 53%
de esta importada (EUROSTAT, 2021).

La bioeconomia en términos generales se basa en la transicién de la dependencia de
combustibles de origen fésil a una situacion en el que el sector agricola, ademas de
contribuir a la seguridad alimentaria, dé lugar a la produccion de biomasa como materia
prima renovable con empleo en la industria, en sectores energéticos y otros usos (Hodson
de Jaramillo, 2018). El empleo de biomasa podria contribuir a balancear la emision de
carbono neto hacia el cero y reducir esa dependencia energética, ademas de posibilitar la
obtencion de bioproductos en el contexto de biorrefinerias. Esto favoreceria la transicién
energética, entendida como el cambio del actual modelo energético que trata de sustituir
las formas convencionales de generar energia por el empleo de fuentes de origen
renovables. También, conlleva concienciar sobre el uso responsable y sostenible de la

energia (Enel Green Power, 2021).

Este ultimo concepto es clave para cumplir con el acuerdo de Paris de 2015, con los
objetivos de desarrollo sostenible de Naciones Unidas (Naciones Unidas, 2015) y con la
entrega de energia al consumidor a precios asequibles que favorezca la creacion de
empleo mediante un sistema energético seguro y competitivo. También, es la base de la
Estrategia de Transicion Justa (MITECO, 2018), del Plan Nacional Integrado de Energia
y Clima en Espafia (PNIEC) 2021-2030 (MITECO, 2021) y de la nueva Ley 7/2021, de
20 de mayo, de cambio climatico y transicion energética (Boletin Oficial del Estado
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[BOE], 2021). El principal objetivo que se propone es la completa descarbonizacion de

Espafa para el afio 2050 y para ello se establecen unos objetivos especificos:

« En el afio 2030, una reduccion de, al menos un 23% de emision de GEIs en
comparacion a 1990 y alcanzar la neutralidad climética en el afio 2050.
« En el afio 2030, al menos, un 42% de consumo de energia final deberia derivar de
energias renovables.
« En el afio 2030, al menos un 74% de la energia eléctrica debe proceder de energias
renovables.

» Un 39,5% en la mejora de eficiencia energética.

Para cumplir con estos objetivos es de vital importancia tener presente el concepto de
bioenergia. Este concepto puede incorporarse a nivel regional a través de biorrefinerias,
en las que mediante tecnologias novedosas y eficaces se realiza un aprovechamiento
integral de los recursos biomésicos y de los desechos. La biorrefineria conlleva una
integracién de procesos en los que se generan diversas corrientes para obtencion de
bioproductos de alto valor afiadido y bioecombustibles y biochar por conversion
termoquimica, dando lugar asi a un aprovechamiento integral de los productos de la
agricultura (Zabaniotou et al., 2018). La idea de biorrefineria como un proceso
multiproducto basado en recursos renovables es la base de un modelo de bioeconomia

circular que supone la valorizacién de biomasas de caracter residual.

La biomasa se trata de un conjunto de materias primas heterogéneas debido a su origen,
naturaleza y composicion, que, como se ha comentado previamente, se puede emplear
para obtener energia. La propiedad de energia renovable de la biomasa se debe a que su
contenido energético es aportado mediante la energia del sol que los vegetales son capaces
de captar en el proceso de fotosintesis (Romero, 2010). EI empleo de la biomasa para la
produccién de energia o la generacion de combustibles de transporte es conocido como
bioenergia (Martinez-Hernandez y Siew, 2020). La biomasa representa tres cuartas partes
del consumo global de energias renovables a nivel mundial (IRENA, 2017) y resulta
fundamental para conseguir los objetivos energéticos. Segun informes estadisticos de
“Bioenergy Europe”, actualmente, méas del 60% de la energia renovable que consume la
UE proviene de la biomasa (Figura 8) (UE-28, 2018), incluida la fraccion biodegradable

de los residuos urbanos. A pesar de que Espafia cuenta con un gran potencial de biomasa,
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solamente hay algo més de un gigavatio de potencia instalada a partir de esta fuente

renovable.

100 %

Energia geotérmica: 3,2%

Gas natural: 14,0%

Energia solar: 6,4%

Petréleo: 9,8% Energfa edlica: 12,7%

Energia hidroeléctrica: 14,4%

Residuos renovables: 4,7%

Biocombustibles liquidos: 6,7%
Energia renovable: 26,7% -~~~ -~~~ - Biogas: 7,7%

Madera y otros biocombustibles sdlidos: 44,3%
Otros: 1,7%

Energia nuclear: 28,9%

0,
Combustibles fosiles sélidos: 18,9% 0_/f ________

Figura 8. Produccion de energia primaria (% del total, basado en toneladas de equivalente
de petrdleo). Fuente: adaptado de Renewable energy for sustainable rural development:

significant potential synergies, but mostly unrealised (UE-28), 2018.

Atendiendo a la composicion de la biomasa, su potencial de aprovechamiento para
producir energia o compuestos de alto valor afiadido es diferente, de ahi que se establezca

la clasificacion que se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de la biomasa en funcién de su composicion.

Tipo de biomasa

Ejemplos

Azucarada (predominan azUcares
monosacéridos o disacéridos)

Mostos vy jugos de frutas

Remolacha y cafia de azlcar

Sorgo azucarado

Mandioca

Algarroba

Oleaginosa (alto contenido en lipidos)

Semillas de jatrofa, soja, girasol, etc.

Amilacea (predomina almidoén)

Maiz

Cebada

Trigo

Cereales Malta

Avena

Centeno

Arroz

Patata

Tubérculos Boniato

Pataca

Lignocelulésica (predomina la
celulosa, hemicelulosa y lignina)

Olivo

Eucalipto

Maderas Pino

Chopo

Alamo

Pajas de cereales

Residuos agricolas y Bagazo de cafia de azucar

forestales Residuos de chopo, alamo,
etc.

Residuos forestales y de actividades silvicolas

Residuos de la industrial del papel, alimentaria y maderera

Residuos solidos urbanos y aguas residuales

Lodos de depuradora
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2.2. Biomasas generadas
en el sector oleicola

2.2.1. Elolivary la produccién de aceite de oliva

El olivo, Olea europea L., es un arbol de la familia de las oleaceas y la Unica especie de
esta familia con fruto comestible. El area principal para el cultivo del olivo se encuentra
en el hemisferio norte y sur entre las latitudes 30-45°, es por esta razén que, mas del 97%
de la produccion mundial de aceitunas, se concentra en la cuenca mediterranea
(Christoforou y Fokaides, 2016). De entre los paises mediterraneos, Espafia es
considerada la primera potencia mundial productora y exportadora de aceite de oliva
(Agencia de Crédito a la Exportacién, [ECA]). La superficie dedicada al olivar en Espafia
fue de 2.601.900 Ha en 2019 con una produccion de aceituna de 5.965.080 toneladas
(FAOSTAT, 2021). En cuanto a la produccién espafiola de aceite, esta representa el 60%

de la produccién de la UE y el 45% de la produccién mundial.

En Andalucia el olivar constituye la principal formacion vegetal (Rodriguez- Pleguezuelo
et al., 2018) contando con una superficie cultivada en 2018 de 1.514.868 Ha, lo que
representa mas del 60,2% de la superficie del olivar nacional y aproximadamente el 14%
de la superficie mundial del olivar (MAPA, 2021). Segun el Anuario de Estadisticas
Agrarias y Pesqueras y Censo Agrario (2017), en Andalucia existen 170.000
explotaciones distribuidas principalmente en las provincias de Jaén, Cdrdoba, Granada,
Malaga y Sevilla. En la Figura 9 se muestra la distribucién municipal de la superficie de

olivar en Andalucia.
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El fruto del olivo, la aceituna, esta formado por piel (exocarpio o céascara), pulpa
(mesocarpio o carne) y hueso (endocarpio o avellano). Normalmente las aceitunas estan
compuestas de 50% agua, 18-25% de aceite, 20% carbohidratos y 1,5% de proteinas
(Esencia de Olivo, 2021).

%55 [ >10y< 26% cuporfce -
5 25 y< 50% superficie

‘\\i >50% superficie 4
Figura 9. Distribucion municipal de la superficie de olivar en Andalucia en funcion del
porcentaje que representa respecto a la Superficie Agraria Util (SAU). Fuente:
Elaboracion a partir de SIGPAC, 2010. Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo
Rural.

En Espafia se cultivan méas de 200 variedades de aceituna, destacando en el olivar andaluz
el cultivar ‘Picual’ (59,6% de la superficie de olivar andaluz), seguido de ‘Hojiblanca’
(17,8%), ‘Manzanilla de Sevilla’ (4,9%) y ‘Arbequina’ (1,8%). Se cuenta con una
estructura agroindustrial formada por 830 almazaras, de las cuales 325 pertenecen a la
provincia de Jaén (39%), 211 entamadoras y 38 extractoras de aceite de orujo (Agencia

de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia, 2019).

El olivar, ademés de generar como productos principales el aceite de oliva y la aceituna
de mesa también produce un conjunto de subproductos y residuos como la poda de olivo,
el hojin, el hueso, el orujo graso, el orujillo y aguas de lavado cuyo uso puede enfocarse
hacia el desarrollo de una biorrefineria basada en el olivar. En el siguiente esquema
(Figura 10) se muestran las vias para la produccion de aceite de oliva y de orujo y los
subproductos y residuos que se generan. Brevemente, las aceitunas se limpian en el
molino donde se separan hojas y ramitas finas (hojin). Luego, las aceitunas se trituran y
la pasta se centrifuga para producir aceite de oliva y orujo de oliva. Este subproducto,

particularmente es obtenido en la extraccion de dos fases, se suele procesar, separando
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una parte de los huesos triturados, y una parte del aceite residual. Finalmente, en las
orujeras, el orujo se extrae para recuperar el aceite de oliva residual y producir aceite de

orujo. Esto genera el subproducto denominado orujillo (Contreras et al., 2020a).

Finca de
olivos

«— l Cosecha

Aceitunlas %

«— Limpieza con aire/ |5 Hojin
Lavado
Molienda

v " " v

Malaxacion Deshuesado I

Agua > Centrifugacion
horizontal

Slstema 3 fases | Sistema 2 fases

Acelte de B ; T
oliva vnrgen E - J
|

Centrlfugacmn
Agua—> vertlca] Eliminacién de
hueso

— )
Acelte de l
oliva vnrgen Secado

|

Extraccién con
hexano

|

Aceite de
orujo de oliva

Figura 10. Esquema simplificado de produccion de aceite de oliva y de orujo y los
residuos/subproductos obtenidos. Fuente: adaptado de Contreras et al. (2020a).
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2.2.2. Residuos y subproductos del olivar y sus industrias asociadas
2.2.2.1. Poda de olivo

La poda de olivo es una operacion agricola bienal que se realiza tras la recoleccion de la
aceituna (Figura 10) y cuyo objetivo es eliminar las ramas deterioradas menos
productivas, dando lugar a la regeneracion de la masa foliar del olivo. Esto también
reduce la solarizacion del tronco y ramas evitando quemaduras y dafios irreversibles en
el arbol (de la Rosa et al., 2010).

El residuo que genera esta operacion esta formado por aproximadamente un 25% en peso
de hojas, un 25% en peso de ramas gruesas (didmetro medio mayor a 5 cm) y un 50% en
peso de ramas delgadas de diferente grosor, aunque esta proporcion pueden diferir en
funcién de las técnicas de cultivo, la edad del arbol y de su localizacion (Landolsi et al.,
2021). Una hectarea de olivar puede producir anualmente entre 1,5y 3 t de poda (Ruiz et
al., 2017), lo que supone una produccion mundial muy significativa cuantitativamente
teniendo en cuenta que la superficie mundial dedicada al cultivo del olivo alcanzé las 12,8
millones de hectareas en 2020 (FAOSTAST, 2020; Ruiz et al., 2017). Tradicionalmente,
los restos de poda se han quemado en el propio olivar, produciéndose durante su
combustion emisiones de CO; a la atmdsfera, ademés de la mineralizacion del suelo, el
aumento de los riesgos de propagacion de plagas, la proliferacion de insectos y los
accidentes por incendio (Martinez-Patifio et al., 2017a). Actualmente, se encuentra en
auge la practica del triturado y esparcimiento de este residuo en el campo (Martinez-
Patifio et al., 2017a), presentando una serie de beneficios como un aporte extra de materia
organica en los olivares, una menor pérdida de agua por evaporacion y proteccion del
terreno frente a la erosion (Rodriguez-Lizana et al., 2017). También, los agricultores
suelen utilizar los troncos mas grandes, conocidos como lefia, en pequefias calderas

domeésticas.

La poda de olivo es un material lignocelul6sico, compuesto principalmente por azlcares
estructurales, celulosa (21-23%) y hemicelulosa (14-18%), por lignina (18-23%) y una
elevada proporcién de extractivos (componentes no estructurales) (23-28%), que son una
fuente potencial de compuestos fendlicos, y presentan una gran cantidad de glucosa
soluble (Contreras et al., 2020a; Ruiz et al., 2017) (Tabla 2). Por todo ello, el estudio de
alternativas de valorizacion para la poda resulta de gran interés desde el punto de vista

medioambiental, social y econémico.
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Tabla 2. Composicién de las biomasas del olivar (%, en peso seco).

Extractivos  Celulosa Hemicelulosa Lignina Grasa Proteina Cenizas Referencia
28,6 21,6 145 17,7 N.D. 3,1 3,9 Contreras et al., 2020a
Poda de 24,5 22,3 17,5 17,8 N.D. N.D. 4,1 Negro et al., 2015
olivo 23,3 22,7 16,4 19,1 N.D. N.D. 3,4 Ballesteros et al., 2011
27,8 20,8 14,5 22,6 N.D. 3,4 2,7 Domeénech et al., 2021
Hojas de 38,8 11,8 45 19,3 N.D. N.D. 3,7 Romero-Garcia et al., 2016a
olivo 45,1 7,0 57 16,1 N.D. 9,3 51 Contreras et al., 2021
45,2 9,3 9,5 17,7 N.D. N.D. 8,3 Manzanares et al., 2017
419 12,0 10,5 17,1 N.D. 6,9 6,9 Gullén et al., 2018
Hojin 43,7 9,6 9,3 17,0 2,5 8,1 8,4 S}olarte—_‘l’oro et al., 2018
43,7 10,6 9,3 17,0 2,5 8,1 8,4 Lopez-Linares et al., 2019
35,8 9,9 7,9 23,3 9,8 8,1 6,9 Contreras et al., 2020b
35,0 9,7 8,4 25,7 N.D. 7,8 9,1 Doménech et al., 2021
N.D. 19,3 35,1 42,6 12,1 7,1 4,3-6,7 Medouni-Haroune et al., 2018
N.D. 17,9 35,0 34,5 N.D. 9,9 N.D. Tortosa et al., 2012
Orujo de N.D. 7,8-8,7 10,3-11,3 42,5-43,9 15,6-20,0 8,8 4,5-4,9 Ribeiro et al., 2020
dos fases 51,3 6,8 7,9 29,3 57 5,9 2,7 Rodriguez et al., 2007
N.D. 22,3 12,5 43,2 N.D. 0,4 6,6 Leite et al., 2016
N.D. 23,7 18,0 38,0 10,3 N.D. 3,8 Buratti et al., 2016
Orujo de N.D. 24,1 21,3 33,4 4.4 N.D. 1,9 Bu.ratti etal., 2016
tres fases N.D. N.D. N.D. N.D. 4,0-4,6 N.D. 2,4 Medouni-Haroune et al., 2018
N.D. 12,1 22,3 43,2 16,7 0,4 6,6 Contreras et al., 2020a
42,0 11,4 10,2 23,7 N.D. N.D. 9,4 Manzanares et al., 2020
41,8 8,4 9,0 22,6 N.D. N.D. 6,1 Paz et al., 2020
Orujillo 42,0 10,9 11,7 23,1 N.D. 9,1 9,0 Doménech et al., 2021
48,8 11,0 11,3 21,9 4,0 10,6 9,1 Contreras et al., 2021
N.D. 11,0 24,1 41,6 N.D. 0,3 3,4 Leite et al., 2016
Hueso de 6,3 20,9 26,0 35,6 N.D. 0,9* 0,6 Padilla-’Rascén etal., 2020
aceituna 10,5 20,1 29,9 38,9 N.D. N.D. 0,6 Herne}ndez etal., 2014
6,3 20,9 26,0 35,6 N.D. 0,7 0,6 Doménech et al., 2021
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Aguas N.D. 19,5 36,9 28,5 14,3 15,0 21,8 Hadhoum et al., 2019
residuales N.D. N.D. N.D. N.D. 1,0-23,0 N.D. 1,0 Foti et al., 2021
Pulpa N.D. 12,2 14,2 32,3 8,7 45 3,0 Contreras et al., 2021
residual N.D. N.D. N.D. N.D. 7,6 2,7 15 Peldez Renovables, 2020

*Determinacion propia, N.D., no determinado.
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Las investigaciones realizadas hasta el momento han permitido determinar que esta
biomasa puede emplearse para la produccion de etanol a partir de la bioconversion de

glucosa y xilosa (Oliva et al., 2020).

También, se ha investigado la obtencion de productos de alto valor afiadido con aplicacion
directa en la industria farmacéutica y alimentaria a partir de xilitol, (Mateo et al., 2015),
lignina (Erdocia et al., 2014), oligosacaridos (Negro et al., 2017) y compuestos fendlicos
(Conde et al., 2009). Por tanto, esta biomasa se considera una materia prima prometedora

para biorrefinerias.
2.2.2.2. Hojas de olivo. Hojin

Las hojas de olivo pueden encontrarse en dos puntos distintos dentro del esquema de la
biomasa del olivar. Se pueden hallar, por un lado, como una mezcla de hojas y ramitas
que se generan en el campo durante la poda de olivo, que constituye un 25% y
generalmente son quemadas o molidas junto con el resto de la poda. Y, por otro lado, en
la almazara, durante la limpieza de la aceituna antes de su procesado (Figura 10), se
generan hojas y ramas delgadas (=4%-10% en peso), estas son conocidas como hojin
(Berbel y Posadillo, 2018) y representan un 4-7% del peso de la aceituna (Ruiz et al.,
2017). Una hectérea de olivos podria generar entre 300 y 750 kg de hojas de olivo y 250
kg de hojin. Estas proporciones pueden ser distintas dependiendo de la edad del arbol, la
produccidn de cultivos, la intensidad de la poda, las practicas locales de poda, etc. (Ruiz
et al., 2017; Talhaoui et al., 2015). El hojin esta localizado en la almazara, lo que reduce
los costos de transporte y esta listo para ser utilizado (Contreras et al., 2020a). Este
subproducto tradicionalmente se ha utilizado para alimentacion animal, caprino y ovino,
principalmente (Doménech et al., 2021). Actualmente, también, se puede emplear como
materia prima para la combustion directa, la fabricacion de pellet y compostaje ya que
presenta un poder calorifico de 18410 kJ/kg. Sin embargo, su elevado contenido en
humedad (~40%) lo hace poco adecuado para su uso en plantas de generacion de energia
eléctrica (Junta de Andalucia, 2010).

El hojin es un material lignocelulésico compuesto principalmente por extractivos (36-
42%) y lignina (17-23%). También esta compuesto por carbohidratos, celulosa (10-12%)
y hemicelulosa (8-11%), grasa (~10%) y proteinas (~8%) (Contreras et al., 2020a) (Tabla
2).
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Estudios recientes han revelado que las hojas de olivo y el hojin se pueden utilizar para
obtener productos de valor afiadido como antioxidantes y antibacterianos a partir de
extractos fendlicos, que pueden emplearse en la industria alimentaria con el fin de
producir alimentos beneficiosos para la salud y prolongar la vida util de los productos
alimenticios (Gullon et al., 2018; Lama-Mufioz et al., 2019a; Talhaoui et al., 2015). Estos
compuestos también son de interés en la industria farmacéutica y en cosmética. Otra
aplicacion reciente es la produccion de materiales multicapa de polietileno a partir de
extractos antioxidantes de esta biomasa (Ruiz et al., 2017). También, se ha estudiado su
valorizacion para produccion de azucares fermentables como manitol y oligosacéridos
(Romero-Garcia et al., 2016a), asi como se trata de una buena fuente de lignina (Lama-
Mufioz et al., 2020a) y proteinas (Vergara-Barberan et al., 2015). Es por todo esto, que
las hojas de olivo son un residuo interesante para obtener biocompuestos de interés en el

contexto de una biorrefineria (Lama-Mufioz et al., 2020b).
2.2.2.3. Orujo de aceituna

El orujo de aceituna es el principal subproducto del proceso de obtencién del aceite de
oliva en las almazaras y representa casi el 70-80% del peso de las aceitunas (Manzanares
et al., 2017; Ruiz et al., 2017). En Espafia, casi la totalidad de las almazaras utilizan el
decanter de dos fases, que separa la pasta oleosa en dos fases, aceite y orujo (o alpeorujo
0 alperujo) de aceituna sin necesidad de afiadir agua (Figura 10). Esto reduce la
generacion de aguas residuales en comparacion con el sistema de separacion en tres fases
y el método tradicional de prensado. Sin embargo, el empleo del sistema de extraccion de
tres fases es todavia comun en el resto de paises mediterraneos (Contreras et al., 2020a).
En la Figura 11 se muestran las diferencias entre los sistemas de separacién de dos y tres
fases en lo que se refiere a cantidad de agua de proceso que se puede afadir, los residuos
generados y sus principales caracteristicas. Asi, el orujo estd compuesto por una parte
solida (piel, pulpa y hueso) y otra liquida, el agua de vegetacion de aceituna, que en
algunas ocasiones puede ir acompafiada de agua de proceso. La humedad de este
subproducto depende del sistema empleado, pudiendo alcanzar valores de entre 60-70%
cuando se emplea una separacion en dos fases (EMGRISA y MITECO, 2019).
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a) Sistema de tres fases b) Sistema de dos fases

ACEITUNA | l ACEITUNA | l
1000 kg + 1000 kg +

ACEITE DE 7 G i ACEITE DE — RESTO
OLIVA + 2?;"":0 + AL;;"-E,?(:'N OLIVA + %?:;g ES  Acuoso
177 kg 9 176 kg 15 kg

Agua 300 kg (50%) Agua 660 kg (90%) Agua 447 kg (50,5%) Agua 13 kg (86,7%) B
Sélidos 283 kg (47%) Solidos 67 kg (9%) Solidos 348 kg (42,5%) [l Solidos 2 kg (13,3%)
Aceite 17 kg (3%) Aceite 6 kg (1%) : Aceite 24 kg (3%) Aceite 0 kg

cantidad de aceite y de residuos generados y sus principales caracteristicas. Fuente:

adaptado de “Potencial energético de los subproductos de la industria olivarera en

Andalucia” de la Junta de Andalucia, 2010.

El orujo de aceituna contiene, principalmente, grasa, proteinas, carbohidratos
hidrosolubles (manitol, sacarosa y fructosa), celulosa (19-22%), hemicelulosa (12-35%),
lignina (~42%) y extractivos (27%) (Tabla 2), aunque esta composicion depende del
cultivo, de la variedad de aceituna y del proceso de extraccion (Goldsmith et al., 2018).
Ademas, el contenido de aceite, que puede variar entre 3 y 5%, aproximadamente,
también puede reducirse si se somete a una segunda extraccion en la propia almazara por
medio de una centrifugacion para obtener el llamado aceite de repaso (EMGRISA y
MITECO, 2019).

Generalmente, el orujo, tras la obtencion del aceite de repaso, aun contiene una cantidad
de aceite del 2%, por lo que es transportado a las plantas orujeras o extractoras para su

procesado (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama simplificado de la extraccion de aceite de orujo de oliva. Fuente:
Adaptado de Manzanares et al. (2020).

La principal aplicacion de este subproducto es la produccion de aceite orujo. También es
empleado para alimentacion de animales (Sayehban et al., 2020), como fertilizante de
suelos agricolas y con fines energéticos. También, puede emplearse en la produccion de
biogas o metano (Difonzo et al., 2021) y en la produccion de gas sintético o “syngas”
(Puig-Gamero et al., 2021).

Por otra parte, numerosas investigaciones se han centrado en el empleo de este
subproducto para la obtencion de compuestos bioactivos, como los compuestos fendlicos,
que presentan numerosas aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica
(Chanioti y Tzia, 2018; Goldsmith et al., 2018; Pavez et al., 2019). Otro posible uso del
orujo es para la extraccion de pectinas que pueden emplearse como agentes gelificantes,
estabilizadores y emulsionantes en la industria alimentaria (Rubio-Senent et al., 2015).
Sin embargo, ninguna de estas aplicaciones se ha realizado a escala industrial para su

valorizacion o se esta haciendo de forma marginal.
2.2.2.4. Orujillo

Este residuo se genera en las orujeras como resultado del secado y posterior extraccion

de aceite residual del orujo de aceituna con un disolvente orgénico, como el hexano
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(Manzanares et al., 2017) (Figura 12). En Espafia, se produce anualmente alrededor de
1,2 millones de toneladas de este residuo (Contreras et al., 2020a).

Su fraccidn seca esta compuesta por piel (15-30%), hueso (30-45%) y pulpa (30-50%)
(Manzanares et al., 2020). La humedad del orujillo es baja, varia entre 6%-12%, el
contenido en grasa es minimo y presenta un poder calorifico en torno a 18000 kJ/kg en
base seca.

Actualmente, el orujillo se emplea como combustible y para la generacion de calor en las
propias extractoras, asi como combustible en pequefios sistemas de calefaccion
domeésticos (Paz et al., 2020). De acuerdo con la normativa de emisiones vigente, el uso
de este residuo como combustible renovable produce problemas debido a la emisién de
particulas. También, la presencia de compuestos organicos contaminantes limita su uso
como combustible (Miranda et al., 2014). Por tanto, la busqueda de usos alternativos para

este residuo agroindustrial es de gran interés.

Segln su composicion quimica, el orujillo presenta celulosa (9-11%), hemicelulosa (9-
12%), lignina (~23%) y un alto contenido en extractivos (~42%) (Manzanares et al., 2020)
(Tabla 2), por lo que constituye una materia prima prometedora para la produccion de
bioenergia y la extraccion de compuestos bioactivos, como los compuestos fenolicos en
un sistema de biorrefineria (Contreras et al., 2020a; Manzanares et al., 2020). Sin
embargo, su composicion dependera del porcentaje de hueso que contenga, que a su vez
depende del procesado previo. De acuerdo a un estudio reciente, aproximadamente el
75% de las orujeras separa parcialmente el hueso antes del secado del orujo y la extraccion
del aceite de orujo, mientras que un 25% de las industrias no lleva a cabo esta practica,

dando lugar a un orujillo con un mayor porcentaje de hueso (Manzanares et al., 2017).

Diferentes estudios han evaluado el potencial del orujillo para obtencién de azlcares
fermentables (Manzanares et al., 2020), bioetanol (Lopez-Linares et al., 2020a), xilitol
(Lopez-Linares et al., 2020b), poligalacturonasa y acidos grasos omega-3 (Paz et al.,
2020).

2.2.2.5. Hueso de aceituna

El hueso de aceituna es una biomasa lignoceluldsica que se genera en las almazaras, en

las industrias extractoras (a partir del orujo) y en las entamadoras. En las entamadoras se
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produce alrededor de 30.000 t de huesos de aceituna cada afio (Mata-Sanchez et al., 2015)
y se obtienen tras deshuesar las aceitunas. Los huesos de aceituna representan
aproximadamente el 20% del peso de la aceituna, es decir, 100 kg de aceitunas frescas
contienen 22 kg de huesos de aceituna (Rodriguez et al., 2008). En el caso de las
almazaras y las industrias extractoras, este subproducto resulta de separar los huesos de
la pulpa de la aceituna presentes en el orujo. En este sector se producen 600.000 t/afio de
hueso en Espafia (Manzanares et al., 2017) y en Andalucia més de 450.000 t/afio de hueso
(Lopez et al., 2010).

La mayor parte de los huesos de aceitunas generados en la almazara presentan calibres
entre 1 mmy 1,6 mm (Mata-Sanchez et al., 2015). Este tamafio de particula tan pequefio
supone una ventaja con respecto a otros subproductos del olivar, ya que una etapa de
molienda, que supondria un coste adicional, no es necesaria en el caso del hueso v,

ademas, es facil de almacenar.

Como material lignocelul6sico, sus componentes principales son celulosa (~21),
hemicelulosa (26-29%) y lignina (36-39%), aunque su porcentaje varia en funcion de la
ubicacion geografica, variedad de aceituna y la presencia de trazas de pulpa y pericarpio
(Garcia-Martin et al., 2020) (Tabla 2). Debido a su alto poder calorifico (~18.000 kJ/kg),
humedad es relativamente baja (15%), tamafio uniforme y alta densidad, el 99% del hueso
de la aceituna generado se utiliza como combustible en sistemas de calefaccion

domésticos o en pequefias calderas industriales (Alvarez et al., 2015).

Actualmente, se estan buscando procesos alternativos para mejorar el empleo de este
subproducto y asi poder integrarlo dentro del contexto de una biorrefineria basada en el
olivar (Ruiz et al., 2017). El hueso de aceituna se considera una fuente rica en
antioxidantes naturales que pueden ser utilizados en la industria alimentaria como aditivo
o0 nutracéutico y en la industria cosmética (Padilla-Rascon et al., 2020). Ademas, el hueso
presenta un alto potencial para obtener polioles, polisacaridos y lignina (Miranda et al.,
2019). Debido a su elevado contenido en carbohidratos, el hueso es una materia prima
prometedora para la produccion de azlcares (Cuevas et al., 2015; Doménech et al., 2021;
Padilla-Rascén et al., 2020) y compuestos derivados como el etanol (Cuevas et al., 2021;
Romero-Garcia et al., 2016b). Gracias al elevado contenido de hemicelulosa
(principalmente, en forma de xilano), otras aplicaciones son plausibles como la

produccién de xilitol y de furfural (Padilla-Rascon et al., 2021).
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2.2.2.6. Aguas residuales

Durante el proceso de produccion del aceite de oliva se generan aguas residuales en las
almazaras. Dependiendo del proceso, estas aguas se generan en tres puntos distintos:
durante la limpieza de la aceituna, en la centrifuga horizontal cuando se emplea el sistema
de tres fases y en la centrifuga vertical tras el proceso del lavado del aceite de oliva. Las
almazaras producen en Espafia alrededor de 700.000 m*® de aguas residuales al afio
(ESAMUR, 2020). Hoy dia, debido a las altas propiedades contaminantes que presentan
estas aguas residuales continta siendo un problema su gestion. Se caracterizan por un
elevado contenido en agua, entre 83% y 99% (Contreras et al., 2020a), un fuerte olor a
aceite de oliva y un intenso color violeta-marrén oscuro a negro. Ademas, presentan un
contenido organico excesivamente elevado (25-45 g carbono organico total/L), una alta
concentracion de compuestos fendlicos (0,5-2,4 g/L) y acidez (pH ~ 3-6) (Hadhoum et
al., 2019).

Normalmente, las aguas residuales se mantienen en una balsa al aire libre para su
evaporacion. La estacionalidad en su generacion y sus propiedades, las convierte en un
residuo dificil de reutilizar de forma sostenible con el medio ambiente. Estas aguas estan
compuestas por celulosa (19%), hemicelulosa (37%), lignina (29%), grasa (~14%) y
proteinas (~15%). Dicha composicion, en base seca, hace que las aguas residuales
presenten caracteristicas de materiales lignocelulésicos (Contreras et al., 2020g;
Hadhoum et al., 2019).

Actualmente, se investiga el potencial de las aguas residuales de las almazaras como
bioplaguicidas, fertilizantes contra patégenos vegetales y su empleo como compost
(Sciubba et al., 2020). Esto contribuiria a la proteccion de los cultivos contra
enfermedades, evitaria el uso de insecticidas sintéticos y los problemas ambientales
asociados a esta practica. Su alta carga en materia organica hace que estas aguas

residuales sean una fuente energética para produccién de biogas (Difonzo et al., 2021).
2.2.2.7. Pulpa residual

Los fragmentos de hueso de aceituna que se recuperan del orujo de aceituna, en ocasiones,
se limpian mediante un proceso neumatico para potenciar su potencial energético (Figura
10). Esta fraccion residual derivada de la limpieza de huesos de aceituna (conocida como

pulpa residual) consiste en restos de pulpa de aceituna y piel (Contreras et al., 2021). El
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hueso representa alrededor del 8-10% del peso de la aceituna, y los restos de pulpa y piel
que llevan adheridos pueden suponer hasta un 4% de su peso (Mata-Sanchez et al., 2015).
Se trata de un residuo con elevado contenido en lignina (~32%), celulosa (~12%),
hemicelulosa (~14%) y extractivos (~26%), principalmente, extractivos etanolicos
(~18%), (Tabla 2). Actualmente, este residuo no presenta ninguna aplicacién industrial
(Contreras et al., 2021). No obstante, estudios recientes sugieren que este material
biomaésico podria ser empleado para la obtencidén de compuestos bioactivos, en concreto

acidos triterpénicos (Romero et al., 2017a) y extractos fenolicos (Contreras et al., 2021).
2.2.3. Composicion de la biomasa del olivar

La biomasa del olivar debido a su composicion quimica (Tabla 2) se podria clasificar
como una biomasa lignocelulésica. La composicion de los materiales lignoceluldsicos
consiste principalmente en componentes estructurales: carbohidratos poliméricos,
celulosa y hemicelulosa, y un polimero aromatico, lignina (Figura 13). También
contienen diversas proporciones de pectinas, componentes no estructurales o extractivos,
proteinas, grasas, y cenizas (Bajpai, 2016). Los extractivos son complejos y pueden
presentar azUcares libres, oligosacaridos y polioles, compuestos fendlicos, acidos
organicos, triterpenos, etc. (Doménech et al., 2021). Dicha composicién varia en funcién
de la especie, el tejido vegetal y las condiciones de crecimiento, entre otros factores
(Hassan et al., 2018) (Figura 14).

Figura 13. Disposicidn espacial de la celulosa, hemicelulosa y lignina en la pared celular

de la biomasa lignoceluldsica. Fuente: Wang et al. (2017).
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Figura 14. Componentes principales de la biomasa del olivar. Fuente: elaboracion propia.
2.2.3.1. Celulosa

La celulosa es el recurso renovable mas abundante en la naturaleza que determina la
estructura de la pared de las células vegetales (Li et al., 2020). En maderas se encuentra
en una proporcidn entre 40 y 50%, en materiales agricolas constituye entre 25 y 40% de
este (Rivas-Siota, 2014) y en los residuos del sector oleicola varia entre 7% (hojas de

olivo) y 23% (poda de olivo), como se ha comentado previamente (Tabla 2).

Se trata de un biopolimero estructural sintetizado por las plantas y formado por unidades
lineales de glucosa unidas por enlaces 3-(1,4)-glucosidicos, siendo la celobiosa, el
disacéarido de R-1,4-glucopiranosa, la unidad béasica que se repite (Figura 15) (Rivas-Siota,
2014).

Los grupos OH presentes en la cadena de celulosa proseen distintas propiedades. El grupo
OH del carbono 1 (Figura 15) es un grupo aldehido con propiedades reductoras, mientras
que el grupo OH del carbono 4 es un grupo hidroxil-alcoholico y por lo tanto no reductor.
Estos grupos hidroxilos son capaces de interaccionar entre si 0 con otros atomos
estableciéndose maultiples puentes de hidrégeno que le aportan una estabilidad intra e

intermolecular, de ahi su cristalinidad (Franco et al., 2020).
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Figura 15. Estructura de la cadena molecular de celulosa. Fuente: adaptada de EcuRed,

2021.

Estos puentes de hidrdgeno dan lugar a la formacion fibrillas de celulosa (pequefia unidad

de estiramiento, compuesta por microfibrillas de celulosa entrelazadas) que tienen

regiones desordenadas (amorfas). Estas regiones pueden ser selectivamente hidrolizadas

por acido y susceptibles a todas las reacciones quimicas (celulosa amorfa) o altamente

ordenadas (celulosa cristalina) caracterizadas por un alto grado de cristalinidad y de

polimerizacion, resultando por tanto insolubles en agua, en disolventes organicos y en

disoluciones de acidos y &lcalis diluidas (Bolio-Ldpez et al., 2011) (Figura 16).
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Figura 16. Constitucién de la celulosa. Fuente: Nueva Génesis, 2012.

2.2.3.2. Hemicelulosa y pectinas

Las hemicelulosas son los segundos polisacaridos mas comunes en la naturaleza, estan

estrechamente asociadas con la celulosa y desempefian una funcion muy importante en la

regulacion del crecimiento y desarrollo de la planta (Ferreira et al., 2009). Las

hemicelulosas son polimeros heterogéneos constituidos por diferentes unidades de
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monosacaridos: pentosas (B-D-xilosa, o-L-arabinosa), hexosas (B-D-manosa, R-D-
glucosa, a-D galactosa), principalmente (Zhou et al., 2017). Estos monosacéaridos se
encuentran enlazados entre si por enlaces glucosidicos dando lugar a estructuras cortas y
ramificadas (Pinkowska et al., 2013) (Figura 17).

%, AcO OH HO OAc

o 0 oll“7\o 0 O\A‘Tor’"
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OH 0._HO

0 OH
%—OMe

CO,H

Figura 17. Estructura quimica de la hemicelulosa. Fuente: Ferreira et al. (2009).

Las hemicelulosas presentan bajo grado de polimerizacion, baja cristalinidad y en general
son amorfas lo que hace que sean solubles en acidos inorganicos diluidos y en alcalis a
temperaturas altas (Pereira et al., 2008). La cadena principal de la hemicelulosa puede
estar constituida por un Unico azucar, homopolimero (ej., xilano), o de dos o mas
azucares, heteropolimero (ej., glucomanano) (Girio et al., 2010). En particular, los xilanos
y mananos son las dos clases principales de hemicelulosas que se acumulan en las paredes
celulares secundarias, pero también son componentes de las paredes primarias de las

dicotiledoneas, que incluye al olivo (Parra y Gomez-Jimenez, 2020) (Figura 18).

El tipo y contenido en polimeros hemicelul6sicos depende de la naturaleza de cada
biomasa lignocelulésica (Zhou et al., 2017), aunque por lo general las hemicelulosas
representan alrededor del 15-30% en peso de la biomasa lignoceluldsica. En el caso de la
biomasa del olivar, su valor esta entre 4% (hojas de olivo) y 37% (aguas residuales)
(Tabla 2), dependiendo del tipo de biomasa, como se indic6 en el Apartado 2.2.1. El
contenido en xilosa, galactosa, manosa y arabinosa también depende de la biomasa,
aunque en todos los casos la xilosa es el principal carbohidrato que conforma este

polimero (Tabla 3).
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Tabla 3. Contenido en azlcares hemicelul6sicos de los subproductos y residuos de la

industria del olivar.

Residuo Xilanos  Galactanos Arabinanos  Mananos Referencia
9,2 1,9 2,6 0,8 Doménech et al., 2021
Poda de 11,7 1,7 2,7 1,4 Martinez-Patifio et al., 2015
olivo 9,0 2,0 2,8 0,5 Gullén et al., 2018
10,2 2,2 3,2 0,6 Manzanares et al., 2017
Hgll?\fode 45 2,0 4.0 0,3 Manzanares et al., 2017
3,3 19 2,8 0,4 Doménech et al., 2021
Hojin 55 1,8 3,0 0,2 Gullén et al., 2018
4,0 19 3,2 0,2 Solarte-Toro et al., 2018
Orujode  5g74 1,7 0,3-0,7 0,9 Ribeiro et al., 2020
dos fases
9,5 1,0 1,0 N.D. Lopez-Linares et al., 2020a
Orujillo 94 1,0 1,0 0,3 Doménech et al., 2021
10,3 1,0 1,1 0,3 Manzanares et al., 2017
Hueso 23,5 1,2 1,2 0,1 D_oménech,et al., 2021
26,6 1,4 1,3 N.D. Padilla-Rascon et al., 2020
Pulpa 7,3 19 0,5-1,5 1,1 Ribeiro et al., 2020
residual 10,9 N.D. 1,8 N.D. Georgieva y Ahring, 2007
13,5 0,4 0,3 N.D. Contreras et al., 2021

N.D., no determinado.

La hemicelulosa muestra propiedades como la biodegradabilidad, biocompatibilidad y la
bioactividad lo que permite su aplicacion en areas como la alimentacion, la medicina, la
energia, la industria quimica y los materiales poliméricos (Luo et al., 2019). Ademas, se
pueden hidrolizar los azucares para obtener azlcares fermentables que, a su vez, se
pueden fermentar para obtener bioetanol, xilitol, etc. Un ejemplo de materias primas para
la obtencion de estos productos en el caso del olivar son el orujillo y la poda de olivo
(Lopez-Linares et al., 2020a, 2020b; Mateo et al., 2015; Romero-Garcia et al., 2016b).

Las pectinas son polimeros naturales formados por moléculas de acido galacturonico y
suelen aparecer en la pared celular primariay en los tejidos de frutos y vegetales. Su peso
molecular varia entre 25.000 y 50.000 Da, y cada cadena contiene méas de 200 unidades
de &cido galacturonico. Las pectinas pueden considerarse como compuestos cementantes
de la pared celular. De esta forma, las paredes celulares se han modelado como una red
de celulosa-hemicelulosa incrustada en una matriz de pectina (Xiao y Anderson, 2013)
(Figura 18).
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Figura 18. Localizacion de la celulosa, hemicelulosa y pectina en la pared celular vegetal.
Fuente: adaptada de Xiao y Anderson (2013).

La aceituna contiene pectinas (Parra et al., 2020), que pasarian a los residuos derivados
tras la obtencion del aceite. Asi, se han obtenido fracciones de pectinas a partir de orujo
de dos fases, que contenian &cido galacturdnico junto con galactosa y ramnosa (Lama-
Mufioz et al., 2012), asi como del alpechin y del alpeorujo (Rubio-Senent et al., 2015).

Debido a sus propiedades gelificantes y de absorcion las pectinas se emplean en la
industria de los alimentos como aditivos alimentarios (E-440) y son consideradas por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos como
ingredientes seguros (“Generally Recognized As Safe” o GRAS) (Morris et al., 2013).
También se emplean en cosmética para la elaboracion de jabones y mascarillas faciales y
en la industria farmacéutica como excipientes, estabilizadores, peliculas y agentes de
union (Mufioz, 2016).

2.2.3.3. Lignina

La lignina es el tercer componente mayoritario de los materiales lignocelulosicos.
Quimicamente es un polimero tridimensional aroméatico no polisacéarido insoluble,
amorfo y de alto peso molecular. Se encuentra constituida por varios alcoholes y acidos
fenilpropilicos, unidos a través de distintos tipos de enlaces, tales como carbono-carbono
y uniones tipo éter y éster que se alternan sin un orden concreto, formando una matriz
compleja (Santos et al., 2017). Sus mondmeros basicos son los Ilamados alcoholes
fenilpropilicos (o cinamilicos) que se diferencian por las sustituciones que presenta el

anillo aromatico. EI monémero p-hidroxifenilo (tipo H) derivado del alcohol cumarilico
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no presenta ningun sustituyente; el mondémero guayacilo (tipo G) derivado del alcohol
coniferilico presenta un grupo metoxilo en la posicion 3 del anillo y el monémero siringilo
(tipo S) derivado del alcohol sinapilico presenta dos grupos metoxilo en las posiciones 3
y 5 (Figura 19) (Santos et al., 2017).

OH oH OH s
; y 7 . |
i OCH, H,CO OCH, |
| OH OH OH !
;\ Alcohol p-cumarilico  Alcohol coniferilico Alcohol sinapilico
OCH; HsCO OCH, !
_-'O ,-'0 N ,‘0 E
| P-Hidroxifenilo Guayacilo Siringilo

Figura 19. Unidades y monomeros basicos de la lignina. Fuente: Yuan et al. (2013).

Aunque la composicion de la lignina suele estar entre un 10-30% del peso del material
lignocelul6sico, puede variar en funcion del tipo de biomasa. Concretamente, en la

biomasa del olivar esta entre 16% (hojas de olivo) y 46% (pulpa residual) (Tabla 2).

La lignina le confiere al material resistencia contra la accion microbiana. Se han
encontrado diferencias entre los compuestos aromaticos en funcién del tipo de biomasa.
Por ejemplo, en maderas duras, la lignina incluye grandes cantidades de unidades
guayacilo (G). Las unidades estructurales de la lignina en maderas blandas son
principalmente unidades tipo siringilo (S), existiendo una pequefia cantidad de unidades
del tipo p-hidroxifenilo (H). La biomasa herbacea contiene los tres tipos de unidades, H,
Gy S; lo que provoca que su lignina sea mas compleja y heterogénea que en las maderas.
Aunque hay pocos estudios sobre caracterizacion de lignina de biomasa del olivar, se ha
observado que la poda de olivo contiene una cantidad similar de unidades G y S,
encontrandose normalmente estas ultimas en mayor proporcion (Erdocia et al., 2014)

mientras que en el orujo predominan las unidades G (Sampedro et al., 2009).
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La lignina es considerada como un producto natural con elevada funcionalidad quimica
y biofisica. En los Ultimos afios, el interés industrial por este polimero ha ido aumentando
debido a su bajo coste, a sus humerosas propiedades (alto contenido de carbono, alta
estabilidad térmica, biodegradabilidad, actividad antioxidante y rigidez favorable) (Zhu
et al., 2020) y sus multiples aplicaciones en los sectores de los biocombustibles, los
bioplasticos y los alimentos (Gutiérrez-Villanueva et al., 2020). La lignina también es
considera una interesante fuente natural de compuestos aromaticos (Michelin et al.,
2018), que actuan como agentes antioxidantes, antiinflamatorios, antibacterianos o

anticancerigenos (Spiridon, 2018).
2.2.3.4. Componentes no estructurales

Los componentes no estructurales son compuestos que se encuentran en la biomasa
lignocelul6sica en bajas concentraciones y no presentan una funcién estructural dentro de

la pared celular (Pecha y Garcia-Perez, 2020).
2.2.3.4.1. Extractivos

Los extractivos son un grupo heterogéneo que representan entre el 4-10% del peso seco
del material, aunque dependiendo de la biomasa puede alcanzar valores mas altos como
es el caso de la poda de olivo y el orujillo. En este caso, los valores rondan entre 29% y
42%, respectivamente (Contreras et al., 2020a; Manzanares et al., 2020).

Los extractivos son el grupo principal de compuestos no estructurales y estan formados
por una gran variedad de compuestos quimicos como ceras, resinas, proteinas, terpenos,
compuestos fendlicos, etc. (Pecha y Garcia-Perez, 2020; Pereira et al., 2003). Entre sus
funciones estan las de reservas de energia, son intermediarios metabdlicos y actian como
parte de mecanismos de defensa contra ataques microbianos. Los extractivos pueden
mejorar las propiedades de resistencia y son los responsables del color y del olor de la

planta (Loaiza-Rodriguez, 2019).

Estos compuestos presentan un bajo peso molecular y son solubles en agua o disolventes
organicos, que pueden eliminarse del vegetal sin que se produzcan cambios estructurales
en la célula (Pereira et al., 2003). En los procedimientos estandarizados del NREL, los
extractivos se dividen en extractivos acuosos y extractivos etanolicos en funcién del

disolvente en el que se disuelven mediante extraccion Soxhlet (Sluiter et al., 2005). En la
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siguiente tabla, se muestra los porcentajes de dichos extractivos en los supbroductos

Iresiduos del olivar y de la industria oleicola (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido (%, peso seco) de extractivos acuosos y etandlicos en los

subproductos y residuos de la industria del olivar.

Biomasa Extractivo acuoso  Extractivo etandlico
Poda de olivo 23,7 4,1
Hojin 21,9 13,2
23,1 12,7
Orujo de dos fases 31,0 20,3
Orujillo 37,5 4,5
Hueso de aceituna 3,9 2,4
Pulpa residual 8,4 17,9

Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que los extractivos acuosos de poda, hojin,
orujillo y hueso contienen azucares libres y oligoméricos, acidos organicos, alditoles
como el manitol, elementos inorganicos, compuestos fendlicos, proteinas y otros

componentes no identificados (Doménech et al., 2021) (Figura 20).
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Figura 20. Composicion de los extractivos acuosos de los residuos y subproductos del
olivar y del aceite de oliva. Fuente: adaptado de Doménech et al. (2021).

Esta fraccion posee un interés industrial bastante significativo por la presencia de

componentes bioactivos, en particular los compuestos fendlicos y terpenos. Estos
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compuestos tienen interés en la industria alimentaria, cosmética, textil y de embalaje
(Albuquerque et al., 2021).

2.2.3.4.2. Grasa

El contenido de grasa de los residuos del olivar varia entre 2% (hojin) y 21% (pulpa
residual) (Tabla 2). Como se ha comentado previamente, el aceite residual del orujo se
extrae para obtener aceite de repaso y aceite de orujo, que es rico en &cido oleico, por lo
que puede ser una interesante alternativa a otras grasas al permitir alcanzar la
recomendacion de consumir el 20% de la energia total de la dieta en forma de acidos
grasos monoinsaturados (Mateos et al., 2020). Estudios recientes sugieren que este aceite
también podria emplearse para obtener biodiesel via transesterificacion (Ozgelik et al.,
2020).

Por otra parte, la pulpa residual contiene alrededor del 8,5% de grasa con un alto
contenido en &cidos grasos insaturados (80,3%), siendo el acido oleico (68,5%) el

principal &cido graso (Pelédez Renovables, 2020).
2.2.3.4.3. Proteinas

Las proteinas suelen encontrarse en pequefias cantidades en los materiales
lignocelulosicos. En la biomasa del olivar varia entre 0,7% (hueso) y 10% (orujo de dos
fases y orujillo) (Tabla 2), siendo el hueso el material que menos proteina tiene. Las
principales proteinas que componen la pared celular de los materiales lignocelulésicos
pueden ser: extensinas, lectinas (actualmente, no se conoce su funcidn), proteinas
arabino-galactano (su funcion principal es participar en el reconocimiento célula-célula),
proteinas ricas en glicina (tienen importantes funciones relacionadas con el sistema
vascular y con la cicatrizacion de heridas) y proteinas ricas en prolina (se relacionan con
el desarrollo normal de la planta) (Loaiza-Rodriguez, 2019). En la hoja, se puede
encontrar proteinas como la oleuropeina-B-glucosidasa y rubisco, implicada en la

fotosintensis (Vergara-Barberan et al., 2015).

Otros estudios sugieren que las proteinas juegan un papel importante en el procesado,
estabilidad y calidad de la aceituna y del aceite (Vergara-Barberan et al., 2015). Entre las
proteinas presentes en la semilla y pulpa de la aceituna, se han detectado proteinas de

almacenamiento, oleosinas, proteinas de tipo taumatina y polipéptidos (Montealegre et
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al., 2014). De estas, las proteinas de almacenamiento de semillas de tipo globulina,
similares a las proteinas 11S de otras familias de plantas, se han caracterizado en el

alpeorujo (Jiménez et al., 2007).

El valor nutricional de las proteinas como fuente de amino &cidos las hace adecuadas para
la alimentacion humana y para formulacion de piensos (Baker y Charlton, 2020), ademas
son de interés en la industria quimica (Sari et al., 2015). Su extraccion eficiente permitiria

incrementar la cadena de valor de las biomasas residuales del olivar.
2.2.3.4.4. Cenizas

Las cenizas se definen como el residuo obtenido en la combustion de la biomasa.
Representan en torno al 1% del peso de la madera, aunque en las plantas herbaceas su
contenido es mas elevado. Estos valores son también relativamente altos en la poda y en
los residuos de la industria oleicola (entre 3 y 9%), salvo en el caso del hueso (0,6%)
(Tabla 2).

Estan compuestas principalmente por compuestos inorganicos formados por elementos
como calcio, potasio y magnesio que permanecen después de la incineracion del material
(Kim et al., 2018). Asi, las cenizas de la poda, del hueso, del orujo y del orujillo son ricas
en potasio por lo que podrian servir para fertilizacion (Pellet del Sur, 2021), para
fabricacion de ladrillos de arcilla (de la Casa y Castro, 2014) y como activadores alcalinos

en la produccién de geopolimeros sostenibles (Carrillo-Beltran et al., 2021).
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2.3. Compuestos bioactivos
de la biomasa del olivar

2.3.1. Tipos de compuestos bioactivos e interés industrial

Segun Biesalski et al. (2009), los compuestos bioactivos son “‘compuestos esenciales y
no esenciales que se encuentran en la naturaleza, forman parte de la cadena alimentaria 'y
se puede demostrar que tienen un efecto sobre la salud humana”. En este concepto se
incluyen a los fitoquimicos o metabolitos secundarios producidos por las plantas, para su
supervivencia y defensa, que provocan efectos farmacoldgicos o toxicoldgicos en el

hombre y los animales.

2.3.1.1. Derivados de azucares
2.3.1.1.1. Polioles

Los polioles, también conocidos como alcoholes de azlcar, son un conjunto de
compuestos de sabor dulce que se emplean como edulcorantes bajos en calorias y que
presentan baja digestibilidad (Ghosh y Sudha, 2012). Ademas, son empleados en una gran
variedad de alimentos comerciales como aditivos ya que son estables a altas temperaturas
y diferentes pH y confieren caracteristicas organolépticas a los alimentos (Plaza-Diaz et
al., 2020).

Los principales polioles utilizados como edulcorantes y autorizados por la FDA, el Codex
Alimentarius y la EFSA son el sorbitol (E420), manitol (E421), isomalt (E953), maltitol
(E965), lactitol (E966), xilitol (E967), eritritol y los hidrolizados de almidon hidrogenado.
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Seguln la Comision Europea estos compuestos presentan un valor calérico de 2,4 kcal/g,
mientras que la Federacion de Sociedades Estadounidenses de Biologia Experimental
(FASEB) indic6 que oscilan entre 1,6 y 3,0 kcal/g. La ingesta maxima debe ser 40-50
g/dia para adultos y 30 g/dia para nifios con el fin de evitar molestias gastrointestinales.

La Figura 21 muestra la estructura de los principales polioles.
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Figura 21. Estructura quimica de los polioles. Fuente: elaboracion propia a partir de
PubChem.

De entre estos polioles, el manitol es uno de los primeros ingredientes “sin azicar” que
se emplea en alimentos. Se encuentra de forma natural en la poda y en los residuos de la
industrial oleicola. Un estudio reciente sugiere que es abundante en la poda,
constituyendo alrededor del 14% del peso total de extracto acuoso, mientras que el
contenido de este compuesto es muy bajo en el hueso (<0.5% del peso total de extracto
acuosos) (Doménech et al., 2021). En este estudio no se detecto otros polioles como el
glicerol, xilitol, arabinitol y sorbitol. La Tabla 5 muestra el contenido de manitol extraido

de estas biomasas y el méetodo de extraccion empleado.

Actualmente, el manitol se utiliza en la industria alimentaria como edulcorante, para la
conservacion de alimentos (aumentando su vida til al reducir la cristalizacién del aztcar)
y para enmascarar sabores amargos (Contreras et al., 2021; Ribeiro et al., 2020). Este
compuesto se emplea como farmaco para tratar el ictus agudo, como agente protector y
terapéutico durante la insuficiencia neurologica o renal (Chiang et al., 2017) y para tratar
enfermedades como el Parkinson (Paul et al., 2019). Este compuesto puede ser co-
extraido con otros compuestos bioactivos de interés como los compuestos fenolicos
(Contreras et al., 2020a).
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Otro poliol interesante es el xilitol, que puede obtenerse a partir de la hoja de olivo en
pequefias cantidades de entre 2 y 6 mg/g de hoja, dependiendo del método de extraccion
y del cultivar (Lama-Mufoz et al., 2020a; Romero-Garcia et al., 2016a). Como se
comentO anteriormente, este compuesto también puede obtenerse por fermentacion a
partir de poda de olivo, hueso de aceituna y orujillo (Lopez-Linares et al., 2020b;
Susmozas et al., 2019).

Las principales aplicaciones de este compuesto son: en la industria alimentaria (confiteria
y chicles), en odontologia (evita el crecimiento de bacterias que causan caries, reduce el
dafio del esmalte y reduce la proliferacion de la candidiasis oral) y en la industria
farmacéutica (previene infecciones de oido y otitis y se utiliza como edulcorante para
jarabes, vitaminas, etc.). EI consumo de este compuesto es apto para diabéticos y ayuda

al tratamiento de la hiperglucemia (Lugani et al., 2017).
2.3.1.1.2. Oligosacaridos

Los oligosacaridos son carbohidratos que contienen de 2 a 10 unidades de monosacaridos
unidos por enlaces O-glicosidicos. Dependiendo del nimero de unidades se denominan
disacéridos, trisacaridos, tetrasacaridos, etc. (Martin-Ortiz, 2019). Dentro de este grupo y
en funcion de sus propiedades fisioldgicas se encuentran los oligosacaridos digeribles y
los que son resistentes a la hidrolisis por parte de las enzimas digestivas humanas. Estos
compuestos son solubles en agua, sirven como fibras dietéticas y pueden presentar
propiedades prebidticas, es decir, sirven de sustrato para la microbiota intestinal “que los
utiliza de forma selectiva y confieren un beneficio para la salud” (La Fata et al., 2017).
Estos compuestos, ademas presentan un poder calorifico bajo, resultan entre 0,3 y 0,6
veces mas dulces que la sacarosa, y no son cariogénicos. Su dulzor relativamente bajo los
hace adecuados para mejorar la calidad de muchos alimentos, aunque también se pueden
utilizar como sustitutos del aztcar en confiteria, chicles, yogures y bebidas (Mussatto y
Mancilha, 2007).

Dentro de los oligosacaridos funcionales se encuentran los fructooligosacaridos,
glucooligosacaridos, isomaltooligosacaridos, oligosacaridos manano,
galactooligosacaridos, gentiooligosacaridos, isomaltulosa, lactosacarosa,
maltooligosacaridos, xilooligosacaridos, oligosacaridos acidos derivados de pectina y

ciclodextrinas. En el caso de los residuos del olivar y de la industria oleicola, estos se han
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obtenido a partir de la poda de olivo y del hueso de aceituna. La Tabla 5 muestra el
contenido de oligosacéridos extraido de las biomasas de olivar y el método de extraccion

empleado.

Tabla 5. Obtencion de manitol y oligosacaridos a partir de residuos del olivar y de la

industria oleicola mediante diferentes métodos de extraccion.

Técnica de extracciény

Muestra S Disolvente  Cantidad Referencia
condiciones
Manitol
Poda de Extraccion Soxhlet a .
olivo (2% miv, 12 h) Agua 139 mg/g Doménech et al., 2021
Extraccion con fluidos 29.7-63.7
presurizados 60% etanol m ’/ a Lama-Mufioz et al., 2020b
_ (14% miv, 190°C, 5 min) 9’9
Hojas de
olivo Extraccion Soxhlet (4 h)  60% etanol ﬁwlg/7g68 22 Lama-Mufioz et al., 2020b
Explosion por vapor i a Romero-Garcia et al.,
(180°C, 8,3 min) 52,0 mg/g 2016a
Extraccion Soxhlet (2% a .
5 miv, durante la noche) Agua 44 mglg Doménech et al., 2021
Hojin
Extraccion hidrotérmica a . .
(5% miv, 100°C, 90 min) Agua 36 mg/g Lopez-Linares et al., 2019
Extraccion Soxhlet a .
) (2% miv, 12 h) Agua 96 mg/g Doménech et al., 2021
Orujillo
Extraccion hidrotérmica Agua 39,0 mg/g? Manzanares et al., 2020
(15% mlv, 100°C, 30 min) 9 0 My’ 5
Orujo de Centrifugacion b -
dos fases (10000 x g, 10 min) 141 mgl/g Ribeiro et al., 2021
Hueso de Extraccion Soxhlet a .
aceituna (2% miv, 12 h) Agua 4 mgl/g Doménech et al., 2021
Oligosacaridos
Poda de Autohidrolisis
olivo (180°C, 10 min) Agua 37,5¢9/L Caraetal., 2012
Hueso de Autohidrolisis Agua 147 mg /g? Cuevas et al., 2015

aceituna (100°C, 5 min)
2Referido a peso seco de biomasa.

2.3.1.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son uno de los grupos méas importante de fitoquimicos que se
encuentran presentes en las plantas como metabolitos secundarios (Alara et al., 2021).
Estos confieren a las plantas diversas capacidades como soporte estructural, proteccion
contra los rayos ultravioletas, agente alelopatico, atrayentes para animales polinizadores

y dispersores de semillas, etc. (de la Rosa et al., 2019).
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Estan compuestos por un anillo aromaético de seis atomos de carbono unido normalmente
al menos a un grupo hidroxilo (-OH) u otros grupos funcionales como azucares, estando
vinculados a la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, etc., terpenos, acidos
organicos, etc. (Medina-Torres et al., 2017). También, pueden estar unidos a aztcares por
medio de enlaces C-glicosidicos (Ammar et al., 2017). La capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para ceder atomos de hidrdgeno al radical
libre y también a la posibilidad de deslocalizar las cargas en el sistema de dobles enlaces

del anillo aromético (Duthie et al., 2003).

Atendiendo al nimero de anillos aromaticos que contienen y a su estructura quimica, los
compuestos fendlicos se pueden clasificar como: fenoles simples, alcoholes fendlicos,
acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos, taninos y lignanos (Albuguerque et al., 2021)
(Figura 22).
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Figura 22. Estructura quimica de los principales compuestos fenolicos presentes en los

subproductos y residuos de la industria del olivar. Fuente: elaboracion propia.
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- Fenoles simples: son aquellos que tienen solo un anillo de benceno. Los principales
fenoles simples son el catecol, la hidroquinona y el floroglucinol, que se encuentran

presentes en plantas aromaticas y medicinales (Tsimogiannis y Oreopoulou, 2019).

- Acidos fendlicos: son compuestos que presentan un grupo &cido carboxilico y
constituyen alrededor de un tercio de los fenoles de la dieta. Pueden presentarse de manera
conjugada solubles e insolubles y raramente en forma libre. Estos compuestos se dividen
principalmente en dos subgrupos: acidos hidroxibenzoicos y &cidos hidroxicindmicos. En
los &cidos hidroxibenzdicos, el grupo carboxilo esta directamente unido al anillo
aromatico, presentando una estructura C6 (anillo aromatico)-C1 (Figura 22). Los mas
comunes son: los acidos p-hidroxibenzoico, vanillico y siringico. Los acidos
hidroxicindmicos presentan una cadena lateral de tres carbonos unida al anillo aromatico,
presentando una estructura C6-C3 (Figura 22). Los mas comunes son los &cidos ferdlico,

cafeico, p-cumarico y sinapico (Albuquerque et al., 2021).

- Alcoholes fenolicos: dentro de este grupo se encuentran los alcoholes fenilpropilicos
y los feniletanoides. Los alcoholes fenilpropilicos pueden aparecer libres o, también,
unidos formando la lignina como se comento en el Apartado 2.2.3.3. Los feniletanoides
pueden estar libres como el hidroxitirosol, unidos a terpernos como la oleuropeina

(secoiridoide) o a un &cido fendlico como el acido cafeico (Figura 22).

- Flavonoides: cominmente, se encuentran en frutas y verduras, aunque su contenido
y tipo varia en funcion de la planta y de las condiciones de crecimiento, climatoldgicas y
de almacenamiento (Gérniak et al., 2019). Hasta la fecha, se han identificado mas de 8000
flavonoides distintos (Albuquerque et al., 2021). Estos compuestos constan de 15 &tomos
de carbono dispuestos en una configuracion C6-C3-C6, es decir, la mayoria de sus
estructuras quimicas consisten en dos anillos de fenilo (A y B) unidos a través de un anillo
C pirano (heterociclico) (Figura 23). Esta estructura basica permite una gran variedad de
patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C, de ahi que se distingan las siguientes
clases de flavonoides: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas,
flavanonoles y antocianidinas (Testai, 2015) (Figura 23). A su vez, en el grupo de
flavanoles, se puede distinguir: formas monoméricas (catequinas) y formas oligoméricas

y poliméricas (proantocianidinas o taninos condensados).
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Figura 23. Estructura quimica de los principales tipos de flavonoides.

Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 23 muestra ejemplos de la estructura quimica de flavonoides presentes en los
residuos del olivar, observandose que pueden aparecer unidos a azlcares mediante

enlaces O- y C-glucosidicos.

- Estilbenos: poseen una estructura C6-C2-C6 que contiene dos anillos aromaticos
unidos por un puente de etileno. Normalmente se encuentran en un nimero reducido de
especies de plantas y se hallan como mondmeros, oligdmeros y como conjugados con
azucares. Se conocen mas de 400 estilbenos y la forma molecular més extendida de este

grupo es el resveratrol (Durazzo et al., 2019) (Figura 24).
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Figura 24. Estructura quimica del resveratrol. Fuente: PubChem.

- Taninos: son compuestos polifendlicos que presentan un peso molecular entre 500
y 3000 (ésteres de acido galico) y hasta 20000 (proantocianidinas) (Alamgir, 2018). Se
clasifican en taninos hidrolizables y taninos condensados o proantocianidinas (Figura 25).
Los taninos hidrolizables consisten en una molécula central de glucosa unida a moléculas
de acido galico (galotaninos) o &cido hexahidroxidifénico (elagitaninos). Se encuentran
normalmente en las bayas, el mango y las nueces. Los taninos condensados son flavanoles
poliméricos que no se hidrolizan con facilidad. Se trata de moléculas de catequina y

epicatequina unidas por enlaces carbono-carbono (Tsimogiannis y Oreopoulou, 2019).
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OR OH
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OH
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HO OH
ol ' Procianidina
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Figura 25. Estructura quimica de un galotanino y una procianidina. Fuente: He et al.
(2011); Mingshu et al. (2006).

- Lignanos: son metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos por
dimerizacion oxidativa de dos unidades fenilpropanoides (Ce-C3). A pesar de presentar

en su estructura solo dos unidades de fenilpropano, se pueden encontrar una elevada
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diversidad de estructuras y normalmente se encuentran en la naturaleza de forma libre
(Zhang et al., 2014) (Figura 22).

Los subproductos de la industria del olivar se caracterizan por poseer un alto contenido
en compuestos fendlicos: las hojas de olivo (Lama-Mufioz et al., 2020a), la poda de olivo
(Conde et al., 2009), hojin (Talhaoui et al., 2015; Martinez-Patifio et al., 2019a), orujo
(Chanioti y Tzia, 2018; Goldsmith et al., 2018), hueso (Inostroza et al., 2018) y orujillo
(Domenech et al., 2021). La Figura 22, como ejemplo, muestra estructuras quimicas de
los principales compuestos fendlicos caracterizados en estos residuos/subproductos, asi

como su clasificacion.

La Tabla 6 muestra algunos de los compuestos cuantificados en los diferentes residuos y
subproductos del olivar y sus industrias asociadas. Estos compuestos pueden presentar
efectos beneficiosos para la salud humana y funcion protectora contra una amplia
variedad de enfermedades y otros transtornos neurodegenerativos (Wang et al., 2015), y
aportan proteccion cardiovascular (Testai, 2015).

Ademas, estos compuestos pueden presentar excelentes propiedades como conservantes
de alimentos (Martillanes et al., 2017) y tienen muchas aplicaciones industriales, por
ejemplo, pueden usarse como colorantes naturales para alimentos, o en la produccién de

pinturas, papel y cosméticos (Albuquerque et al., 2021).

60



Introduccion

Tabla 6. Compuestos fendlicos identificados en residuos y subproductos del olivar y de la industria oleicola.

Tipo de muestra Clase Compuesto fenolico Cantidad Referencia
Feniletanolide Hidroxitirosol 31,1 mg/g® Conde et al., 2009
Poda de olivo Aldeh.ido fen.élico 3-4 hidrox.ibenzaldehl’do 2,0 mg/g® Conde et al., 2009
Feniletanoide Tirosol 2,4 mg/g® Conde et al., 2009
Secoiridoide Oleuropeina 4,7 mg/gP Conde et al., 2009
Hojas de olivo Secoiridoide Qleuropeina . 63,4 mg/g? Lama-Mufioz et al., 2019b
Flavona Luteolina-7-O-glucésido 2,7 mg/g? Lama-Mufioz et al., 2019b
Secoiridoide Oleuropeina 30,0 mg/g® Contreras et al., 2021
Hojin Feniletanoide Hidroxitirosol 2,0 mg/g® Contreras et al., 2021
Secoiridoide Oleuropeina 47,0 mg/g? Romero et al., 2017
Orujo de dos fases Fen@letano!de H@drox!t!rosol 1,4 mg/g© Rigane et al., 2012
Feniletanoide Hidroxitirosol 2,0 mg/ g? Ramos et al., 2013
Feniletanoide Hidroxitirosol 1,1 mg/g? Fernandez-Bolafios et al., 1998
Feniletanoide Tirosol 0,6 mg/g® Fernandez-Bolafios et al., 1998
Hueso de aceituna Secoiridoide Nuezhenide 3,3 mg/g? Mansour et al., 2015
1,9 mg/g? (UAE)
Lignano Pinoresinol 1,0 mg/g? (Soxhlet) Inostroza et al., 2018
3,1 mg/g?® (SPE)
Fenoles simples Tirosol 0,005 mg/g? La Scaliaetal., 2017
Aguas residuales Seco?r?do?de 3,4-DHPEA-EDA 0,2 mg/g? La Scal?a etal., 2017
Secoiridoide p-HPEA-EDA 0,02 mg/g? La Scaliaetal., 2017
Secoridoide 3,4-DHPEA-EA 0,02 mg/kg? La Scalia et al., 2017

aReferido a peso seco de biomasa; "Referido a peso seco de extracto; ‘Referido a biomasa humeda; 3,4-DHPEA-EDA:oleaceina.
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Entre estos compuestos cabe destacar el hidroxitirosol y la oleuropeina ya que se han
publicado numerosos estudios in vivo y clinicos que demuestran sus propiedades
farmacologicas (Tabla 7). Asi, el hidroxitirosol protege contra la oxidacion de lipidos y
previene las enfermedades cardiovasculares (Boronat et al., 2019) y en combinacién con
la vitamina E mejora la esteatosis y la hipertrigliceridemia en los nifios (Mosca et al.,
2020). De hecho, la EFSA ha publicado una declaracién de propiedades saludables sobre
los beneficios de una ingesta diaria minima de 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados a

través del consumo de aceite de oliva (Boronat et al., 2019; EFSA).

Ademas, el hidroxitirosol tiene una caracteristica lipofilica e hidrofilica que lo hace
soluble en agua y grasas (Martinez et al., 2018). De esta forma, la EFSA ha incluido el
hidroxitirosol como un nuevo ingrediente alimentario antioxidante seguro que se puede
afiadir a los aceites vegetales y de pescado, y grasas para untar (EFSA). Esto hace que
actualmente haya un gran interés en obtener ingredientes funcionales a partir de

hidroxitirosol y extractos ricos en dicho compuesto.
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Tabla 7. Ensayos in vivo y clinicos del hidroxitirosol (HT).

Muestra Pureza Dosis Efecto Referencia
Estudios in vivo

Ex.tractos_de 100-1000 mg/kg, PotenFe.aCtlwdad antl!nflamatorlay Haloui et al.,
hoja de olivo - analgésica en ratas Wistar y ratones

- 24 horas . . 2011
ricosen HT albinos suizos

Mejora la funcién mitocondrial y
10-50 mg/kg, reduce el estrés oxidativo en el Zheng et al.,
0,
HT puro 100% 8 semanas cerebro de ratones db/db con 2015

diabetes tipo 2
Captacion cerebral de HT y sus

HT puroy . o . . ) Ldpez de las
extracto 85-100% 5 mg/kg/dia prmmpales metabolitos C|r9ulantes. Hazas et al.,
S 3 semanas potencial protector en las células
secoiridoide . 2018
neuronales de ratas Wistar
. Efectos metabdlicos positivos de HT
HT purificado a . . .
. 0,4 mg/g, en ratas Wistar hipercolestrolémicas  Tabernero et
partir de agua 98% . - .
. 8 semanas (ej, mejora de los niveles de glucosa, al., 2014
residual S .
insulina y leptina)
- Mejora de pardmetros
HT p;rrtlifrlzaedo a 98% 20 mg/kg/dia, cardiovasculares y hepaticos enun  Poudyal et al.,
par 0 8 semanas modelo de rata de sindrome 2017
aceitunas e . .
metabdlico inducido por la dieta
Efecto protector del HT contra el
20 mg/kg, P . .
p estrés oxidativo inducido por la Crupi etal.,
HT - 2 veces al dia, - ) s
. ocratoxina en células del rifién de 2020
90 dias
ratones Sprague-Dawley
Estudios clinicos
45 mg/dia, Aurr]ento de niveles dfa vitamina C L opez-Huertas
HT puro 99,50% enddgena en voluntarios humanos
8 semanas T . y Fonolla, 2017
con hiperlipidemia leve
+
E>.<tracto fje 6,8 mg/ml 136 mg Ole + 6 Reduccién de la presion arterial y
hoja de olivo mg HT, 2 veces . . fo Lockyer et al.,
- Ole+0,3 . mejora de los lipidos plasmaticos y
ricoen HTy al dia durante 6 . . 2017
mg HT/ml los marcadores inflamatorios
Ole semanas
3,75mgHT +5 Reduccidn de la inflamacion
mg de vitamina sistémica relacionada con la
HTy . . Mosca et al.,
N - E), 2 capsulas enfermedad del higado graso no
vitamina E L . . ; 2020
diarias durante1l6  alcohdlico en nifios, mejora de la
semanas esteatosis y la hipertrigliceridemia

Ole, oleuropeina.

2.3.1.3. Terpenos

Los terpenos son una clase de metabolitos secundarios naturales que se encuentran en
diversas especies animales y vegetales. Constituyen la clase mas amplia de compuestos
naturales con mas de 60.000 compuestos diferentes identificados (Pazouki y Niinemetst,
2016). Estos compuestos son hidrocarburos que se clasifican por el nimero de unidades
de isopreno (CsHs) (Figura 26), siendo los mas comunes los mono-, sesqui-, di- y tri-

terpenos (Cio, C1s, C2o, Cao, respectivamente).
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Figura 26. Formula estructural del isopreno. Fuente: PubChem.

Los terpenos son empleados en la industria como agroquimicos, cosmeéticos,
nutracéuticos y farmacéuticos (Lima et al., 2016). También, se han identificado terpenos
especificos para su empleo como biocombustibles especiales ya que presentan puntos de
inflamacién, puntos de congelacién y densidades energéticas adecuados para ese uso
(Mewalal et al., 2017).

En las biomasas del olivar se encuentran, principalmente, monoterpenos y triterpenos.
Dentro del primer grupo se encuentran los iridoides y secoiridoides. Estos pueden estar
libres o unidos a compuestos fendlicos, como se ha indicado previamente. Atendiendo a
su estructura, los triterpenos se pueden clasificar en lineales (principalmente derivados
del escualeno), tetraciclicos y pentaciclicos (Chudzik et al., 2015) (Figura 27). Los
triterpenos caracterizados en la hoja de olivo y en los residuos del olivar y de la industria
oleicola pertenecerian a este ultimo tipo, destacando los &cidos triterpénicos y los

alcoholes triterpénicos.

i
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Figura 27. Estructura quimica de compuestos triterpénicos que pueden estar presentes en
el aceite y/o residuos del olivar y de la industria oleicola. Fuente: adaptado de Guinda et
al. (2010).
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En particular, el acido maslinico, es un &cido triterpénico presente en una concentracion
relativamente alta en las hojas de olivo, orujo, orujillo y pulpa residual de la limpieza del
hueso (Contreras et al., 2020a; Romero et al., 2017). El &cido oleandlico es también un
compuesto bioactivo presente en las hojas de olivo (Contreras et al., 2020a; Martin-Garcia
et al., 2019). La Tabla 8 muestra los principales triterpenos identificados en dichas

biomasas, su contenido y el método de extraccion empleado en cada caso.

En general, los triterpenos pueden presentar propiedades antiinflamatorias,
hepatoprotectoras, antitumorales, antivirales, anti-VIH, antimicrobiano, antifungico,
antidiabético, gastroprotector, antioxidantes y antihiperlipidémico (Chudzik et al., 2015).
Por ello, su extraccion también es interesante para obtener productos enriquecidos en los
mismos con una amplia gama de aplicaciones en los sectores de la alimentacion, la salud

y la biotecnologia industrial (Thimmappa et al., 2014).
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Tabla 8. Obtencidn de triterpenos de residuos del olivar y de la industria oleicola mediante diferentes métodos de extraccion solido-liquido.

Contenido total

Muestra Meétodo de extraccion Disolvente en triterpenos Triterpenos principales Referencia
Homogeneizacion + UAE 0 i . Acido oleandlico (18,9-39,8 mg/g?) - .
(2% miv, 60°C, 30 min) 100% etanol  30,3-52,0 mg/g Acido maslinico (1.9-5,9 mg/g?) Martin-Garcia et al., 2019
Diclorometano/ Acido maslinico (2,8 mg/g?)
Reflujo (65°C) . 3,3 mg/g? Eritrodiol (0,4 mg/g?) Stiti y Hartmann, 2012
metanol (2:1) < .
Acido oleandlico (0,07 mg/g®)
F4 - , o= a
Hojas de AC|do_ ma;llrlnco (7,3 /mag/g)
olivo Maceracion (doble extraccion) _ Eritrodiol (0,8 mg/g?) _
Agua 45,8 mg/g? Acido oleandlico (34,5 mg/g?) Guinda et al., 2010
(25°C, 5% m/v, 1h)
' ' Uvaol (0,7 mg/g?)
Acido ursdlico (2,5 mg/g?)
e . Acido oleandlico (<16 mg/g?)
0 -
Extraccion fluidos supercriticos CO: +6,6% 18,8-27,4 mg/g? Acido ursolico (<12 mg/g®) Taamalli et al., 2019
(40°C, 150 bar) etanol Acido maslinico (<1 mg/g?)
o S . Metanol-etanol Acido oleanélico mas abundante
0, b
Hojin Agitacion (10% m/v, 1 min) (1:1) <35,0 mg/g Otros: acido maslinico Romero et al., 2017
OrUszsdei dos Agitacion (10% m/v, 1 min) Meta?f.li)etanol 2,5 mg/gP Acido m:fgg;gg g]lzzsgltijggante que Romero et al., 2017
Extraccion por microondas o b Acido oleandlico (0,005 mg/g®)
(5% m/v, 42°C, 3 min) 90% etanol 0,025 mo/g Acido maslinico (0,02 mg/gbzJ Ozkan etal., 2017
Extraccion Soxhlet b Acido oleanolico (0,004 mg/g)
(5% m/v, 4 h) Etanol 0,014 mo/g Acido maslinico (0,01 mg/g®) Ozkan etal., 2017
. Extraccion en bafio Acido oleandlico (21,5 mg/g®) .
c 0, b i
Orujo (85°C, 0,5% m/v , 240 min) S0%etanol  309,7 mg/g Acido maslinico (288.2 my/g") Xie etal., 2019
Extraccion por microondas 90% etanol 382,3 mg/gP Acido oleanolico (26,3 mg/g') Xie et al., 2019
(50°C, 600W, 3,5% m/v, 5 min) Acido maslinico (356,0 mg/g)
-7 - £ - e b
Extraccion por ultrasonidos . 90% etanol 411,0 mg/g® AC.'do olearjo_llco (29,8 ma/g’) Xie et al., 2019
(50°C, 135,6 W/cm?, 3,5% m/v, 3 min) Acido maslinico (381,2 mg/g)
- -7 _ £ - , o= . 0
Pulpa residual Agitacion Metanol-etanol 40 y 140 mg/g? Acido maslinico: 70% del total Romero et al., 2017

(2,5% m/v, 1 min)

(1:1)

Otros: acido oleandlico

Referido a peso seco de biomasa; "Referido a biomasa; °No se ha definido que tipo de decéanter se usa para extraer el aceite de oliva.
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2.3.2. Extraccion de compuestos bioactivos

La biomasa del olivar generalmente presenta un porcentaje alto de extractivos, que
contienen compuestos bioactivos como el manitol, compuestos fenolicos y triterpenos,
por lo que su extraccion es de interés. Segun Soto-Garcia y Rosales-Castro, (2016) y
Zhang et al. (2018), la extraccion de compuestos bioactivos a partir de materias primas
vegetales es bastante compleja ya que depende de diversos factores:

- El tipo de disolvente y el pH del medio de extracciéon, que influye en el
rendimiento de extraccion y el tipo de compuesto a extraer. Los disolventes polares, como
el agua, etanol, metanol, acetona y acetato de etilo, se usan con frecuencia para recuperar
compuestos bioactivos. Entre estos disolventes, el agua y el etanol son seguros para el
uso de los extractos en humanos debido a la ausencia de toxicidad. El uso en alimentacion
de los otros disolventes esta regulado por Real Decreto 1101/2011. Cabe decir, que el
metanol suele emplearse para la extraccion de compuestos fendlicos de bajo peso
molecular, mientras que las disoluciones acuosas de acetona resultan eficientes para la
extraccion de compuestos de mayor peso molecular como los flavonoides. La temperatura
que afecta a la solubilidad, a la transferencia de materia y a la estabilidad de los
compuestos fendlicos debido a posibles reacciones de degradacidn quimica y enzimatica,

pérdidas por volatilizacion o descomposicién térmica.

- El tiempo de extraccion es un factor clave ya que influye en la eficiencia de la

extraccion.

- El tamafio de particula cuya reduccion favorece la penetracion de solventes y la

difusion de solutos, asi como la forma de particula es otro factor importante.

Ademas de la tecnologia y condiciones de extraccion, otros factores que pueden influir
en la extraccion de compuestos bioactivos son: el periodo de recoleccion, la variedad del
olivo, el procesado de la aceituna, la humedad de la muestra y el método analitico
empleado (Martin-Garcia et al., 2019; Romero et al., 2017; Taamalli et al., 2019).

Respecto a la tecnologia de extraccion, en la actualidad, se usan las técnicas de extraccion
convencionales como la maceracion, extraccion en Soxhlet e hidrodestilacion debido a su
principal ventaja como procesos de extraccion mas economicos ya que no requieren

equipamientos sofisticados, entre otros aspectos (Wong-Paz et al., 2020). Sin embargo,
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también, presentan diversas desventajas, como el hecho de requerir tiempos de extraccion
largos y una gran cantidad de disolvente (Tabla 9). Por ello, se han desarrollado
tecnologias alternativas que cumplen con los principios de la quimica verde (tecnologias
“green”), como son las extracciones por ultrasonidos, por microondas, electrotecnologias,
con fluidos supercriticos y subcriticos, con caida presién controlada instantanea y
empleando una presién alta (Tabla 9).

Tabla 9. Ventajas e inconvenientes de las técnicas convencionales y nuevas tecnologias

de extraccion (basada en Buckow et al., 2010; Croxatto et al., 2021; Lavilla y Bendicho,

2017; Yahya et al., 2018).

Ventajas

Desventajas

Técnicas convencionales de extraccion

- No usa equipamiento
sofisticado

- Tiempos prolongados de extraccion

Maceracion - Procesamiento poco costoso en T .
P . - Baja eficiencia de extraccion

términos ambientales y

econémicos

- No usa equipamiento . .

0 usa equip - Grandes cantidades de disolvente

sofisticado - Tiempos largos de extraccion

Soxhlet - La muestra se encuentra

repetidamente en contacto con el
disolvente

- Degradacion de compuestos
termolabiles

Hidrodestilacion

- No usa un equipamiento
sofisticado

- Degradacién de compuestos
termolébiles y pérdida de volatiles a alta
temperatura

Tecnologias novedosas de extraccion — tecnologias “verdes”

Ultrasonidos

- Tiempos cortos

- Funcionamiento sencillo

- Rendimiento alto

- Ahorro de energia

- Consumo reducido de
disolvente

- Escalable a escala industrial

- Requiere una etapa de filtracion
- Posible degradacion de compuestos a
altas frecuencias

Microondas

- Répido
- Facil de manejar
- Uso moderado de disolvente

- Riesgo de explosién.

- El disolvente debe absorber la potencia
del microondas

- Caro

Electrotecnologias

- Coste energético limitado

- Flexibilidad

- Buena penetracion del
disolvente

- Rendimiento de extraccion alto
- Escalable a escala industrial

- Falta de uniformidad del proceso
- Alto coste de operacion debido a la alta
disipacion de energia

Fluidos supercriticos

- Répido

- Los fluidos supercriticos
presentan mejores propiedades
de transporte que los liquidos
- Alta selectividad

- Proceso sostenible

- Coste de operacion elevado

- Se requiere conocimiento técnico de las
propiedades del fluido superecriico
empleado

68



Introduccion

- Menor uso de disolvente

- Reducido consumo de energia
Extraccion con - Rendimiento de extraccion alto
enzimas - Extraccion rapida

- No se ha escalado, aunque es

facilmente escalable

- Modifica las caracteristicas

estructurales de la biomasa

(porosidad y superficie

- Alto coste de las enzimas

Caida de presion especifica). - Riesgo de degradacidn térmica de los
instantanea controlada - Aumenta la permeabilidad y compuestos

disponibilidad de los compuestos

de interés

- Extraccién rapida

- Técnica respetuosa con el - Formacién de compuestos indeseables a

Extraccion acelerada

con solventes o meQio ambiente 3 altas _temperaturas -

subcritica -_Tlempo de extraccion corto y - P05|blg degradacion de compuestos
simplicidad temoldbiles
- Coste energetico reducido

Extraccion de alta - No produce deterioro de - Alto coste del equipo

presion hidrostatica sustancias termolabiles

- No genera residuos

2.3.2.1. Técnicas de extraccion convencionales
2.3.2.1.1. Maceracién

La maceracién es un proceso de extraccion sélido-liquido que se realiza a temperatura
ambiente y normalmente emplea como disolventes agua y alcohol, o combinaciones de
ambas para extraer los compuestos de interés. En general, la biomasa, primero, se muele,
es decir, se reduce su tamafio para aumentar el area de la superficie de contacto con el
solvente, luego se pone en contacto la biomasa con el solvente para poder extraer los
compuestos bioactivos y, finalmente, se filtra, centrifuga o prensa la mezcla para recoger
el extracto y separarlo del residuo sélido. La agitacion, en el proceso de maceracion,
facilita la extraccion ya que mejora la difusion de los compuestos al solvente y, asi,
aumenta el rendimiento de extraccion (Selvamuthukumaran y Shi, 2017). Habitualmente,

se utiliza para la extraccion de componentes termolabiles.

Sus principales inconvenientes son que se emplean tiempos largos de extraccién y
presenta una baja eficiencia (Zhang et al., 2018). Por ello, en algunos estudios se han
empleado temperaturas suaves para incrementar la extraccion de compuestos bioactivos,
incluso de hasta 70°C, ya que esta juega un papel importante en la tension superficial,
viscosidad del medio liquido y presion de vapor, aunque la temperatura Optima de

extraccion dependera del tipo de compuesto bioactivo (Deng et al., 2017).
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2.3.2.1.2. Soxhlet

La extraccion Soxhlet es una técnica estandar de extraccion sélido-liquido que presenta
un rendimiento de extraccion mayor que el resto de las técnicas de extraccion
convencionales. El disolvente se evapora y condensa entrando en contacto con la biomasa
que contiene el compuesto de interés a extraer. El disolvente regresa al matraz (o cAmara
de disolvente) separando los compuestos extraidos. Permite el reciclaje eficiente del
solvente y un contacto continuo de solvente fresco con la matriz solida (Figura 28)

(Arciniegas, 2020). Esta es su principal ventaja y, de ahi su eficiencia.

Algunos de los inconvenientes son el hecho de requerir un tiempo de extraccion largo,
una gran cantidad de disolvente y la falta de agitacion (Hirondart et al., 2020).

Figura 28. Equipo experimental de extraccion Soxhlet. Fuente: Elaboracion propia.

2.3.2.1.3. Hidrodestilacion

Este método de extraccion se emplea para obtener aceites esenciales y compuestos
bioactivos volétiles de plantas (Costa et al., 2012; Jelen y Gracka, 2015). Existen tres
tipos de hidrodestilacion empleando agua como disolvente: destilacion con agua,
destilacién con agua y vapor, y destilacion con vapor directo (o por arrastre con vapor de
agua) (Vankar, 2004). En esta técnica se agrega agua e inyecta vapor sobre el material a
extraer y se lleva a ebullicion. A continuacion, se produce un enfriamiento del agua que
conlleva a la condensacién de la mezcla de vapor de agua y aceite. Finalmente, la mezcla
condensada discurre desde el condensador hasta un separador, donde el aceite y los

compuestos bioactivos se separan del agua (Selvamuthukumaran y Shi, 2017).
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Los principales factores que influyen en la liberacion de los compuestos bioactivos del
material vegetal son el agua caliente y el vapor. Los principales inconvenientes de esta
técnica son la pérdida de compuestos volatiles a alta temperatura y una limitada

extraccion de compuestos termolabiles (Azmir et al., 2013).
2.3.2.2. Tecnologias novedosas de extraccion o “green”

En los ultimos afios se ha llevado a cabo la implementacion de nuevas tecnologias de
extraccion de compuestos bioactivos, empleando diferentes mecanismos con el proposito
de reducir el tiempo de extraccion y el consumo de energia, lo que se traduce en un coste
de proceso menor (Zekovi¢ et al., 2017). Estas técnicas son consideradas como
“ecologicas e innovadoras” y, también, se denominan tecnologias de extraccion verdes o
“green” (Kumar et al., 2021). Algunas de las técnicas mas prometedoras son la extraccion
por ultrasonidos y microondas, las electrotecnologias, el empleo de enzimas, liquidos

presurizados y fluidos supercriticos y aquellas que se basan en un cambio de presion.
2.3.2.2.1. Extraccion por ultrasonidos

La tecnologia de ultrasonidos es una técnica basada en la incidencia de ondas ultrasonicas
sobre un medio fisico a diferentes frecuencias. Atendiendo a su frecuencia, los
ultrasonidos se pueden clasificar como: i) ultrasonidos de potencia convencional,
(también llamados ultrasonidos de baja frecuencia) que van de 20 kHz a 100 kHz (<1
W/cm?) y son empleados para la extraccion de compuestos bioactivos, desespumado,
desgasificacion y esterilizacidn; ii) ultrasonidos de diagndéstico (también conocidos como
ultrasonidos de alta frecuencia) que van de 2 MHz a 10 MHz (10-1000 W/cm?) y se

emplean para la obtencion de imagenes médicas (Osorio-Tobdn, 2020).

La extraccidn por ultrasonidos se ve afectada por diversos factores como la frecuencia, la
temperatura, el tiempo de extraccion, la amplitud, la intensidad, la potencia de sonicacién
y las propiedades del disolvente empleado (Chemat et al., 2017). Esta técnica puede
producir diferentes efectos fisicos, quimicos y mecanicos como la cavitacion, la
vibracion, la agitacion y la presion sobre el material en el que se aplique. Estos fenomenos
permiten una mayor penetracion del disolvente en la matriz celular, una alteracion de la
estructura y como consecuencia una mejora en la transferencia de materia (Xu et al.,
2017).
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La extraccion asistida por ultrasonidos se basa fundamentalmente en el principio basico
de funcionamiento de la cavitacion acustica o ultrasénica. Cuando las ondas se propagan
a través de un medio se producen una serie de compresiones y refracciones en las
moléculas del medio. Cada cambio de presidn causa la formacion, expansion y colapso
de las burbujas formadas, dando lugar finalmente a la implosion de las burbujas en el

medio liquido durante la fase de compresion.

La cavitacion puede ser estable o transitoria. La cavitacion estable se produce a bajas
intensidades y los efectos quimicos producidos son minimos. Por el contrario, la
cavitacion transitoria, se produce a intensidades elevadas produciendo grandes efectos
quimicos (Lavilla y Bendicho, 2017) (Figura 29).

presion
acustica
+ exp comp exp comp exp comp
/\ | /b tiempo
‘ \/: 1
- | |
® 10 C N
| |
| |
| Un ciclo 1 Colapso de burbuja
je&—/
1 ]

Figura 29. Fendmeno de cavitacion en ultrasonidos. Fuente: adaptada de Grupo
GIDOLQUIM.

Los equipos de ultrasonidos cominmente empleados para la extraccion de compuestos
bioactivos son el bafio de ultrasonidos y el ultrasonidos de tipo sonda (Martinez-Patifio et
al., 2019b). El bafio de ultrasonidos es empleado principalmente para lograr la dispersion
de sélidos en solventes, esto produce una disminucién del tamafio de particula del
material y mejora su solubilizacién. Este equipo, por lo general presenta una intensidad
baja ya que el transductor no se encuentra en contacto con la muestra. En cambio, en el
sistema de tipo sonda (Figura 30), la energia se aplica directamente a la muestra por lo

que la pérdida de energia es insignificante (Wen et al., 2020).
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b)

Figura 30. Equipo experimental de ultrasonidos: bafio (a) y sonda (b)

Fuente: Elaboracion propia.

Se trata de equipos implantados actualmente a escala industrial. Por ejemplo, la compafiia
REUS ha desarrollado reactores de ultrasonidos tipo bafio de 30 a 1000 L de capacidad
para la extraccion de principios activos de vegetales. Hielscher-Ultrasound Technology
emplea el sistema de sonda (discontinuos y continuos) para la fabricacion de cosméticos,
alimentos, bebidas, pinturas y extraccion de pigmentos. Otras empresas que fabrican
ultrasonidos para la extraccion compuestos de vegetales a escala industrial y para
aplicaciones en la industria alimentaria y de nutracéuticos son GIOTTI y MOLISERB
SRL (Mason et al., 2015).

2.3.2.2.2. Extraccién por microondas

Se basa en el empleo de ondas microondas, es decir, ondas electromagnéticas con una
frecuencia comprendida entre 0,3 y 30 GHz. En aplicaciones industriales usualmente se
emplea una frecuencia de 915 MHz, mientras que en hornos microondas domésticos se
emplea una frecuencia de 2,45 MHz (Wen et al., 2020).

La extraccion por microondas es una técnica capaz de calentar una matriz externa e
internamente sin necesidad de un gradiente térmico (de la Calle y Costas-Rodriguez,
2017). Las microondas también provocan el calentamiento interno del agua de una
muestra, lo que favorece la alteracion celular y mejora la recuperacion de los compuestos
de interés (Osorio-Tobon, 2020). Esto permite acortar el tiempo de extraccion, el
consumo de energia y el requerimiento de solvente (Nabet et al., 2019). Este hecho hace

gue sea una tecnologia respetuosa con el medio ambiente, especialmente si se aplican
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solventes verdes, y que se haya usado ampliamente para la extraccion de compuestos
bioactivos a partir de distintas biomasas (da Rosa et al., 2019; Garcia-Vaquero et al.,
2020).

Existen tres tipos de extracciones con microondas: la extraccion con solvente asistida por
microondas, la extraccion por microondas sin solvente y la extraccion por microondas
que combina hidrodifusién y gravedad. A su vez, la extraccion con microondas se puede
clasificar en funcion de si el equipo es abierto o cerrado (Figura 31) (Yahya et al., 2018).
Tanto el tipo de recipiente cerrado como el tipo abierto estan disponibles comercialmente
como multimodo y monomodo. En el primer caso, hay una dispersion aleatoria de la
radiacion de microondas dentro de la cavidad del equipo, por lo que todas las zonas de la
cavidad y la muestra se irradian uniformemente (Delazar et al., 2012). Este se puede
utilizar para llevar a cabo varias extracciones en paralelo. Alternativamente, los
microondas monomodo tienen una cavidad pequefia en la que la irradiacion de
microondas se enfoca directamente en un solo recipiente que contiene la mezcla de

reaccion (Anton Paar, 2021).

a)

Sistema de
refrigeracion b)
Magnetron
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Difusion de Muestra
ondas
Figura 31. Diagrama esquematico de una configuracion de recipiente abierto (a) y
recipiente cerrado (b) para extraccion asistida por microondas. Fuente: adaptada de Yahya
et al. (2018).

Los principales factores a tener en cuenta en la extraccion por microondas son el tipo de
solvente que tiene que absorber este tipo de ondas, el tiempo, la potencia, la temperatura

y el area de la superficie de contacto. Esta tecnologia presenta una alta eficiencia de
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extraccion y requiere menos energia y un menor volumen de disolvente que otras técnicas

de extraccion.

Aunque esta tecnologia no esta bien desarrollada a gran escala, existen dispositivos

asistidos por microondas en formato de proceso continuo o por lotes (SAIREM, 2021).
2.3.2.2.3. Electrotecnologias

Las electrotecnologias empleadas en la extraccion de compuestos bioactivos son
principalmente los campos eléctricos pulsados y las descargas eléctricas de alto voltaje.
El primer tipo es un tratamiento no térmico de muy corta duracion (nanosegundos o
milisegundos) y alta intensidad de campo eléctrico (de 100 V/cm a 40 kV/cm) que se basa
en el fendbmeno de electropermeabilizacion (formacion de poros en las membranas
celulares) (Parniakov et al., 2015) (Figura 32). En la extraccién mediante descargas
eléctricas de alto voltaje se aplica energia directamente a una disolucion acuosa a traves
de un canal de plasma formado por una descarga eléctrica de alto voltaje entre dos
electrodos sumergidos, produciendo efectos eléctricos y mecéanicos en la biomasa
(Rosello-Soto et al., 2015) (Figura 32).

a) l Generador b) « Generador
Electrodo de aguja Electrodo plano
Biomasa + disolvente Biomasa + disolvente
=" Electrodo plano Electrodo plano

Figura 32. Equipo de campos eléctricos pulsados (a) y descargas eléctricas de alto voltaje
(b). Fuente: adaptada de Rajha et al. (2014).

A nivel industrial, se estd promoviendo la implantacion de la tecnologia de campo
eléctrico pulsado (CORDIS, 2017). En el caso de la tecnologia mediante descargas
eléctricas de alto voltaje se han realizado pruebas a escala piloto para la extraccion de
polifenoles de orujo de uva (Boussetta et al., 2012). En general, la falta de uniformidad
en el proceso y los altos costos de operacidn debido a la alta disipacion de energia limitan

la aplicacidn industrial de estas tecnologias (Buckow et al., 2010).
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2.3.2.2.4. Extraccion con fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es un liquido que presenta un estado con caracteristicas tanto de
liquido como de gas. Este estado se conoce como estado supercritico y se logra cuando la
sustancia es sometida a presion y temperatura mas alla de su punto critico (temperatura 'y
presion caracteristicas por encima de las cuales no existen fases distintivas entre gas y
liquido) (Yahya et al., 2018).

En este tipo de extraccion se producen dos etapas: la solubilizacion de los compuestos
bioactivos presentes en la biomasa y su separacion en el disolvente supercritico. En la
extraccion, la bomba presuriza el recipiente y el fluido supercritico fluye a través del
solido solubilizando los componentes extraibles. Posteriormente, el solvente sale del
extractor con los compuestos solubilizados, y por reduccion de presion y/o aumento de
temperatura, el extracto queda libre de solvente ya que es liberado al medio ambiente o
se recicla (da Silva et al., 2016). La Figura 33 muestra el esquema seguido para la

extraccion de compuestos bioactivos mediante esta técnica.

Valvula de
expansion
Salida de
\ N C02
Cilindro de Co, Bomba de  Cilindro Tubo de
co, Liquido CcO, colecta

Figura 33. Diagrama esquematico del sistema de extraccion con fluidos supercriticos.
Fuente: Roman et al. (2016).

Las principales variables que influyen en esta técnica son el fluido supercritico empleado,
la temperatura, la presion, el tamafio de particula, el codisolvente y la humedad de la
biomasa a extraer (Yahya et al., 2018).

El fluido supercritico cominmente empleado es el CO2, que presenta una temperatura
critica de 31°C y una presién critica de 74 bares (Bauer y Kruse, 2019). ElI CO; es no

toxico, es barato y esta reconocido como seguro por la EFSA y la FDA de los Estados

76



Introduccion

Unidos (Herrero et al., 2010). EI CO> presenta baja polaridad, lo que lo hace un fluido
ideal para extraer compuestos no polares, como lipidos, pero en el caso de sustancias
polares es un inconveniente. Este problema puede solventarse adicionando codisolventes

polares como metanol, agua, acetona, etanol, etc. (Ameer et al., 2017).

En la actualidad, existen equipos industriales para la extraccion supercritica de
compuestos bioactivos (SARAPECO).

2.3.2.2.5. [Extraccion asistida por enzimas

Algunos compuestos bioactivos se encuentran dispersos en el citoplasma, mientras que
otros compuestos se encuentran retenidos en la red polimérica de la biomasa por enlaces
de hidrdégeno o interacciones hidrofébicas, por lo que no son accesibles empleando una
extraccion con solventes rutinaria. Por ello, el empleo de enzimas se considera una forma
eficaz de liberar estos compuestos ligados y también de aumentar el rendimiento general
de extraccion (Selvamuthukumaran y Shi, 2017). Asi, la extraccion con enzimas se basa
en la capacidad que presentan para catalizar reacciones con exhaustiva especificidad y
selectividad (Nadar et al., 2018). Las principales enzimas empleadas son celulasas,
hemicelulasas y pectinasas (Sowbhagya y Chitra, 2010), que al romper la pared celular e
hidrolizar los polisacaridos estructurales, permite liberar compuestos fendlicos. Otros
estudios han empleado peptidasas para favorecer la extraccion de compuestos fenélicos

(Lopez-Fernandez-Sobrino et al., 2021).

Las reacciones enzimaticas normalmente se realizan a temperaturas bajas, 15-45°C, por
lo que son adecuadas para la extraccion de compuestos termolébiles (Sowbhagyay Chitra,
2010). Ademas, al utilizar agua como disolvente en lugar de productos quimicos
organicos, este método de extraccion se considera ecologico (Wen et al., 2020). Los
principales factores a tener en cuenta en este tipo de extraccion son el tipo y dosis de

enzimas, el tamafio de particula, pH y el tiempo de hidrdlisis.

Entre las ventajas que presenta este tipo de extraccion son un reducido consumo de
energia y la obtencion de altos valores de recuperacion de los compuestos de interés
(Azmir et al., 2013). Hasta el momento no se ha aplicado a escala industrial, pero su

escalado seria facil ya que es una tecnologia ampliamente conocida y utilizada.
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2.3.2.2.6. Caida de presion instantanea controlada

Este tipo de extraccion consiste en mantener la biomasa a alta presion (0,08-1 MPa)
durante un corto tiempo (5-60 s) seguido de una caida de presion instantanea hacia el
vacio (~5 kPa) dando lugar a la autoevaporacion del agua, expansion y enfriamiento
répido del producto (Hamoud-Agha y Allaf, 2020) (Figura 34). Se ha comprobado que la
transferencia de masa y la recuperacion del compuesto deseado se mejora debido a la
caida de presion (Rashidi et al., 2018). Ademas, se modifican las caracteristicas
estructurales de la planta (porosidad y superficie especifica) permitiendo una mejora de
la difusividad, permeabilidad y disponibilidad de los compuestos de interés (Mkaouar et
al., 2015).

Recipiente de =
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Valvula
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vacio

Trampa de recoleccién
de extracto

Figura 34. Diagrama esquematico de un reactor de descompresion instantanea
controlada. Fuente: Hamoud-Agha y Allaf, (2020).

Esta tecnologia se aplica en sectores de las industrias alimentaria y farmacéutica, aunque

actualmente su uso es limitado debido a su elevado coste (Hamoud-Agha y Allaf, 2020).

2.3.2.2.7. Extraccion con liquidos presurizados o extraccion acelerada con

solventes

Este método de extraccidn consiste en la aplicacion de alta presion para mantener el
solvente en estado liquido més alla de su punto de ebullicion, lo que provoca un aumento
de la cinética de extraccion (Li et al., 2019). La extraccion se realiza en un rango de

temperatura entre 50 y 200°C y a una presion de 100-150 bar. Los parametros que influyen
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en esta técnica son el disolvente, la temperatura, el tamafio de particula y el tiempo de
extraccion. EI aumento de la temperatura y de la presion puede permitir una mejora en la
extraccion de los compuestos de interés debido a la mayor penetracion del disolvente en
la matriz (Li et al., 2019). No obstante, también se debe tener en cuenta que el empleo de
temperaturas excesivamente elevadas no es apropiado para la extraccion de compuestos
termolabiles ya que su estructura y actividad funcional pueden verse seriamente afectadas
(Azmir et al., 2013). Ademas, a altas temperaturas se pueden generar compuestos
indeseables como furfural e hidroximetilfurfural que en concentraciones elevadas pueden

tener un efecto toxico para el consumo de los extractos obtenidos (Vladi¢ et al., 2020).

Cuando se emplea agua en este tipo de extraccion, también se conoce como extraccion
con agua subcritica o extraccion de agua caliente presurizada. En este caso, se emplean
temperaturas de entre 100 y 374°C y presion de entre 10 y 60 bares; condiciones en las
que el agua se mantiene en estado liquido (Gil-Chavez et al., 2013) ya que la temperatura
y presion critica del agua es de 374°C y 221 bares (Zhang et al., 2020) (Figura 35).

Presion

REGION

LiQUIDO SUPERCRITICA

SOLIDO

Punto critico
Poo,=3L1°C Py =374°C
\ T, = 73.8°C | Tty 0= 221°C

Punto triple
GAS

>

Temperatura

Figura 35. Punto critico liquido-vapor del agua y del CO2 en un diagrama de fases

presién-temperatura. Fuente: adaptada de Martines y Lira, (2008).

Los principales factores que afectan a este tipo de extraccion son el tamafio de particula,

tasa de flujo de disolvente y la constante dieléctrica del agua (Yahya et al., 2018).
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Aunque esta tecnologia se ha empleado en ocasiones a escala industrial, no es una técnica
viable econdmicamente, ya que se emplean equipos muy costosos (Croxatto et al., 2021;
Herrero et al., 2010).

2.3.2.2.8. Extraccion por alta presion hidrostatica

El proceso de alta presion ocurre a temperatura ambiente o de refrigeracion y, por tanto,
es una técnica de extraccion no térmica. Debido a la alta presion se produce una mayor
solubilidad y transferencia de materia, favoreciendo la extraccion de compuestos

bioactivos y reduciendo el tiempo de extraccion (Scepankova et al., 2018).

Este tipo de extraccidn tiene lugar en un equipo de alta presién que, basicamente, consta
de un recipiente de alta presion hidrostatica cuyo volumen va desde 8 mL (escala
laboratorio) hasta 525 L (escala industrial) y un sistema de generacion de presion que va
desde 600 MPa a 1000 MPa (Scepankova et al., 2018).

Esta tecnologia ofrece numerosas ventajas como el hecho de no producir deterioros en
sustancias termolabiles, no producir residuos, no alterar el sabor natural ni la coloracién
del producto de partida y presentar un reducido coste energético (Moreira et al., 2020).
El principal inconveniente es el alto coste del equipo. De esta tecnologia ya existen
equipos industriales para la extraccion de diversos compuestos (Stansted Fluid Power,
2021).

2.3.2.3. Ejemplos de aplicacion en los residuos del sector oleicola

Las técnicas de extraccion “green” se han empleado satisfactoriamente para la extraccion
de compuestos fendlicos (Tabla 10) y triterpenos (Tabla 8) de biomasas del olivar y de la
industria oleicola a escala de laboratorio, principalmente, hojas y orujo. Mientras que
existen pocos estudios sobre la extraccion del orujillo y otros residuos marginales como
la pulpa residual. Por otra parte, la extraccién de manitol mediante estas tecnologias ha
sido menos estudiada y principalmente se ha empleado la extraccidn en Soxhlet. Ademas,
se han empleado distintos disolventes (agua, etanol, acetona, etc) reconocidos como

seguros para su uso alimentario (Real Decreto 1101/2011).
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Tabla 10. Obtencidn de compuestos fendlicos de residuos del olivar y de la industria oleicola mediante diferentes tecnologias de extraccion.

Disolvente de

Muestra Método de extraccion - TPC Compuestos fenolicos principales Referencia
extraccion
Maceracion (17% m/v, 90 min, 55°C) 50% etanol 23,9 mg/g? - Gullén et al., 2018
Extraccidn por ultrasonidos (sonda) 0 . Martinez-Patifio et
Pgﬂige (5% m/v, 15 min, 70% de amplitud) 5% etanol 31,0 mg/g al., 2019a
L, Tirosol (0, ¢ ,
Extraccion Soxhlet . |ro§o_ (0.6 mg/g?) Doménech et al.,
(2% miv, 12 h) Agua 149,0 mg/g°© Hidroxitirosol (8 mg/g®) 2021
’ 3,4-Dihidroxifenilglicol (11,4 mg/g®)
Extraccion por ultrasonidos (sonda) . ~
I a Lama-M l.
(7,7% m/v, 40°C, =15 min, 30% de 60% etanol 35,8 mg/g® Oleuropeina (69,9 mg/g°) ama-Mufoz et al.,
amplitud) Luteolina-7-glucésido (1,8 mg/g?) 2019a
Extraccion con liquidos presurizados Oleuropeina (43,4-115,0 mg/g?) Lama-Mufioz et al.,
. 60% etanol 45,9-59,3 mg/g? . L
Hojas de (14% m/v, 190 °C, 5 min) 0 e1ano morg Luteolina-7-glucésido (0,9-3,8 mg/g?) 2019b
. ., Oleuropeina (49,1-122,3 mg/g?) Lama-Mufioz et al.,
| E hlet (4 h % | 42,5-60,2 a . s
olivo xtraccion Soxhlet (4 h) 60% etano ,5-60,2 mg/g Luteolina-7-glucésido (1,3-4.7 mg/g?) 2019b
., . Oleuropeina (15,8 mg/g?) Romero-Garcia et
Expl 180° - 44 @ . .
Xplosion por vapor (180°C, 8,3 min) 8 ma/g Hidroxitirosol (3,4 mg/g?) al., 2016a
Extraccion por ultrasonidos (sonda) . a . .
(6,7% m/v, 60°C, =4 min, 70% de 80% etanol 56,17 mg/g® Oleuropeina (13,4 mg/g°) Giacometti et al.,
amplitud) Luteolina-7-glucésido (0,5 mg/g?) 2018
Maceracion (17% m/v, 90 min, 55°C) 50% etanol 27,5 mg/g? - Gullén et al., 2018
. Extraccion por ultrasonidos (sonda) Martinez-Patifio et
H 1% | 42 a -
omn (5% m/v, 15 min, 70% de amplitud) >1% etano 0 malg al., 2019a
Extraccion Soxhlet Hidroxitirosol (2,8 mg/g®) Doménech et al.,
Al 12 ¢ . e
(2% m/v, 12 h) gua 5 mgfg 3,4-Dihidroxifenilglicol (10,4 mg/g°©) 2021
= — - o 050l ACi foico. Acido D- TaDia-OUITS )
Orujo de xtraccion ;:on mlcrooondas (monomodo) 50% etanol 12,0 mg/g" IdI‘C.)XI'[II‘OS.O , acido ca e,ICO, acido p apia-Quirdés et al.,
dos fases (5% m/v, 90°C, 5 min) cumarico, rutina, oleuropeina y luteolina 2020
Extraccion por ultrasonidos (bafio) 50% etanol 2,1-8,1 mg/g; Hidroxitirosol, &cido cafeico, acido p- Tapia-Quirds et al.,
(5% m/v, 20-24°C; 30 min) 1,9-9,7 mg/g°d cumarico, rutina, oleuropeina y luteolina 2020
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Extraccion con liquidos presurizados
(20% m/v, 100°C, 5min (+5 min de
precalentamiento), 103 psi)

50% etanol

<o0=9mg/g

Hidroxitirosol, acido cafeico, acido p-
cumarico, rutina, oleuropeina y luteolina

Tapia-Quirds et al.,
2020

Ribeiro et al., 2021

Centrifugacion (10 000xg, 10 min)

30,52 mg/g°©

Hidroxitirosol (5,0 mg/g)°©

Extraccion con liquidos presurizados
(14,7% mi/v, 136,5 °C, 20 min, 103 bar)

52% etanol

1,7 mg/g?P

Hidroxitirosol (0,1 mg/g?)
Hidroxitirosol oxidado (0,6 mg/g?)
Oleuropeina (0,1 mg/g?)

Pavez et al., 2019

80% metanol

0,3 mg/g?

Oleuropeina (0,02 mg/g?)

Pavez et al., 2019

80% cloruro de
colina-acido
lactico

29,6 mg/g?

Hidroxitirosol (0,9 mg/g®)
Oleuropeina (7,56 mg/g)

Chanioti y Tzia,
2018

Dimetilsulfoxido

0,7 mg/g¢

Yakhlef et al., 2018

47% etanol

44,5 mg/g?

Hidroxitirosol (8,0 mg/g?)

Contreras et al., 2021

Agua

175,0 mg/g°©

Tirosol (2,1 mg/g©)
Hidroxitirosol (11,0 mg/g®)

Doménech et al.,
2021

Agua

156,0 mg/g°©

Tirosol (11 mg/g®)
Hidroxitirosol (3,1 mg/g®)
Vainillina (1,7 mg/g®)
Acido vainillico (2,1 mg/g®)
Siringaldehido (1,0 mg/g°©)

Doménech et al.,
2021

1184,0 mg/L

Tirosol (14 mg/L)
Hidroxitirosol (108 mg/L)

Yakhlef et al., 2018

Orujo de Maceracion (25% m/v, 2 h)
tres fases - .
Extraccion por microondas (monomodo)
(8% m/v, 60°C, 30 min)
Homogeneizacién 30 min
(33% m/v, T ambiente)
Extraccion por ultrasonidos (bafio)
.. (6% m/v, 50 min)
Orujillo
Extraccion Soxhlet (2% m/v, 12 h)
Hueso de Extraccion Soxhlet
aceituna (2% m/v, 12 h)
Aguas i
residuales
Pulpa Extraccion por ultrasonidos (bafio)

residual (6% m/v, 50 min)

47% etanol

4,6 mg/g?

Hidroxitirosol (<1,2 mg/g?)
Trilignoles

Contreras et al., 2021

Referido a peso seco de biomasa; "Suma total de compuestos fendlicos (el resto de datos estan expresados como equivalentes de acido galico); °Referido a peso seco de

extracto; 9Referido a biomasa.

TPC, contenido total de compuestos fendlicos expresado como equivalentes de acido galico (GAE)
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2.4. Purificacion de compuestos
bioactivos

Tras laaplicacion de alguno de los métodos de extraccion descritos en el apartado anterior
y para la obtencion de extractos enriquecidos en compuestos bioactivos, se deben emplear
técnicas de purificacion como la tecnologia de membranas, extraccion liquido-liquido y

separacion con adsorbentes y resinas (Davila et al., 2019; Trikas et al., 2017).
2.4.1. Tecnologia de membranas

La tecnologia de membranas se emplea para separar componentes de una disolucion
rechazando las sustancias no deseadas y permitiendo que las deméas pasen a través de la
membrana (Saleh-Abdo y Kumar-Gupta, 2016). Se trata de técnicas que presentan
maultiples aplicaciones en la industria de procesos quimicos y son competitivas con otras
tecnologias de separacion ya consolidadas (Zagklis y Paraskeva, 2019). En esta técnica
la corriente de alimentacion es transportada a través de la membrana debido a la accion
de una fuerza impulsora. La alimentacion se separa en dos corrientes: un permeado, que
contiene el material que ha pasado a través de la membrana y un retenido o concentrado

formado por todas las particulas que no atraviesan la membrana (Figura 36).
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Retenido o concentrado
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Figura 36. Componentes que intervienen en el proceso de separacién por membranas.
Fuente: adaptada de Diez-Ruano, (2010).

La Tabla 11 muestra los diferentes procesos de membranas que existen dependiendo de
la fuerza impulsora que se aplica. Las mas empleadas para la obtencion de compuestos
bioactivos son: la microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion y osmosis inversa (Figura
37).

Tabla 11. Procesos de separacion por membranas que existen dependiendo de la fuerza

impulsora aplicada en el proceso (basada en Wang y Tang, (2011)).

Fuerza impulsora Tipo tecnologia

Presion - Osmosis inversa
- Nanofiltracion
- Ultrafiltracién
- Microfiltracion
- Separacidén de gases

- Pervaporacion

Temperatura - Destilacion por membranas
Gradientes de concentracion - Dialisis
Potencial eléctrico - Electrodialisis

En la microfiltracion el mecanismo de transporte esta basado en la exclusién molecular.
Se emplean membranas con un tamafio medio de poro que oscila entre 0,05y 10 umy
permite eliminar las particulas que tienen un peso molecular medio mayor de 400 kDa.
Estas membranas se fabrican en un amplio rango de materiales, tanto organicos como

inorganicos (Ray et al., 2020). Las presiones de operacion requeridas son bajas, varian de
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0,5 a 3 bar. El coste de operacion en esta técnica es bajo, aunque el grado de purificacion

es menor que en otras tecnologias de membranas.

En el caso de la ultrafiltracion, el principal mecanismo es la exclusién molecular,
permitiendo separar macromoléculas de entre 1 y 150 kDa mediante membranas porosas,
tanto orgédnicas como inorgénicas. Dependiendo de los compuestos presentes en la
muestra, se pueden producir reacciones entre las particulas y la membrana que podrian

disminuir la eficiencia del proceso (Al Aani et al., 2020).

La nanofiltracion es la operacién intermedia entre la ultrafiltracion y la ésmosis inversa.
El tipo de membranas empleadas presentan una estructura no porosa 'y un mecanismo de
transporte de difusion de la solucion. Las membranas tienen un tamafio de poro de 1 nm,
que corresponden a un corte molecular de 300-500 Da y la presion de trabajo oscila entre
5-15 bar (Teixeira et al., 2014). El principal inconveniente de esta tecnologia es la
dificultad de reproducibilidad del tamafio de los poros de la membrana y la distribucién
de estos. Ademas, las membranas de nanofiltracion pueden ensuciarse rapidamente, lo

que provoca una disminucion del flujo de trabajo (Wang y Tang, 2011).

Finalmente, el mecanismo de separacion de la 6smosis inversa consiste en la disolucion-
difusion a través de la membrana. Practicamente solo permite el paso de agua a través de
la membrana ya que retiene particulas de masa inferior o igual a 50 Da y trabaja a una
presion de 10-100 bar. Las membranas de 6smosis inversa se clasifican en membranas
asimétricas y membranas compuestas de pelicula delgada. El principal inconveniente de
esta técnica es el ensuciamiento de la membrana que provoca una reduccién de la
productividad y de la calidad de permeacion, dando lugar al aumento del costo energético
ya que se requiere una mayor demanda de energia y a la reduccion de la vida Gtil de la

membrana (Mufioz et al., 2021).
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Figura 37. Tipos de procesos de membranas para los que la fuerza impulsora es un
gradiente de presibn y tipo de compuestos que se pueden separar.
Fuente: Cantero et al. (2010).

En general, los procesos de separacion por membranas presentan multiples ventajas como
son: bajo coste energético, temperatura de operacion moderada, posibilidad de operar en
continuo y facilmente automatizable, facilidad de montaje, desmontaje y operacion. Todo
esto favorece su aplicacion en la industria ya que permiten el reciclaje de materiales y
recuperacion de recursos haciéndolas técnicas mas sostenibles (Al Aani et al., 2020). Sin
embargo, presentan algunos inconvenientes como son: elevado coste de las membranas,
ensuciamiento de las membranas, baja resistencia mecanica a vibraciones, presiones y

altas temperaturas de algunas membranas (Conidi et al., 2017).
2.4.2. Extraccion liquido-liquido

La extraccién liquido-liquido, también conocida como extraccion con solventes, es
aquella en la que se produce la separacion de los componentes de una mezcla liquida
(extracto acuoso) mediante la adiccion de un disolvente (normalmente orgénico) en el

cual uno o mas componentes son preferentemente solubles (Yahya et al., 2018).

En este tipo de extracciones las dos fases se agitan juntas durante un tiempo determinado
para asegurar el contacto entre si. A continuacion, estas fases forman dos capas de liquido
completamente distintas tras dejarlas en reposo y se separan, por ejemplo, en un embudo
de decantacion (laboratorio) (Figura 38), en reactores de mezclado y sedimentacién

(industria) (De Dietrich) o en tanques de sedimentacion por gravedad (industria), asi
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como se pueden emplear coalescedores (industria) que aceleran la separacion de las fases
(SULZER).

Disolvente organico

Extracto acuoso

Figura 38. Esquema de extraccion liquido-liquido a escala laboratorio.

Fuente: elaboracion propia.

Existen tres tipos generales de técnicas de extraccion liquido-liquido: simple, continua y
en contracorriente. La técnica simple consiste en poner en contacto una sola vez las dos
fases (Figura 39), en la continua existe un flujo continuo de disolvente organico a través
de la disolucion acuosa que contiene la mezcla a separar y en la extraccion a
contracorriente las fases se encuentran en contacto continuo y se mueven en direcciones
opuestas (TESEO, 2012).

El principal pardmetro que afecta a esta técnica es el disolvente de extraccion empleado.
Asi, se debe asegurar que los dos disolventes sean inmiscibles entre si, que los
compuestos a extraer presenten una maxima solubilidad en el disolvente y féacil

separaciéon del producto del extracto/disolvente (De Dietrich; Yahya et al., 2018).

En la industria quimica, este tipo de extraccion es empleada en contracorriente en varias
etapas, aunque, en el caso de laboratorios o produccion a pequefia escala es muy dificil
llevarla a la practica ya que las unidades de trabajo empleadas requieren un gran volumen
de disolvente y son impulsados por gravedad (Weeranoppanant et al., 2017). Esta técnica
tiene inconvenientes como la formacion de emulsiones y el uso de elevadas cantidades de

disolventes organicos (Yahya et al., 2018).
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2.4.3. Empleo de materiales adsorbentes y resinas

La adsorcion es una operacion unitaria mediante la que se separa uno 0 mas componentes
de una fase fluida quedando concentrados sobre la superficie de otra fase sélida (como
carbdn activo o resinas poliméricas). La fase sélida que retiene el compuesto se llama

“adsorbente” y el soluto que se absorbe se denomina “adsorbato”.

El factor mas importante para determinar la intensidad de la fuerza impulsora es el grado
de solubilidad que presenta la sustancia disuelta. Cuanta mayor sea la atraccion de una
sustancia por el disolvente, menos posibilidad tiene de trasladarse a la interfase para ser

adsorbida.

Se pueden diferenciar tres tipos de adsorcion dependiendo de qué tipo de fuerzas existan
entre el adsorbato y el adsorbente: i) de tipo eléctrico, ii) de Van der Waals o iii) de tipo

quimico.

La adsorcion del primer tipo, conocida como adsorcion por intercambio, es aquella en el
que el soluto y el adsorbente se atraen por fuerzas electrostaticas. Es decir, los iones del
adsorbato se concentran en la superficie del adsorbente, que se halla cargado
eléctricamente con signo contrario a los iones del adsorbato. En el caso de dos adsorbatos
iénicos iguales en varios factores (pH, temperatura, etc.), pero uno con mayor carga que
otro, el de mayor carga sera el que sea adsorbido. Para adsorbatos con igual carga, el
tamafio molecular es el que determina cuél serd adsorbido. La adsorcién por fuerzas de
Van der Waals conocida como adsorcion fisica o fisisorcion es aquella en la que el
adsorbato no esta fijo en un lugar especifico de la superficie del adsorbente, sino que
presenta movilidad en la interfase. Finalmente, cuando se produce una interaccion
quimica entre el adsorbato y el adsorbente, el fendmeno se llama adsorciéon quimica o
quimisorcién. Las fuerzas de interaccion entre el adsorbato y el adsorbente son elevadas,
casi como un enlace quimico. En este tipo de adsorcién el adsorbato sufre una
transformacion, mas o menos intensa, dependiendo de su naturaleza quimica (Calderon-
Bodevin, 2005).

La mayoria de los fendmenos de adsorcion producidos son combinaciones de las tres
formas de adsorcion y, ademas, no es facil distinguir entre adsorcion fisica y quimica. La
adsorcion depende fundamentalmente de la naturaleza, la estructura y porosidad del

adsorbente, de las propiedades fisico-quimicas del adsorbato y del medio en el cual la
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adsorcion debe efectuarse, y de la temperatura de trabajo (Cuerda-Correa, 2016). Los
materiales adsorbentes pueden ser polares (p. ej. silice, amino y ciano), apolares (Cs, C1s,
etc.) o relacionados con el intercambio anidnico o catidnico (Nerin et al., 2012). Esta
operacion de adsorcion se ha empleado para la purificacion de compuestos fenélicos de

diferente naturaleza (Jahromi, 2019).

El empleo de materiales adsorbentes para purificar extractos a escala laboratorio se puede
Ilevar a cabo con un sistema de extraccion en fase sélida, que permite concentrar y separar
un analito (o compuesto bioactivo de interés) del resto de compuestos de una muestra.
Esta operacion se realiza en cartuchos desechables que consisten en columnas cortas que
contiene el material adsorbente (fase estacionaria). La fase mévil o eluyente circula a
través del material adsorbente con la ayuda de un colector de vacio o presién positiva
Ilevando consigo la mezcla de analitos que quedan retenidos en la fase solida y que luego
seran extraidos con nuevo eluyente (Bertol y Vaiano, 2016; Yahya et al., 2018). Se
pueden aplicar varios eluyentes si se va a fraccionar los compuestos de interés en dos o

mas fracciones (Figura 39).

ACONDICIONAMIENTO
Metanol , . .
l ADSORCION ELUCION ELUCION
L extracto acuoso . .
Agua acidificada Agua Disolvente organico

— pr— — pr— — — — —

Cartucho con
adsorbente

Activacion

l l l l

Restos del EXtrath tras Eluyente acuoso Eluyente organico
acondicionamiento adsorcion (extracto purificado)

Figura 39. Aplicacion de la operacién de adsorcion para separacion de biocompuestos:

purificacion de extracto acuoso de orujillo. Fuente: Elaboracion propia.

Las principales ventajas de la extraccion en fase sdlida es el bajo consumo de disolvente,

reducido nimero de pasos, se puede trabajar con diferentes muestras al mismo tiempo y
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presenta buenas tasas de recuperacion. El principal inconveniente es el elevado coste de
los cartuchos (Bertol y Vaiano, 2016).

2.4.4. Aplicacion en extractos de residuos del sector oleicola

Los métodos de purificacion citados en este apartado se han empleado para obtener
extractos purificados de oleuropeina, tirosol e hidroxitirosol a partir de extractos de hoja,
de orujo y aguas residuales de almazara, principalmente (Britton et al., 2019; Fernandez-
Prior et al., 2020; Liu et al., 2021; Sanchez-Arévalo et al., 2021). En el caso de las aguas
residuales de almazara, algunos estudios han combinado varios tipos de separacion por
membranas para la purificacion de compuestos fendlicos (Garcia-Castello et al., 2010;
Tundis et al., 2020). Otra opcion es el empleo de resinas de intercambio idnico tras el
empleo de membranas, ya que los carbohidratos presentes en los extractos pueden tener
una distribucién comparable a la de los compuestos fenolicos debido a que presentan

pesos moleculares similares (Zagklis y Paraskeva, 2019).

La Figura 40 muestra esquemas que se podrian seguir para la purificacion de compuestos

fenolicos a partir de extractos de hoja, orujo y efluentes liquidos de almazara.

Hojas de olivo #8 \.3,’

Extraccion de aceite
de oliva virgen

Secado y molienda ’ Orujo 1 Aguas residuales

—
4
Deshuesado
Enriquecimiento en fenoles por
, ., tecnologia de membranas, fermentacion,
Extraccion Extraccion T L
hidrolisis enzimatica

l

‘ Fraccion liquida rica compuestos fendlicos — -
| Liofilizacion seguida de

1 extraccion con solvente
Extraccion con disolvente ‘ Adsorcion

e

Extractorico en
Figura 40. Esquema del proceso de purificacion de compuestos fendlicos de

compuestos fendlicos
(20- 4() %)

Columna de separacion
cromdlograh ca

Cnmpueqtm fendlicos
purltlcados(>90“/ )

residuos/subproductos de la industria del olivar. Fuente: adaptado de Britton et al. (2019).

90



Introduccion

La extraccion liquido-liquido se puede emplear para la extraccion de lignina de materiales
lignocelul6sicos (Stiefel et al., 2017) y para la recuperacion de la compuestos
antioxidantes y antimicrobianos en la fase organica (Gullon et al., 2017; Zagklis y
Paraskeva, 2019) mientras se obtiene una fase acuosa enriquecida en oligosacaridos si se
emplean pretratamientos hidrotérmicos, por ejemplo (Gullon et al., 2017). Asi, a partir de
poday de orujo de dos fases tratados con agua caliente (170-230°C) y explosion por vapor
(200-240°C) se han extraido extractos fendlicos ricos en hidroxitirosol y oleuropeina,
empleando acetato de etilo como disolvente organico, con recuperaciones de un 80%,
aproximadamente (Conde et al., 2009). Allouche et al. (2004) emplearon este tipo de
extraccion con acetato de etilo en corriente continua de 3 etapas para separar fenoles de
las aguas residuales de almazara. La Tabla 12 muestra diferentes tecnologias aplicadas a
la purificacién de compuestos bioactivos de los residuos/subproductos de la industria del

olivar.
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Tabla 12. Tecnologias de purificacion de compuestos bioactivos de la biomasa del olivar.
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Biomasa Extracto

Descripcion

Compuesto separado

Referencia

Tecnologia de membranas

Microfiltracion (0,2 um poro) +

Hojas de olivo Acuoso ultrafiltracion 5 KDa (PVDF) + Oleuropeina (16,8 mg/g extracto) Khemakhem et al., 2017
nanofiltracién 300 Da (poliamida)
e L . Acido galico (43 mg/L)
ACU0S0 _Ultraflltracmn + nanofiltracion + smosis Hidroxitirosol (56 mg/L) Zagklis y Paraskeva, 2019
inversa .
Tirosol (13,6 mg/L)
Ultrafiltracién HFS (PVDF) + Polifenoles de bajo peso
Acuoso nanofiltracién 90 Da (capa delgada) molecular (85 mg/L) Cassano et al., 2013
Aguas residuales ACU0SO Ultrafiltracién 50 KDa (polisulfona) Hidroxitirosol (70% recuperacion) El-Abbassi et al., 2014
Microfiltracion (0,2 um poro) +
ACU0S0 nanofiltracion (polietersulfona) + Hidroxitirosol (280 mg/L) Garcia-Castello et al., 2010
6smosis inversa
Microfiltracion (0,1 pm poro; cerdmica Hidroxitirosol. tirosol
Acuoso multicanal) + nanofiltracién 150-300 Da A Tundis et al., 2020
. y oleuropeina (3 g/L)
(poliamida)
Aguas residuales Acuo0so Nanofiltracion 270 Da (pelicula Tirosol (76% extraido) y sacarosa Sanchez-Arévalo et al., 2021

compuesta de poliamida)

Extraccion liquido-liquido

Hidroxitirosol (1225 mg/L)

Con acetato de etilo en corriente continua Tirosol (345 mg/L) 5 Acido
Aguas residuales Acuoso caféico (256 mg/L) Acido Allouche et al., 2004
de 3 etapas i P
feralico (70 mg/L) Acido
cumarico (1695 mg/L)
Adsorcién
. . Material BNKX-5-BA,; . 0 ., .
Hojas de olivo Acuoso elucion: etanol-agua (10:1:9 (Viv)) Oleuropeina (82% recuperacion) Liuetal., 2021
Etanol:agua  Material: XAD16; Hidroxitirosol (19% recuperacion)

Orujo de tres fases (50%, VIV)

elucion:etanol:agua (50%, v/v)

Tirosol (45,7% recuperacién)

Niknam et al., 2021

. Acuoso
Aguas residuales

Material: XAD4; elucién:etanol

Acido galico (76 mg/L)
Hidroxitirosol (974 mg/L)
Tirosol (152 mg/L)

Zagklis y Paraskeva, 2019

ACU0SO

Material: Isolute ENV; elucién: etanol

Hidroxitirosol

Bertin et al., 2011




Introduccion

2.5. Biorrefineria a partir de biomasa
del olivar y de la industria oleicola

Como se ha indicado en el Apartado 2.1.1, una biorrefineria es una “industria integrada
que, usando biomasa como materia prima y una variedad de tecnologias diferentes,
produce energia y/o biocombustibles, a la par que productos quimicos, materiales,
alimentos y piensos” (MITECO). La biomasa es conocida como “todo material de origen
biolégico excluyendo aquellos que han sido englobados en formaciones geoldgicas
sufriendo un proceso de mineralizacion” (AENOR). En una biorrefinieria la biomasa

lignocelulosica tiene que sufrir una serie de transformaciones (Figura 41):

1) Fraccionamiento de la biomasa en sus principales componentes: extractivos,

celulosa, hemicelulosa y lignina.

2) Hidrolisis de los polisacaridos celulosa y hemicelulosa a monémeros como

glucosa y la xilosa.

3) Transformacion de la glucosa a compuestos quimicos como el etanol, butanol

y acidos organicos, empleando la fermentacion y otras conversiones quimicas.

4) Transformacion de la xilosa a productos como el etanol, xilitol o furfural,

empleando fermentacion u otros procesos.

5) Empleo de la fraccion de lignina para obtencion de otros bioproductos o como

biocombustible.
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Actualmente, existe un gran interés por la conversion biolégica de la biomasa
lignoceluldsica derivada del olivo y sus industrias asociadas con el fin de desarrollar una
biorrefineria a partir de estos materiales. Esto supondria la valorizacion de estas biomasas,
de caracter residual en su mayoria, contribuyendo al cumplimiento de los ODS planteados
por Naciones Unidas para el afio 2030, especialmente a los objetivos n® 7 “Energia

asequible y no contaminante” y n® 12 “Produccion y consumos responsables”
2.5.1. Pretratamiento

Una de las etapas cruciales para hacer viable una plataforma a partir de biomasa para
aprovechar la matriz polimérica es el pretratamiento. Este consiste en un fraccionamiento
de la biomasa mediante tratamientos fisicos, quimicos, fisico-quimicos y/o bioldgicos
facilitando su posterior transformacién quimica o biolégica (Mesa et al., 2016) (Figura
41). En una biorrefineria, la etapa de pretratamiento puede suponer un 20% de los costes

totales de produccidon (Yang y Wyman, 2008).

Pretratamiento I \/’\ " |\
‘ \ "

|
Lignina \

Hidrolizado liquido Residuo so6lido

\ [
!‘ \ Hidrolisis Residuo riCO
/ ] enzimatica en lignina
Azlcares Glucosa
hemicelulosicos
Lignina solubilizada Fermentacion
Bioetanol

Otros bioproductos

Figura 41. Esquema de la accion del pretratamiento sobre materiales lignoceluldsicos.

Fuente: Elaboracidn propia.
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Un pretratamiento adecuado implica: (1) disminuir la cristalinidad de la celulosa
aumentando su porosidad y superficie para la posterior etapa de hidrolisis enzimatica; (2)
romper los enlaces lignina-celulosa; (3) mejorar la recuperacion de azlcares
fermentables; (4) reducir la pérdida de carbohidratos; (5) minimizar la generacion de
compuestos inhibidores, ya que supondrian un problema para las enzimas y
microorganismos que actlan sobre el material en procesos posteriores de hidrolisis y

fermentacion; y (5) ser rentable (Barroso, 2010).

Los principales pretratamientos empleados sobre materiales lignoceluldsicos se clasifican
en la Figura 42, en funcion del principal agente que ejerce la accion para reducir la

naturaleza recalcitrante de la biomasa.

PRETRATAMIENTO
. : FISICO- ;
FISICOS QUIMICOS QUIMICOS BIOLOGICOS
! I |

Molienda Acido Explosion por vapor
Extrusion Alcalino Agua caliente a presion
Irradiacion Organosolv Explosion con amoniaco

Ozonolisis Oxidacion humeda

Liquidos i6nicos Fluidos supercriticos

Figura 42. Clasificacion de los pretratamientos aplicados sobre materiales

lignocelul6sicos. Fuente: elaboracion propia.

2.5.1.1. Pretratamientos fisicos

Este tipo de pretratamiento suele realizarse antes de cualquier otro tipo de pretratamiento
para hacer que el proceso posterior sea mas facil y eficaz (Chen y Géanzle, 2017). Se
emplea para ampliar el area superficial accesible y el calibre de los poros de la biomasa
y disminuir la cristalinidad y la despolimerizacion de la celulosa (Baruah et al., 2018). Su
principal desventaja es un alto consumo de energia (Shirkavand et al., 2016). Los

principales pretratamientos de este tipo son:

e Molienda
La molienda permite reducir el tamafio de particula del material y el grado de

cristalinidad de los materiales lignocelulosicos, produciendo asi un aumento del area
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superficial (Cheny Ganzle, 2017). Estos factores se ven afectados por el tipo de molienda
empleado y el tipo de biomasa (Baruah et al., 2018). Los principales equipos empleados
son molinos de bolas, de rodillos, de martillos, coloidal y de energia vibratoria (Sun et
al., 2016).

e Extrusion

La extrusion es un pretratamiento termofisico en el que los materiales se mezclan,
calientan y cortan, produciéndose alteraciones fisicas y quimicas que producen la
disminucion del tamafio de la lignocelulosa y la despolimerizacion del material
(Shirkavand et al., 2016). Este método presenta ventajas como alto efecto de
cizallamiento sobre la biomasa, mezcla rapida, se puede operar en condiciones suaves
con tiempos de residencia cortos y temperaturas moderadas que evitan la formacion de
sustancias toxicas como furfural e hidroximetilfurfural. Como principales
inconvenientes, presenta un elevado consumo de energia'y como consecuencia un elevado
coste (Yu et al., 2019).

e Irradiacion

La irradiacion suele emplearse como una ayuda previa a otros tratamientos, ya que
este método no puede eliminar las hemicelulosas o la lignina de los materiales
lignocelul6sicos, ni reducir su tamafio de particula. Este pretratamiento permite una
mejora de la posterior hidrolisis enzimatica de materiales lignoceluldsicos (Hassan et al.,
2018).

2.5.1.2. Pretratamientos quimicos

En este tipo de pretratamiento se usa un agente quimico o solvente orgénico para
descomponer la estructura de los materiales lignoceluldsicos y promover la rotura de los
enlaces internos presentes entre lignina y hemicelulosa: agentes oxidantes (alcalis, acidos
y sales), &cidos organicos (acido oxalico, el acido acetilsalicilico y el &cido salicilico)
como catalizadores, mezcla de disolventes organicos u organicos acuosos con acidos

inorganicos como HCl y H.SO4 (Behera et al., 2014).

Se trata de un método eficaz debido a su capacidad para degradar la celulosa a través de
la solubilizacion de lignina e hidrolisis de hemicelulosas y para despolimerizar y reducir
la cristalinidad de la biomasa (Shirkavand et al., 2016). Aunque, presenta inconvenientes

como la generacion de compuestos toxicos, la pérdida de carbohidratos y el alto costo del
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proceso (Shirkavand et al., 2016). Este pretratamiento es usado en la industria de la pulpa
y del papel para la deslignificacion del material celulésico (Sandberg et al., 2017) y en
diversos procesos industriales para mejorar la digestibilidad de la biomasa (Wyman et al.,
2005).

2.5.1.2.1. Pretratamientos acidos

El pretratamiento con &cido se aplica para solubilizar parcialmente las hemicelulosas de
los materiales lignoceluldsicos y promover el acceso de las enzimas a la estructura
celulosica, debido a que los enlaces glucosidicos de las hemicelulosas y la celulosa son
susceptibles al acido (Sun et al., 2016). Para este tipo de pretratamientos se pueden
emplear acidos inorganicos diluidos (<10% m/v) trabajando a 100-240°C y presion
superior a 10 atm; y concentrados (~ 30% m/v) a una temperatura de 100°C durante 2-10
horas a 1 atm de presion (Chen y Géanzle, 2017). Hay que prestar especial atencion al uso
de estos ultimos ya que pueden provocar degradacién de la celulosa, una alta
concentracion de inhibidores y corrosion del equipo (Shirkavand et al., 2016).

Los acidos inorganicos mas comunmente utilizados son: acido sulfarico (H2S0O4), acido
fosforico (H3POs), acido clorhidrico (HCI) y &cido nitrico (HNO3) (Shirkavand et al.,
2016). El acido sulfarico es uno de los mas empleados ya que presenta un coste bajo y
amplia disponibilidad. Sin embargo, es corrosivo y peligroso, y entre otras desventajas
conlleva la formacién de compuestos inhibidores a bajos pH y la necesidad de
neutralizacion y eliminacion de sal (Rezania et al., 2017). Alternativamente, el acido
fosfdrico presenta ventajas como ser menos corrosivo y toxico y es considerado una
fuente de fosforo que se emplea como nutriente para los microorganismos en la etapa de
fermentacion (Castro et al., 2014). Ademas, el uso de este acido puede tener un impacto
medioambiental menor, ya que gran cantidad de productos quimicos de valor afiadido
(fosfatos, N, K, Mg y metales traza) pueden ser recuperados y utilizados como

fertilizantes (Haykiri-Acmay Yaman, 2019).

Algunos acidos organicos (acidos férmico, acético y propidnico) tambien pueden mejorar
la hidrolisis de la celulosa. Estos presentan una alta eficiencia de pretratamiento y
suponen una menor degradacion de xilosa y por tanto, se obtiene menor cantidad de

furfural que en el pretratamiento con &cido sulfurico (Chen y Génzle, 2017).
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2.5.1.2.2. Pretratamientos alcalinos

El pretratamiento alcalino también puede provocar la solubilizacion de la lignina y la
hemicelulosa, provocando un incremento del area superficial, despolimerizacion y
disminucion de la cristalinidad. Las principales ventajas que presenta este pretratamiento
es la eliminacion de lignina y grupos acetilos y la menor degradacién de azUcares
comparado con el pretratamiento acido (Haghighi et al., 2013). Uno de los principales
inconvenientes son las elevadas presiones, largos tiempos de proceso y la formacion de

sales dificiles de recuperar (Chen y Génzle, 2017; Shirkavand et al., 2016).

El hidroxido de sodio (NaOH), hidroxido de potasio (KOH), hidroxido de calcio
[Ca(OH)2], hidréxido de amonio (NH4sOH) y carbonato de sodio (Na2COsz) son los
agentes alcalinos mas empleados en este tipo de pretratamiento. De entre ellos, el
pretratamiento con hidroxido de sodio es muy empleado debido a que es més barato que
el hidroxido de potasio, presenta mayor solubilidad que el hidroxido de calcio y mayor
alcalinidad que el hidréxido de amonio (Seok et al., 2016). Alternativamente, el hidroxido
de calcio es asequible econémicamente y seguro y puede ser recuperado y reciclado, pero
su capacidad de deslignificacion es mucho menor en plantas lefiosas que en plantas

herbaceas y agricolas que otros agentes alcalinos (Sindhu et al., 2015).
2.5.1.2.3. Pretratamientos con organosolvente

En estos pretratamientos se emplean mezclas de agua y disolventes organicos, a veces en
presencia de un catalizador, a una temperatura de entre 100 y 200°C y durante tiempos
de reaccién de 30 a 150 min. La temperatura y el tiempo de reaccion son dependientes,
es decir, una duracion de exposicion corta exige una temperatura alta y viceversa (Chin
et al., 2020).

En este tipo de pretratamiento se utilizan normalmente disolventes organicos (metanol,
etanol y acetona) y catalizadores acidos organicos o inorganicos (&cidos clorhidrico y
sulfurico) y bases (hidréxido de sodio, amoniaco y cal) (Zhou et al., 2018). El disolvente
organico mas empleado para la deslignificacion es el etanol debido a que es uno de los
solventes verdes mas baratos disponibles, a su bajo punto de ebullicion y a su facilidad
de recuperacion mediante destilacion (Zhao et al., 2009). Este pretratamiento da como
resultado un licor de pretratamiento rico en azucares hemiceluldsicos y una fraccion

solida de lignina de alta calidad, dando lugar asi a la produccion de compuestos de alto
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valor afadido (Salapa et al., 2017). El sélido rico en celulosa podria emplearse para
obtener azlcares por lo que esta técnica permite el uso integral de la biomasa lo que se

considera un punto importante dentro del esquema de una biorrefineria.

Cuando se agregan catalizadores acidos, la tasa de deslignificacion aumenta y se obtienen
mayores rendimientos de xilosa comparada con otros catalizadores como el &cido formico

0 el &cido acetilsalicilico (Zhao et al., 2009).
2.5.1.2.4. Ozonolisis

La ozondlisis es uno de los pretratamientos oxidativos de biomasa lignoceluldsica mas
eficaz para lograr la degradacion de la lignina afectando minimamente al contenido de
hemicelulosa y celulosa (Travaini et al., 2016). El ozono es un fuerte agente oxidante y
soluble en agua (110 mg/L, 25°C), aunque su coste es muy elevado (Patil et al., 2021).
La mayor ventaja de este proceso es la baja generacion de compuestos de degradacion
(Bhatt y Shilpa, 2015).

Aunque la mayoria de las investigaciones sobre este pretratamiento estan centradas en el
blanqueo en la industria del papel de pulpa y en el tratamiento de aguas residuales
industriales y subterraneas, la ozonolisis también se ha aplicado en materiales

lignocelulosicos (Li et al., 2015).
2.5.1.2.5. Liquidos ionicos

Los liquidos idnicos, sales organicas compuestas de cationes y aniones como el 1-alil-3-
metilimidazolio, el formiato de 2-hidroxietilamonio, el cloruro de 1- butil-, 1-etil- 0 1-
alil-3-metilimidazolio y el acetato de 1-etil- o 1-butil-3-metilimidazolio son considerados
como disolventes verdes adecuados para la solubilizacion simultanea de carbohidratos y
lignina de la biomasa lignocelulésica. En general, la viscosidad es un parametro muy
importante cuando se aplican liquidos idnicos, ya que la baja viscosidad provoca que la
celulosa se disuelva a baja temperatura, reduciendo asi el consumo de energia. Aunque
los liquidos i6nicos presentan bajo punto de fusion (>100°C), se emplean en procesos de
hasta 300°C, ya que son térmica y quimicamente estables a altas temperaturas (Taylor et
al., 2019).

Entre las ventajas de este tipo de pretratamiento destaca que no generan residuos

peligrosos y es posible recuperar aproximadamente el 100% del liquido empleado
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(Usmani et al., 2020). No obstante, presenta tres limitaciones que impiden su empleo a
escala industrial: (i) se necesitan grandes cantidades de liquidos i6nicos y actualmente su
coste es elevado, (ii) su reciclaje consume mucha energiay, (iii) durante el pretratamiento,
la solucion se vuelve viscosa por lo que su manejo se hace dificil (Haghighi et al., 2013).
Fu y Mazza (2011) mostraron una estrategia para solventar estos problemas empleando
disoluciones acuosas de liquidos idnicos. Con ello, se consiguio reducir la cantidad de
liquido idnico, lo que produjo una disminucion de la viscosidad y, finalmente, los liquidos
ionicos se reciclaron facilmente ya que la evaporacién u ésmosis inversa no fueron

necesarias.

Para el tratamiento de biomasa lignoceluldsica, a nivel industrial, una de las mejores
opciones ha sido el empleo de los liquidos ionicos libres de halogenos basados en acetato,
como por ejemplo el acetato de 1-etil-3-metilimidazolio (EMIM OAc), ya que tienen
menor viscosidad y son mas estables térmicamente que aquellos con grupos cloruros
(Zhao et al., 2009).

2.5.1.3. Pretratamientos fisico-quimicos

Son tratamientos que combinan la accion fisica de unas condiciones de presion y
temperatura con la adiccion de un agente quimico. Estos pretratamientos son eficaces para
solubilizar la hemicelulosa y alterar la estructura de la lignina, provocando que las
enzimas hidroliticas accedan mas facilmente a la celulosa. Estos pretratamientos
dependen de las condiciones experimentales y de los reactivos quimicos utilizados que

afectan a las propiedades fisicas y quimicas de la biomasa (Behera et al., 2014).
2.5.1.3.1. Explosion por vapor

Este método se basa en la combinacion de efectos térmicos, quimicos y mecanicos que
acttan sobre la biomasa. El calentamiento con vapor (proceso termoquimico) produce la
descomposicion de los componentes estructurales, suele ocurrir a alta presion (20-50 bar)
y temperaturas de 160-260°C y se mantiene durante un periodo corto de tiempo. El
cizallamiento (proceso mecéanico) se produce debido a la descompresion instantanea
provocando la rotura mecanica de la matriz lignocelulésica y la disminucion del tamafio
de la biomasa pretratada. Y finalmente, tiene lugar la evaporacién de la humedad y la
autohidrolisis (proceso quimico) de los enlaces glucosidicos. Estos procesos dan como

resultado un licor de pretratamiento, que contiene los aztcares hemiceluldsicos disueltos
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y compuestos de degradacién de los mismos, y una fraccion sélida insoluble en la que se
recuperan las cantidades restantes de celulosa, hemicelulosa y lignina (Jedrzejczyk et al.,
2019).

Este tipo de pretratamiento presenta multiples ventajas como bajo impacto ambiental,
baja inversion de capital, ausencia de uso de productos quimicos peligrosos y consumos
menores de energia que los pretratamientos anteriores. Los principales inconvenientes de
esta técnica son la incompleta desestructuracion de la matriz lignocelulésica y la
destruccion de una parte de la hemicelulosa. Se ha propuesto combinar este tipo de
pretratamiento con otros como liquidos ionicos, organosolventes y bioldgicos para
solventar estos problemas (Bhatt y Shilpa, 2015).

2.5.1.3.2. Agua caliente a presion

El pretratamiento con agua caliente, también conocido como autohidrdlisis, es un
pretratamiento hidrotérmico que utiliza altas temperaturas (160-220°C) y presiones en un
reactor para conservar el agua en fase liquida y en contacto con la biomasa durante
tiempos de residencias cortos y sin adicion de productos quimicos y catalizadores
(Tomas-Pejo et al., 2011). En esta técnica, cuando el agua reacciona con la biomasa
lignocelul6sica (proceso de autohidrolisis), se produce la hidrolisis de las hemicelulosas,
quedando asi la celulosa méas accesible para el ataque enzimatico. Esta técnica es capaz

de solubilizar méas del 80% de la hemicelulosa presente en la biomasa.

Este pretratamiento permite la obtencidn de una fraccion sélida compuesta por celulosa
y materiales insolubles en agua, y otra liquida constituida por agua y por la mayoria de
las hemicelulosas solubilizadas (Taylor et al., 2019). Para evitar la generacion de
inhibidores y la degradacion de los azlcares, el pH debe controlarse entre 4 y 7
(Jedrzejczyk et al., 2019).

Las principales ventajas de esta técnica son la alta recuperacion de azUcares derivados de
la hemicelulosa, la baja formacion de productos de degradacion y el hecho de no requerir
adicion de catalizador o productos quimicos. No obstante, presenta una alta demanda de

energia y agua, y la solubilizacion de la lignina es parcial (Manzanares et al., 2020).
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2.5.1.3.3. Explosion con amoniaco

El pretratamiento de biomasa lignoceluldsica con amoniaco presenta altos rendimientos
de recuperacion de azucares, mejora la digestibilidad enzimatica y produce un bajo
contenido de compuestos inhibidores (Yang y Wyman, 2008). Ademas, se trata de una
alternativa econdmica al uso de agentes alcalinos debido a su alta volatilidad que favorece

la recuperacion de los mismos.

En el proceso AFEX, la biomasa es pretratada con amoniaco anhidro liquido y se basa en
el concepto de proceso de explosion de vapor. Se produce a alta presion (1,72-2,06 MPa),
temperaturas de 60-120°C y tiempos de reaccion inferiores a 30 min. En este
pretratamiento solo se obtiene un material solido debido al bajo punto de ebullicion del
amoniaco. La liberacion de azucares no se produce directamente debido a la baja
solubilizacion de las hemicelulosas, pero produce un aumento de la superficie de los
polimeros y como consecuencia mejora la digestibilidad enziméatica (Haghighi et al.,
2013). Optimizando las condiciones del pretratamiento AFEX se puede conseguir mas
del 90% de conversion de celulosa y hemicelulosa en azlcares fermentables (Alvira et
al., 2010).

Otros procesos basados en el empleo de amoniaco son: percolacion reciclada de amoniaco
y remojo en amoniaco acuoso (Alvira et al., 2010). En el primer caso, se emplea amoniaco
acuoso (5-15% en peso) a una temperatura de entre 140 y 210°C, un tiempo maximo de
residencia de 90 min y una velocidad de percolacién de 5 mL/min. Esto permite
solubilizar la hemicelulosa, pero la celulosa permanece intacta. Este pretratamiento no
resulta tan competitivo como el AFEX pero es de interés prestar atencion a la lignina que

se genera debido a su valor afiadido (Bouxin et al., 2014).

El proceso de remojo en amoniaco acuoso aparece como una alternativa interesante
debido a que se realiza a menor temperatura (30-75°C). Se trata de un pretratamiento que
solubiliza o modifica la lignina reteniendo al mismo tiempo en la fraccion solida tanto
glucanos como xilanos y genera una minima cantidad de compuestos inhibidores

liberados de la degradacion del azucar (Alvira et al., 2010).
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2.5.1.3.4. Oxidacion hiumeda

Se trata de un pretratamiento hidrotérmico a alta presion (0,5-2 MPa) y temperatura
(superior a 120°C) y a un tiempo de reaccion inferior a 30 min, que emplea oxigeno o aire
como catalizador, y agua. EI mecanismo de este proceso radica en los radicales hidroxilos
formados y la autocatélisis de los &cidos organicos formados. En esta técnica se consigue
una eficaz solubilizacion e hidrdlisis de las hemicelulosas y una buena deslignificacion
provocada por el &cido organico que se genera durante el pretratamiento y reacciones
oxidativas. La formacion de compuestos inhibidores como furfural e hidroximetilfurfural
es menor en esta técnica en comparacion con la explosion con vapor y agua caliente a
presion (Haghighi et al., 2013).

Los costes del oxigeno y del catalizador son considerados los principales inconvenientes

para el desarrollo de esta tecnologia de oxidacion hiumeda (Tomaés-Pej6 et al., 2011).
2.5.1.3.5. Fluidos supercriticos

Como se indic6 anteriormente, los fluidos que se encuentran a presiones y temperaturas
que exceden la presion y la temperatura critica se conocen como fluidos supercriticos
(Subramaniam, 2017). Los fluidos supercriticos utilizados para pretratar la biomasa
lignocelulosica incluyen CO. supercritico, agua supercritica, etanol supercritico o
mezclas de CO> supercritico con codisolventes (Liu et al., 2019).

Al igual que para la extraccion de compuestos bioactivos, el fluido supercritico mas
empleado es el CO.. En este pretratamiento, el CO2 se comporta como un solvente. Para
ello, el CO- pasa a través de un recipiente de alta presion que contiene la biomasa. El
recipiente se calienta a la temperatura requerida y se mantiene durante varios minutos a
altas temperaturas. EI CO2 entra en la biomasa a alta presion y forma cido carbonico que
hidroliza la hemicelulosa. El gas presurizado, cuando se libera, altera la estructura de la
biomasa, lo que aumenta la superficie accesible (Kumar y Sharma, 2017). Este método
de pretratamiento no es adecuado para biomasa que no tiene humedad. Por ello, cuando
se emplea un fluido supercritico en el pretratamiento, normalmente, se requiere una etapa
de acondicionamiento del material s6lido en la que se adiciona entre 10-40% de carga de
agua para facilitar la hidrdlisis de las hemicelulosas y, ocasionalmente, se debe ajustar el
pH.
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Las principales ventajas de este pretratamiento son el bajo coste del CO», la baja
formacion de compuestos toxicos. Ademas, al ser un gas se puede eliminar de forma
gaseosa sin dejar restos o se puede recuperar y recircular facilmente. Por todo esto, la
extraccion supercritica se puede considerar un proceso sostenible. Sin embargo, el alto
costo del reactor que pueda tolerar condiciones de alta presion es un obstaculo en su
aplicacion a escala industrial (Kumar y Sharma, 2017).

2.5.1.4. Pretratamientos bioldgicos

El pretratamiento bioldgico consiste en la accion de hongos que dan lugar a la generacion
de enzimas para degradar la lignina y hemicelulosas presentes en la biomasa (Sindhu et
al., 2016). Los hongos que pueden degradar la biomasa lignoceluldsica se pueden
clasificar en hongos de pudricion blanda, marrén y blanca. Los hongos de pudricion
blanda reducen la lignina Klason y erosionan la pared celular secundaria (p. ej. Inonotus
Hyspidus). Los hongos de pudricion parda (conocidos como basidiomicetos) modifican
la lignina y atacan la celulosa y hemicelulosa (p. e]. Laetiporus Sulphureus). Los hongos
de pudricion blanca producen la biodegradacion de la lignina (p. ej. Phanerochaete

chrysosporium) (Rouches et al., 2016).

Diferentes estudios han mostrado una alta eficiencia de deslignificacion cuando se aplican
microrganismos como Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerate, Cyathus
stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarrbarinus y Pleurotus
ostreaus a diversas biomasas lignocelul6sicas. La deslignificacion de la lignina por estos
hongos lleva de 10 a 14 dias para lograr resultados significativos, pero se ha encontrado
que es muy selectiva y eficiente (Behera et al., 2014).

Las principales ventajas de este tipo de pretratamiento son la especificidad del sustrato y
la reaccion, bajo consumo de energia, la no formacion de productos nocivos y el elevado
rendimiento de los productos deseados. Por todo ello, en comparacion con algunos de los
pretratamientos descritos previamente, el pretratamiento biologico se considera un
proceso ambientalmente seguro (Kumar y Sharma, 2017). No obstante, se trata de un
procedimiento lento que requiere un control minucioso durante la etapa de crecimiento y
necesita de un gran espacio para poder llevarlo a cabo (Bhatt y Shilpa, 2015). En la Tabla

13 se resumen las principales ventajas y desventajas de los pretratamientos descritos.
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Tabla 13. Principales ventajas y desventajas de los pretratamientos que se pueden

aplicar a las biomasas lignocelulésicas (basada en Alvira et al., 2010; Bhatt y Shilpa,

2015).
Pretratamiento Ventajas Desventajas
Fisicos
- o -Requiere una potencia muy alta de
. - Disminuye la cristalinidad de la q . P y
Molienda celulosa procesamiento
-No es factible a escala industrial
- Elevado cizallamiento
. - Condiciones suaves de operacion - Elevado consumo de energia
Extrusion . 9 . >
- Evita la formacién de sustancias - Elevados coste de operacion
toxicas
N - Alta uniformidad y selectividad
Irradiacion ' - - Costes elevados
- Tiempo de procesamiento cortos
Quimicos
- Altos coste de acido y neccesidad de
. ., . neutralizacion
A - Disolucion de hemicelulosas . . .
Acidos - , - Se requiere equipo resistente a la
- Alto rendimiento de azUcar o
corrosion
- Formacién de inhibidores
. - Causan menor degradacion de azucres L R
Alcalinos Jegrada - Formacidn de inhibidores
que el pretratamiento &cido
- Hidrdlisis eficaz de lignina
- 9 y - Alto coste
Organosolv hemicelulosa ; . L
e o A - Requieren equipos de alta presion
-Util para la recuperacion de lignina
S I - Requerimientos de grande cantidades de
. - Eliminacién de lignina
Ozonolisis 0Z0no

- No genera compuestos toxicos

- Técnica costosa

Liquidos ionicos

- Disolucion de grandes cantidades de
celulosa

- Trabaja en condiciones de reaccion
suave

- Técnica costosa
- Industrialmente inviable

Fisico-Quimicos

Explosion por
vapor

- No se requiere equipo de corrosién
- Liberacién de lignina y solubilizacion
de gran parte de las hemicelulosas

- Formacién de inhibidores

- Requiere lavado de la biomasa tratada o
acondicionamiento del hidrolizado para
eliminar inhibidores

Agua caliente a
presion

- Eliminacidn de lignina, lo que
favorece a la posterior hidrélisis
enzimatica

- Alto consumo de agua y aporte
energético

Explosion con

- Deslignificacion y solubilizacion de
hemicelulosa

- Es necesario reciclar el amoniaco

amoniaco . - S
- Baja formacion de inhibidores
S - Eliminacién eficiente de lignina - Se requiere un alto coste de oxigeno
Oxidacion . - N . S ;
hameda - Baja formacién de inhibidores - Neces!dad d_e condiciones alcalinas para
- Minima demanda de energia una accion eficaz
Fluidos - Uso de solvente verde

supercriticos

- No causa degradacion de azlcares

- Costes muy elevados

Bioldgicos

- Eficaz en la degradacion de lignina'y
hemicelulosa
- Reducido consumo de energia

- Tasa de hidrdlisis muy baja
- Proceso lento
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2.5.2. Hidrolisis enziméatica

Tras el pretratamiento, la biomasa es filtrada obteniéndose una fraccion solida insoluble
compuesta principalmente por celulosay ligninay un hidrolizado compuesto por azucares
hemiceluldsicos y lignina que han sido solubilizados. La composicion de estas dos
fracciones puede variar en funcion del tipo de pretratamiento, de las condiciones aplicadas
y del material lignocelulésico (Sun et al., 2016).

La hidrolisis enzimética se basa en la interaccion quimica de una enzima con los
polimeros (celulosa y hemicelulosa) de la fraccion insoluble dando lugar a su
transformacion en mondémeros (glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y manosa), que
posteriormente pueden convertirse en otros compuestos de valor mediante fermentacion
(Wang y Lu, 2021).

Este tipo de hidrdlisis es considerado un proceso eficaz debido a la especificidad de la
enzima hacia el sustrato, a las bajas temperaturas de trabajo (entre 40 y 45°C), el pH
aplicado es cercano al neutro, la presion es cercana a las condiciones ambientales y hay
una minima formacion de compuestos inhibidores (Zabed et al., 2016). Estas condiciones
suaves resultan ventajosas debido a que no presenta problemas de corrosion para los
equipos y, por tanto, no se requieren materiales especiales de construccidon. Sin embargo,
debido a la naturaleza recalcitrante de gran parte de las biomasas, la hidrolisis enzimatica
puede ser lenta y requiere de un pretratamiento de la biomasa para alcanzar altos

rendimientos de azlcar (Galbe y Zacchi, 2012).

Los principales sistemas enziméaticos emplean celulasas y hemicelulasas (Zabed et al.,
2016). La hidrolisis enzimatica, utilizando celulasas, se considera la forma mas atractiva
de convertir la celulosa en glucosa. Las celulasas, de acuerdo con su actividad enzimatica,
se clasifican en: endoglucanasas (hidrolisis de enlaces beta-1,4-glicosidicos internos),
exoglucanasas (eliminacion de mondémeros y dimeros del final de la cadena de glucosa)

y glicosilasas (hidroliza los dimeros de glucosa) (Kucharska et al., 2018).

La mayor parte de los microorganismos productores de celulasas producen también,
aunque en una menor proporcion, hemicelulasas (Travaini et al., 2013). La hemicelulosa
es una estructura compleja desde el punto de vista quimico y su degradacion requiere
sistemas enzimaticos mas especificos y maultiples. Un sistema tipico de hemicelulasas

incluye endo-1,4-B-xilanasa o endo-xilanasa, xilano 1,4-B-xilano esterasas, feruloil y p-
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cumaroil esterasas, a-l-arabinofuranosidasas, o-glucuronidasa, a-arabinofuranosidasa,

acetilxilano esterasa y a-4-O-metil glucuronosidasas xilosidasa.

Ademas de hidrolizar la hemicelulosa, las hemicelulasas favorecen la hidrélisis de la
celulosa aumentando la accesibilidad del sistema enzimatico celulolitico a las fibras de
celulosa (Alvira et al., 2010).

2.5.3. Fermentacion. Aplicacion para la obtencion de bioetanol

Se trata de la ultima etapa del proceso de conversion de biomasa en bioetanol, xilitol u
otro bioproducto de interés y antes de la separacion final del mismo. También, se puede
aplicar este proceso para la produccion de compuestos bioactivos (Kamal Amit et al.,
2017).

En el caso del bioetanol, la fermentacidn alcohélica es una bioreaccién que permite
transformar azlGcares monoméricos en alcohol mediante microorganismos,
principalmente levaduras y algunas bacterias (Vazquez y Dacosta, 2007). Durante la
fermentacion, los microorganismos convierten las pentosas y hexosas derivadas de la

celulosa y la hemicelulosa en etanol segun las siguientes reacciones:

Hexosas: CeH1206 — 2-C02+2-CH3—CH20OH
Pentosas: 3:CsH1005 —5-C0O2+5-CH3—CH20H

Estas reacciones permiten calcular el rendimiento tedrico estequiométrico maximo de
0,511 gramos de etanol por cada gramo de azlcar, tanto para hexosas como pentosas.
Aunque, en la préactica es complicado obtener este rendimiento debido a que los
microorganismos utilizan una parte de los azicares consumidos en su propio metabolismo
celular, crecimiento y reproduccién. El rendimiento experimental varia entre 90% y 95%
del tedrico, es decir, de 0,469 a 0,485 g/g. Los rendimientos en la industria varian entre
87 y 93% del rendimiento tedrico (Vazquez y Dacosta, 2007). Sin embargo, la
fermentacion se considera una tecnologia limpia para la produccién de etanol, sencilla 'y
facil de desarrollar (Bu et al., 2019), aunque a nivel industrial el empleo de biomasa
lignocelul6sica es todavia limitado ya que se requiere de equipamientos costosos para su

conversion (Balbas de la Fuente, 2017).

En cualquier caso, las levaduras (hongos unicelulares), en particular, Saccharomyces

cerevisiae, son los microorganismos mas usados para la produccion de etanol a nivel
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comercial ya que presentan tasas de crecimiento réapidas, produccion eficaz de etanol y
elevada tolerancia a factores ambientales de estrés (Binod et al., 2011). Como desventaja,
esta levadura solo puede fermentar hexosas (glucosa, galactosa y manosa), lo que
representa una gran limitacion cuando se quiere utilizar en la fermentacion de pentosas,
como la xilosa, que provienen de la hemicelulosa (Talebnia et al., 2010). Muchas
biomasas, como las derivadas de la industria oleicola (Tabla 3), contiene altos porcentajes

de hemicelulosa, que esta constituida principalmente por xilosa.

Para conseguir que el proceso de produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica
sea viable es necesario un incremento de la recuperacién de azlcares de la biomasa inicial.
Para lograr este propdsito son necesarios microorganismos capaces de fermentar pentosas
y hexosa. Scheffersomyces stipitis (0 Pichia stipitis), Pachysolen tannophilus, Candida
shehatae y Kluyveromyces marxianus son algunos de los microorganismos capaces de

fermentar ambos tipos de azlcares (Zabed et al., 2016).

Teniendo en cuenta la fermentacion de pentosas, las etapas de hidroélisis y fermentacion
para la obtencion de etanol (y otros bioproductos) se pueden realizar mediante cinco
configuraciones diferentes (Figura 43). El empleo de una u otra configuracién permitira
optimizar el uso de las enzimas para conseguir reducir los efectos de inhibicion por
producto, de obtener mayores rendimientos y concentraciones de producto, asi como
disminuir el consumo de energia, la inversion inicial y los tiempos de operacién (Zabed

et al., 2016). Las principales ventajas e inconvenientes se muestran en la Tabla 14.
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BIOMASA
LIGNOCELULOSICA
PRODUCCION 1
ENZIMATICA
‘ PRETRATAMIENTO

| | |

1

!
Fraccion liquida Fraccion solida

PRODUCCION

DETOXIFICACION ENZIMATICA
H HIDROLISIS HIDROLISIS
COFERMENTACION COFERMENTACION

Hidrdlisis y H-l(ll’()l]SlS Y Sacarificacion y
fermentacion co-fermentacion fermentacioén
secuenciales secuenciales simultineas
HIDROLISIS HIDROLISIS
3 HIDROLISIS
FeRMENTACION | | | [ corprMENTACION FERMENTACION

FERMENTACION

BIOETANOL

Figura 43. Esquema general de la obtencion de bioetanol a partir de biomasa

lignocelulosica. Fuente: elaboracién propia.

e Hidrolisis y fermentacion secuenciales (HFS)

Este es el esquema mas empleado y convencional para el aprovechamiento de la
biomasa lignocelulésica. Tras el pretratamiento, la fraccion sélida obtenida es sometida
a una hidrolisis enzimatica con el fin de hidrolizar la celulosa a glucosa. Una vez
finalizada esta etapa y separado el residuo rico en lignina, la glucosa del hidrolizado

enzimatico es fermentada a etanol.

e Hidrolisis y co-fermentacion secuenciales (HCFS)

Este proceso es una variante de la HFS donde, una vez finalizada la hidrolisis
enzimatica del solido pretratado, el hidrolizado enziméatico se mezcla con el licor de
pretratamiento (rico en azucares hemicelulosicos), para ser fermentado conjuntamente

por microorganismos capaces de fermentar pentosas y hexosas (Girio et al., 2010).

e Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS)
Con el fin de mejorar la produccién de bioetanol, la fraccion sélida resultante del
pretratamiento es sometida a una hidrolisis enzimética y fermentacion en el mismo reactor

y de forma simultanea. Esto evita la inhibicion de las enzimas por altas concentraciones
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de glucosa, reduce el riesgo de contaminacion microbiana y disminuye los costes de
equipamiento y los tiempos de proceso (Chohan et al., 2020).

e Sacarificacion y co-fermentacion simultaneas (SCFS)

Con el objetivo de mejorar ain mas la eficiencia de conversion del sustrato, se
desarrolld esta configuracion. Se basa en que la materia prima pretratada, genera un
hidrolizado hemicelulésico y un residuo sélido rico en celulosa y lignina que son
hidrolizados y fermentados simultaneamente. En este proceso las pentosas procedentes
de la hemicelulosa se fermentan a la vez que se produce la hidrdlisis de la celulosa y

fermentacién de las hexosas obtenidas a etanol.

Sin embargo, la hidrolisis enzimatica, asi como el crecimiento y el metabolismo de las
levaduras, se pueden ver afectados significativamente bajo una carga de sélidos alta
debido a dos factores: el aumento de las concentraciones de compuestos inhibidores,
como el &cido acético y derivados de la lignina, y la baja eficiencia de la mezcla y
transferencia de materia como resultado de una alta viscosidad. Para minimizar estos
impactos negativos y maximizar el rendimiento de etanol, la alimentacion por lotes puede

ser un esquema favorable (Bu et al., 2019).
2.5.3.1. Bioproceso consolidado

Esta configuracion integra la méaxima biotransformacion de biomasa en etanol por una
sola comunidad de microorganismos. En un mismo reactor tienen lugar las tres etapas
bioldgicas del proceso de produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica: la
produccidn de enzimas (celulasas y hemicelulasas), la hidrolisis enzimatica de la biomasa

pretratada y la fermentacion de los azUcares celulésicos y hemiceluldsicos.

A pesar de las ventajas de esta configuracion de proceso (Tabla 14), actualmente no ha
sido desarrollado debido a que no existen microorganismos capaces de realizar todas las
etapas simultaneamente, por lo que se investiga la posibilidad de mejorarlos mediante
modificacion genética (Parisutham et al., 2014). Hasta ahora, los microorganismos
explorados son bacterias anaerobias celuloliticas termofilas utilizadas convencionalmente
para la produccion de bioetanol por su capacidad de conversion directa de biomasa para

la produccion de bioetanol a temperaturas extremadamente altas (Saggi y Dey, 2019).
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Tabla 14. Principales ventajas y desventajas de las diferentes configuraciones de

proceso que integran las etapas de hidrdlisis enzimética y fermentacién (Binod et al.,
2011; Bu et al., 2019; Zabed et al., 2016).

Configuracion

Ventajas

Desventajas

- La hidrolisis y la fermentacion se realizan en
sus condiciones Optimas de pH y temperatura.

- Alto coste de inversién y tiempo
de procesamiento.

- Riesgo de inhibicién de enzimas
por producto final en la hidrdlisis
enzimatica (glucosa y celobiosa).

HFS - La fermentacidn se puede realizar en . . .
. o I - Riesgo de estrés osmético del
continuo con posibilidad de reciclaje de . .
) microorganismo a altas
celulas. . iy
concentraciones de azUcares.
- No hay fermentacion de pentosas.
Se soluciona si se utiliza HCFS.
. . L - Las mismas de la configuracién
- Las mismas de la configuracion HFS. HES g
- Conversién simultanea de hexosas y o
L - Necesidad de usar
HCFS pentosas en una Unica etapa. . -
- Posibilidad de obtener mayores MICroorganismos que ferm_enten
. pentosas, que no son ampliamente
concentraciones de etanol. e A )
utilizados a nivel industrial.
- Permite el empleo de altas concentraciones
de sustrato, que permite obtener altas
concentraciones de etanol.
- Se evita la inhibicién enzimatica por . .
. - Requiere un compromiso entre las
producto final. S i
o . . condiciones optimas de laHE y la
- Disminuci6n de costes de inversion y menor -
. : fermentacion.
tiempo de procesamiento. o~ . )
. - Imposibilidad de reciclar células.
SFS - Empleo de menores concentraciones de . .
enzima - Alta viscosidad que provoca una
o mala mezcla en el reactor cuando se
- Altos rendimientos de etanol. . -
- Menor posibilidad de contaminacién trabaja con altas cargas de solidos.
h . - No hay fermentacion de pentosas.
microbiana.
- Amplia disponibilidad de microorganismo
eficientes.
- Viable econémicamente.
- Las mismas de la SFS.
- Las mismas que la SFS. - Necesidad de usar
- Aprovechamiento de la mayoria de los microorganismos que fermenten
SCFS azUcares presentes en la materia prima. pentosas, actualmente no estan
- Puede aumentar el rendimiento de hidrdlisis ~ ampliamente desarrollados.
enzimaética. - Imposibilidad de reciclar las
células.
- Actualmente se encuentra en fase
de investigacion.
- No existen actualmente
- Reduccion de costes y simplicidad de microorganismos con todas las
operacion. caracteristicas requeridas para un
BPC - No se necesitan enzimas externas para proceso eficiente

realizar la HE.
- Reduccioén de reactivos.

- Bajos rendimientos en etanol y
crecimiento limitado.

- Formacién de otros bioproductos
(4cido acético, glicerol y acido
lactico).

HE: hidrolisis enzimatica; HFS: hidrolisis y fermentacion secuenciales; HCFS: hidrolisis y co-fermentacion
secuenciales; SFS: sacarificacion y fermentacion simultineas; SCFS: sacarificacion y co-fermentacién
simultaneas; BPC: bioproceso consolidado.

111



Valorizacion del orujillo para obtencion de compuestos bioactivos y azlcares

2.5.4.Pretratamientos y fermentacion aplicados a las biomasas del olivo

La Tabla 15 muestra bioproductos que se pueden obtener de la biomasa del olivar y la
industria oleicola mediante diferentes configuraciones de proceso. Por ejemplo, se ha
obtenido bioetanol a partir de poda, hueso, orujo y orujillo, mediante diferentes
configuraciones de proceso. Algunos de los rendimientos en etanol mas elevados se han
alcanzado al pretratar poda de olivo con &cido sulfarico diluido (190°C, 10 min) y
fermentar el prehidrolizado con Pichia stipitis (Diaz et al., 2009) o con hueso pretratado
en medio alcalino (121°C, 45 min) y fermentado el prehidrolizado con con Pachysolen
tannophilus (Ntaikou et al., 2021).

A partir de poda, hueso y orujillo se puede producir xilitol con diferentes levaduras.
Ademas, el orujillo también se ha empleado para obtener acido galacturénico con la
microalga Crypthecodinium cohnii, siendo previamente pretratado con &cido sulfarico
diluido (98°C, 23 min) (Paz et al., 2020). Por otra parte, empleando aguas residuales y
Yarrowia lipolytica se ha podido obtener &cido citrico sin una etapa previa de

pretratamiento (Sarris et al., 2011).
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Tabla 15. Bioproductos obtenidos a partir de residuos/subproductos del olivar y de la industria oleicola mediante pretratamiento y

fermentacion.

Biomasas Tioo Condiciones de Producto
derivadas o operacion Microorganismo Configuracion y Referencia
- pretratamiento : concentracion
del olivar pretratamiento
° 0,
Prehidrolisis acida 230°C, 1% H2S04 Saccharomyces cerevisiae SFS Etanol Caraetal., 2008
(m/m) 159 mg/g?
e 190°C, 1% H,SO4 S . Etanol .
Prehidrolisis acida (m/m), 10 min Pichia stipitis Fermentacion 350-450 mg/gP Diaz et al., 2009
Saccharomyces cerevisiae Etanol
o 0, a
Prehidrolisis cida  +02 < 1% HaPOq PSFS 109 Liton Susmozas et al., 2019
(m/m), 10 min Meyerozyme Xilitol
guilliermondii 27 mg/g®
° 0
Prehidrolisis &cida 195°C, 1% H3I.:’O4 Saccharomyces cerevisiae SFS Etanol c Oliva et al., 2020
(m/m), 10 min 180 mg/g
Agua ca!llente a 210°C, 10 min Saccharomyces cerevisiae PSFS Etanol Manzanares et al., 2011
presion 31,1g/L
Poda de e 180°C, 1% H,SO, .. Etanol
olivo Prehidrdlisis acida (m/m), 10 min Saccharomyces cerevisiae SFS 24,9 glL Manzanares et al., 2011
Etanol
i _ a
Agua ca!llente a 200°C, 0 min Candida tropicalis HFS 270 380 mg/g Mateo et al., 2015
presion Xilitol
120 a 230 mg/g?
170°C, 1% H3PO4 Etanol
Prehidrolisis &cida ~ (m/m), 10 min, 30% Escherichia coli HFS 23 a/L. Martinez-Patifio et al., 2015
(mv) sélidos g
130°C, 2,4% H,SO4
Prehidrdlisis acida  (m/m), 84 min, 20% Etanol
+ alcalino- (m/v) +80°C, 7% Escherichia coli HFS 150 mg/g? Martinez-Patifio et al., 2017a
peroxido H>0, (m/m), 90 min, 190 mg/g°®
10% (m/v) solidos
Orujo de Agua ca!lrente a 200°C, 30 min Saccharomyces cerevisiae HFS Etanol Kazan et al., 2015
dos fases presion 3,50/L
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e 160°C, 1,75% H,S04 _ . Etanol . .
Prehidrdlisis 4cida (W), 10 min Escherichia coli SFS 8.1 g/L El Asli y Qatibi, 2009
Acido
o 0,
Prehidrélisis acida 98°C, 0.5% HZ.SO“ Candida boidinii Fermentacion galacturénico Paz et al., 2020
(m/v), 23 min
7,05 g/L
130°C, 3,5% H2SO4
Prehidrdlisis &cida  (m/m), 130 min + 2% - Etanol
orijill + Alcalino NaOH (m/v), 15 min, Kluyveromyces marxianus HFS 5.2 g/L Fernandes et al., 2016
T2 ambiente
< . L 170°C, 2% H,S04
Amdq sqlfurlco (m/v), 20% (m/v) Escherichia coli Fermentacion Etanol Lopez-Linares et al., 2020a
diluido s6lidos 14 g/L
A - A o 0 -y
Amdq sqlfurlco 170°C, 2% H>S0, Candida boidinii Fermentacion Xilitol b Lopez-Linares et al., 2020b
diluido (m/v) 430 mg/g
Etanol
o 0, a
Prehidrdlisis 4cida 130°C, 2% HZ.SO“ Escherichia coli Fermentacion < ‘.50 mg{g_ Romero-Garcia et al., 2016b
(m/v), 60 min Acido acético
20 g/L
Agua caliente a o . . Etanol
presion 225°C, 0 min Pachysolen tannophilus HFS 6,4 dm¥/100 g? Cuevas et al., 2021
128°C, 10,5% H,S04 Glucosa
Hueso de  Prehidrolisis &cida  (m/m), 60 min, 33% Hidrolisis 159 mg/g? - )
aceituna en dos etapas (m/v) + 195°C, 2,4% - enzimatica Xilosa Padilla-Rascon et al., 2020
H>SO4 (Mm/m), 5 min 231 mg/g?
. 121°C, 45 min, 5% . Etanol .
Alcalino NaOH (miv) Pachysolen tannophilus HFS 790 mg/g® Ntaikou et al., 2021
= o —
Prehidrolisis &cida 121°C, 45 min, 5% Pachysolen tannophilus HFS Xilitol a Ntaikou et al., 2021
(miv) 49 mgl/g
e . 130°C, 2% H,S0O, Hidrolisis Xilosa ~
Prehidrdlisis &cida (mAv), 90 min - enzimatica 270 mg/g® Lama-Mufioz et al., 2014
Acido citrico
Aguas - - Yarrowia lipolytica Fermentacion 181 gL Sarris et al., 2011
residuales Lipidos
1,9¢g/L

Referido a biomasa; °Referido al azlicar; “Referido a biomasa extraida. PSSF: presacarificacions seguida de sacarificacion y fermentacion simultaneas.
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2.6. Biomasas del olivar para un
modelo de biorrefineria

La Figura 44 muestra diferentes productos que se pueden obtener a partir de biomasas
lignocelulosicas. Diferentes investigadores han estudiado la posibilidad de integrar
algunos de estos procesos para desarrollar modelos de biorrefineria basados en la biomasa
derivada del sector del aceite de oliva y de orujo de oliva. Ademas, se podria aprovechar
la fraccion de extractivos que es abundante en la mayoria de estas biomasas. Esto
permitiria el aprovechamiento integral de estas biomasas. El desarrollo de estas
biorrefinerias seria un instrumento clave para el desarrollo de un modelo de bioeconomia
circular, en el &mbito rural, que supone la valorizacion de estos recursos biomasicos, de

caracter residual en su mayoria.

En el caso de los residuos y subproductos del olivar y sus industrias asociadas, al tratarse
de biomasas que se generan de forma estacional la idea de una estrategia de biorrefineria
basada en todas ellas cobra un especial interés ya que esto permitiria asegurar el
suministro de materias primas a la biorrefineria durante todo el afio. Ademas, se trata de
materias primas con composiciones diferentes lo que las convierte en complementarias.
Asi, en estas instalaciones, de forma integrada, se podria producir etanol de la poda de
olivo (Martinez-Patifio et al., 2018), xilitol o furfural a partir del hueso de aceituna
(Padilla-Rascon et al., 2021) y antioxidantes a partir de poda (Martinez-Patifio et al.,
2019b), hojas (Lama-Mufioz et al., 2019a) u orujillo (Doménech et al., 2021). Y, los

residuos finales se podrian emplear para la generacion de energia térmica de utilizacion
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en la propia biorrefineria. No obstante, de acuerdo con las investigaciones publicadas, a
continuacion, se exponen ejemplos de biorrefinerias basadas en las diferentes biomasas

de olivar, de forma particular, para obtencién de diferentes bioproductos.

Celulosa — Azlicares
biotecnologico/quimico Materia prima

Residuos

Combustibles
BIOMASA Hemicelulosa Quimicos
LIGNOCELULOSICA biotecnologico/quimico Polimeros

l | {} Materiales
Cogeneracion
calor/electricidad
extractos
Lignina

quimico Lignina
Materia prima

Figura 44. Esquema general de una biorrefineria lignocelulésica. Fuente: elaboracién

propia.
2.6.1. Poda de olivo

El empleo de la poda de olivo como materia prima ha sido la propuesta méas estudiada
para el desarrollo de biorrefinerias para produccién de bioetanol de segunda generacion
y otros bioproductos (Ballesteros et al., 2011; Oliva et al., 2020; Toledano et al., 2013).

En el estudio de Ballesteros et al. (2011) (Figura 45a), la primera etapa de la biorrefineria
es una extraccion acuosa (120°C, 60 min), con el fin de reducir el contenido en extractivos
de esta biomasa ya que puede provocar interferencias y dificultar etapas posteriores. Estos
autores proponen que el extracto resultante se puede procesar para el aprovechamiento de
los azUcares solubles y la recuperacion de compuestos antioxidantes naturales. Por otro
lado, el sélido extraido se sometié a una etapa de pretratamiento con acido sulfdrico
diluido (187°C, 30 min), obteniéndose una fraccion sélida, formada principalmente por
una mezcla de celulosa y lignina, y otra liquida, en la que se encuentran azlcares,
principalmente, xilosa, que puede transformarse en xilitol o bioetanol. A continuacion, se

llevd a cabo la hidrdlisis enzimatica de la fraccion solida para producir azlcares
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fermentables (principalmente, glucosa) para producir etanol u otros productos a través de
esta via. El solido producido después de la fermentacion es rico en ligninay por ello puede
emplearse como biocombustible para la generacion de energia o para la produccién de

polimeros, antioxidantes naturales, resinas, etc, mediante procesos quimicos.

En otra propuesta similar, Oliva et al. (2020) estudiaron la produccion de bioetanol
mediante extraccion con agua de la poda de olivo y un pretratamiento de explosion por
vapor catalizado con acido fosférico seguido de una etapa de fermentacion con una cepa
modificada de Saccharomyces cerevisiae, capaz de fermentar xilosa. La mejor
configuracién de proceso ensayada en este estudio fue bajo pre-sacarificacion y
sacarificacion y fermentacion simultaneas, obteniendo 12,1 g de etanol/100 g de biomasa
(Figura 45b). En otra estrategia, Romero-Garcia et al. (2016c) propusieron la
combinacion de diversas tecnologias para la produccion de antioxidantes de alto valor

afiadido y etanol.

Toledano et al. (2013) propusieron la produccion de bioetanol a partir de la fraccion sélida
de la poda de olivo pretratada (70% etanol (v/v), 200°C, 90 min), mediante hidrdlisis
enzimatica y fermentacion con Saccharomyces cerevisiae, mientras que el prehidrolizado
se puede utilizar para la produccion de productos bioquimicos a partir de la lignina
solubilizada. Alternativamente, Requejo et al. (2012) aplicaron un tratamiento
hidrotérmico (205°C, 12,5% (m/v) a la fraccién de poda, mayor de 1 cm para obtener,
azucares monoméricos y oligosacaridos de la fraccion liquida y producir pasta de papel o
etanol con el sélido pretratado. Para la parte residual de la poda (hojas y ramas finas)

proponen un uso térmico.
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Poda

Poda
Molienda

Figura 45. Esquemas de biorrefinerias propuestas a partir de poda de olivo. Fuente: elaboracion propia.
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2.6.2. Hueso de aceituna

Hernandez et al. (2014) estudiaron la evaluacion tecnoecondémica y ambiental de dos
esquemas de biorrefineria a partir del hueso de aceituna. En un primer esquema de
biorrefineria propusieron la produccion integrada de xilitol, furfural, etanol y poli-3-
hidroxibutirato (PHB). En un segundo esquema se considero la produccion de xilitol,
furfural, etanol y PHB integrados a un sistema de cogeneracion para producir bioenergia
a partir de los residuos de los procesos a los que ha sido sometida la biomasa previamente.
Este ultimo enfoque, actualmente no se considera factible debido a que supone un coste
adicional dentro de la biorrefineria, pero medioambientalmente seria adecuado debido a

que el sistema de cogeneracidn presenta niveles minimos de contaminacion.

Lama-Murioz et al. (2014) propusieron una estrategia de fraccionamiento del hueso de
aceituna para producir, en una primera etapa, un extracto antioxidante y en una segunda
etapa, azlcares fermentables. Para ello se realizé una extraccion acuosa (130°C, 90 min)
obteniéndose un extracto rico en antioxidantes y a continuacion, un pretratamiento con
acido diluido (130°C, 90 miny 2% H2S04) que dio lugar a un hidrolizado rico en pentosas.
Ademas, el solido resultante del pretratamiento se sometié a una hidrdlisis enzimatica
dando como resultado un hidrolizado rico en glucosa y un sélido residual rico en lignina
(Figura 46a). Cada una de estas corrientes presenta una gran variedad de aplicaciones
como la obtenicon de un combustible renovable y otros bioproductos.

Un esquema de proceso alternativo fue desarrollado por Doménech et al. (2021) para
producir azlcares a partir de esta biomasa. Para ello se pretraté el hueso mediante
extrusion catalizada con NaOH (125°C, 15% NaOH (m/v) que favorecio la liberacion de
azUcares. Estos autores consiguen con este proceso una mejora de la accesibilidad de las
enzimas celuloliticas a los carbohidratos y evitan la degradacion de los azlcares durante

el pretratamiento.
2.6.3. Orujo de aceitunay orujillo

Empleando como biomasa el orujo de aceituna y orujillo, se han propuesto varios

esquemas de biorrefineria para obtener bioetanol junto con otros bioproductos.
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Una primera propuesta de biorrefineria engloba, en una primera etapa, la extraccion del
aceite de orujo y, en una segunda etapa, la obtencién de diferentes fracciones de valor
afiadido a partir del orujillo resultante. Asi, se recuperaron 231 mg de proteinas/L
mediante extraccion a alta presion (88°C, 30 min y 2,26 mL/min de velocidad de flujo) y
3,15 g azucares/L mediante un tratamiento con agua caliente a presion (200°C, 30 min) y
una posterior hidrdlisis enzimatica en condiciones estandar. Al final del proceso en
cascada, se recuperd un 11% de las proteinas totales, un 94% de los azlcares totales y un
94% de la lignina presente en la biomasa. Posteriormente, el hidrolizado rico en azucares
se utiliz6 para la produccion de bioetanol, obteniendo un rendimiento tedrico de
fermentacion de 15,25% (Kazan et al., 2015) (Figura 46b).

En una segunda propuesta de biorrefineria, Schievano et al. (2015) recuperaron acidos
grasos mono y poliinsaturados, antioxidantes naturales junto con otro bioproducto de alto
valor como el escualeno mediante una extraccion con dioxido de carbono supercritico
(SCO3) y una extraccion con SCO: junto con etanol como codisolvente (250 bar, 70°C).
En una siguiente etapa termoquimica, se plantearon dos posibilidades para el sélido
extraido, aplicar una combustion que produjo energia (vapor y calor) y una pirdlisis que
dio lugar a la generacién de biocombustibles (bio-aceite y gas de sintesis) y biomateriales

(biocarbdn).

Goldfarb et al. (2016) emplearon el orujo de aceituna como materia prima para una
biorrefineria en la que obtuvieron compuestos fenélicos mediante extraccion supercritica
con CO2 (250 bar, 70°C). Ademas, el residuo extraido se sometio a pirolisis (600°C, 30
min) para producir un biocombustible. Otro ejemplo es el esquema de biorrefineria
seguido por Galvez-Pérez et al. (2019) en el que optimizaron un pretratamiento
hidrotérmico a 30°C y 1 h con el fin de separar los extractos solubles en agua. A
continuacion, el sélido resultante se sometio a una autohidrolisis (120°C, 60 min) para
extraer azUcares (principalmente, glucosa y oligosacaridos de xilosa) y un sélido con un

poder calorifico superior a 5000 kcal/kg.

Actualmente, en el proyecto Alpeocel (AGROISA, 2021) se esta trabajando en el
desarrollo de biorrefinerias a pequefia escala para la transformacion sostenible del
alperujo generado en almazaras y orujeras, generando microfibras y nanofibras de
celulosa y compuestos bioactivos para la elaboracion de cosmeéticos, entre otros

productos.
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En cuanto al orujillo, un reciente estudio propone su valorizacion para producir
azucares fermentables y otros compuestos de valor afiadido. En una primera etapa se
Ilevaria a cabo una extraccion con agua (100°C, 30 min), seguida de un pretratamiento
con agua caliente liquida (170-210°C, 0 min) o prehidrolisis &cida (170-210°C, 1-2%
(m/v) H2S0.) y finalmente, una hidrolisis enzimatica del sélido pretratado. La extraccion
acuosa permite extraer compuestos de valor como manitol y fenoles, y los pretratamientos
fraccionan la biomasa obteniéndose azlcares fermentables (glucosa y xilosa), moléculas
plataforma para la obtencién de biocarburantes u otros compuestos de interés
(Manzanares et al., 2020).

2.6.4. Aguas residuales de almazara

Scoma et al. (2011) propusieron un esquema de biorrefineria a partir de aguas residuales
de almazara mediante procesos fisicoquimicos y biotecnoldgicos. Como primera etapa de
proceso se realizd una extraccion en fase solida para la recuperacion de compuestos
fenolicos (60%) seguida de una segunda etapa de digestion anaerobia acidogénica para
producir &cidos grasos volatiles (70% de rendimiento) (Figura 46¢). Méas tarde, estos
investigadores ampliaron este esquema de biorrefineria a partir de estas aguas residuales
aplicando un proceso de separacién por electrodialisis para generar una corriente
enriquecida en fenoles y acidos grasos. Esta corriente se empled para producir
polihidroxialcanoato mediante fermentacion aerdbica y, por ultimo, biometano a partir
del liquido agotado producido en la electrodialisis mediante una digestién anaerobia
(Scoma et al., 2016). EIMekawy et al. (2013) estudiaron diferentes procesos bioldgicos
para la valorizacion de las aguas residuales de almazara. Esto permitié la obtencién de
una gran variedad de productos como &cidos grasos volatiles, biohidrogeno, biogas,
etanol o lipasas.
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Hueso

Exftraccion acuosa
130°C. 90 min

Orujo

Secado y
molienda

C

Aguas
residuales

Compuestos antioxidantes

Extraccion CO, supercritico
68°C, 60 min, 30% (m/v) S/L

Aceite de orujo

Extraccion en fase solida

Resina Amberlite XAD16N:
eluyente:etanol

Compuestos antioxidantes

Pretratamiento con
H,S0, diluido
130°C, 90 min. 2% (v/v) H,S0,

Azuicares solubles,
principalmente xilosa

Extraccion acuosa en
flujo continuo
90°C, 45 min, 10% (m/v) S/L,
2 mL/min

Proteina

Hidrolisis enzimatica
(condiciones por determinar)

Azficares solubles,
principalmente glucosa

Solidorico en
lignina

Pretratamiento con agua

Fraccion caliente (LHW) Fraccién
solida 200°C, 220 bar. 30 min. solida
10% (m/v) S/L. 2 mL/min
Fraccion liquida

Digestion acidégena

35-55°C. pH 5.6.7

Eluyente

Acidos grasos volétiles

Arzicares solubles

Hidrolisis enzimatica
Novozyme 188 + Celluclast 1.5L
50°C. 68 h. 7.2% (m/v) S/L

Fermentacion
S. cerevisiae
30°C, pH 5.24h

Soélidorico en
lignina

Bioetanol

Figura 46. Esquemas de biorrefinerias propuestas a partir de hueso de aceituna, orujo y aguas de almazara. Fuente: elaboracion propia.
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Hip6tesis y objetivos

Cada afio se generan grandes cantidades de orujillo en Espafa. Se trata de un residuo
generado en las plantas de extraccion de aceite de orujo de oliva que, actualmente solo es
utilizado como combustible en sus propias instalaciones, en pequefias industrias y en
calderas domésticas para la generacion de calor. Se trata de un combustible barato pero,
la presencia de compuestos orgénicos contaminantes en los gases generados durante su
combustion limita su empleo y motiva la bdsqueda de alternativas para esta biomasa
residual. Asi, gracias a su composicion quimica, el orujillo puede constituir una materia
prima de interés para la obtencidn de compuestos bioactivos con efectos beneficiosos para

la salud.

La extraccion de compuestos bioactivos a partir de orujillo se puede desarrollar en una
primera etapa del proceso de valorizacion en un esquema de biorrefineria que integre la
obtencion de energia y otros compuestos quimicos de interés industrial. De esta manera,
la valorizacion por conversion bioguimica y el aprovechamiento de este residuo daria
lugar a numerosos beneficios econémicos, sociales y ambientales. Esto contribuiria a la
consecucion de los ODS establecidos por Naciones Unidas para el afio 2030,

concretamente al objetivo n® 12 “Produccion y consumo responsables”.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es valorizar el orujillo mediante la obtencion
de compuestos bioactivos como hidroxitirosol, manitol y 4cidos triterpénicos, junto con
azucares, evaluando para ello diferentes técnicas de extraccion y deslignificacidén con

organosolvente.

Para alcanzar este objetivo general, se requiere la consecucion de los siguientes objetivos
especificos:

1. Caracterizar quimicamente el orujillo.

2. Seleccionar los mejores disolventes para extraer compuestos bioactivos del

orujillo.

3. Estudiar la extraccion acuosa del orujillo evaluando la influencia de la

temperatura, tiempo y carga de solidos sobre la extraccion de compuestos bioactivos.

4. Evaluar la extraccion de compuestos bioactivos del orujillo con ultrasonidos de
tipo bafio y de tipo sonda de baja potencia, estudiando el efecto de la concentracion

de acetona, tiempo, carga de solidos y amplitud.
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5. Estudiar la extraccion de compuestos bioactivos del orujillo con agua y con
ultrasonidos de tipo sonda de alta potencia, evaluando el efecto de la amplitud,

tiempo y carga de sélidos.

6. Estudiar la extraccion de compuestos bioactivos a partir de orujillo mediante la
tecnologia de microondas empleando agua y evaluando el efecto de la temperatura,

tiempo y carga de sélidos.

7. Determinar las condiciones dptimas para las diferentes técnicas de extraccion
ensayadas mediante la metodologia de superficie de respuesta.

8. ldentificar los compuestos fenolicos presentes en los extractos de orujillo
obtenidos en las condiciones optimizadas para cada una de las técnicas de extraccion

ensayadas.

9. Estudiar la extraccion de acidos triterpénicos del orujillo mediante maceracion

con etanol tras la extraccion previa de hidroxitirosol y manitol.

10. Evaluar la deslignificacion del orujillo con organosolvente, tras la etapa de

extraccion, a fin de recuperar antioxidantes de la fraccion de lignina, y glucosa.

11. Caracterizar quimicamente las ligninas solubilizadas durante la deslignificacion
del orujillo con organosolvente y los sélidos ricos en lignina resultantes de la

hidrélisis enzimatica.

12. Purificar los compuestos bioactivos identificados en el extracto de orujillo
obtenido por extraccion acuosa convencional mediante separacién por membranas,

extraccion liquido-liquido y separacion con adsorbentes y resinas.
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La presente Tesis Doctoral esta constituida por las siguientes publicaciones que se

recogen en el Anexo de esta memoria:

1. Autores: Irene Gomez-Cruz, Cristobal Cara, Inmaculada Romero, Eulogio Castro,
Beatriz Gullon.
Titulo: Valorisation of exhausted olive pomace by an eco-friendly solvent
extraction process of natural antioxidants.
Publicacion: Antioxidants, 9, 1010 (2020).

2. Autores: Irene GoOmez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Florbela Carvalheiro, Luis
C. Duarte, Luisa B. Roseiro, Inmaculada Romero, Eulogio Castro.
Titulo: Recovery of bioactive compounds from industrial exhausted olive pomace
through ultrasound-assisted extraction.
Publicacion: Biology, 10, 514 (2021).

3. Autores: Irene Gomez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Inmaculada Romero,
Eulogio Castro.
Titulo: Sequential extraction of hydroxytyrosol, mannitol and triterpenic acids
using a green optimized procedure based on ultrasound.
Publicacion: Antioxidants, 10, 1781 (2021).

4. Autores: Irene Gomez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Inmaculada Romero,
Eulogio Castro.
Titulo: Microwave-assisted water extraction of bioactive compounds and protein
from exhausted olive pomace in a biorefinery context.

Publicacion: enviado a Food Science and Technology (en revision).

5. Autores: Irene Gomez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Inmaculada Romero,
Eulogio Castro.
Titulo: A biorefinery approach to obtain antioxidants, lignin and sugars from
exhausted olive pomace.

Publicacion: Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 96, 356-36 (2021).
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6. Autores: Irene Gomez-Cruz, Inmaculada Romero, Maria del Mar Contreras, Jalel
Labidi, Luisa B. Roseiro, Luis C. Duarte, Eulogio Castro, Florbela Carvalheiro.
Titulo: Fractionation of exhausted olive pomace by ethanol organosolv process
for bioactive compounds.

Publicacion: Advanced Sustainable Systems, 2100361 (2022).

7. Autores: Irene Gémez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Inmaculada Romero, Luisa
B. Roseiro, Luis C. Duarte, Eulogio Castro, Florbela Carvalheiro.
Titulo: Purification strategies of bioactive compounds from exhausted olive
pomace, with a special focus on hydroxytyrosol and its separation from glucose
and mannitol.

Manuscrito

La Figura 47 muestra un esquema general simplificado del trabajo experimental realizado
en la presente Tesis Doctoral. Se han estudiado y comparado diferentes técnicas de
extraccion (convencionales y no convencionales), y deslignificacion asi como diferentes

técnicas para la purificacion de compuestos bioactivos extraidos del orujillo.

En primer lugar, se caracterizd6 quimicamente el orujillo mediante la metodologia
estandarizada del NREL. Posteriormente, se evalud el efecto de diferentes disolventes
sobre orujillo peletizado a 55°C: agua, agua acidificada con &cido acético, etanol y
acetona. Los resultados obtenidos mostraron que el agua era un excelente solvente de
extraccion para el orujillo, con resultados comparables a los conseguidos con etanol o
acetona. Por ello, se profundiz6 en el estudio de la extraccion acuosa del orujillo, y se
optimizaron las principales variables de operacién aplicando un disefio de experimentos

Box Behnken y la metodologia de superficie de respuesta (MSR) (Articulo 1).

A continuacion, se estudiaron otras “tecnologias verdes” para la extraccion de
compuestos bioactivos del orujillo, de acuerdo con disefios de experimentos, evaluando,
en cada caso, la influencia de las principales variables experimentales que fueron
optimizadas por MSR. Se emplearon diferentes equipos de ultrasonidos (bafio ultrasonico
y ultrasonidos de tipo sonda) y disolventes (agua y disoluciones acuosas de acetona) y se
ensayd con orujillo peletizado y molido. En primer lugar, se realiz6 una extraccion sélido-
liguido con orujillo molido en un bafio de ultrasonidos (100 W) con mezclas

acetona:agua. Seguidamente, con el objetivo de acortar el tiempo de extraccion, y
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partiendo de las condiciones optimizadas para la extraccion con ultrasonidos de tipo bafio,
se empleod acetona y un equipo de ultrasonidos de tipo sonda de baja potencia (150 W)
(Articulo 2). Igualmente, se llevo a cabo una extraccion del orujillo peletizado mediante
ultrasonidos de tipo sonda de alta potencia (550 W) empleando agua como disolvente. En
este caso, el solido obtenido tras la extraccion se sometié a una maceracion con etanol
con el fin de recuperar otros compuestos bioactivos como son los &cidos triterpénicos
(&cido maslinico y acido oleandlico) (Articulo 3). En un posterior estudio, y empleando
agua como disolvente, se realizé una extraccion del orujillo molido mediante la tecnologia
de microondas seguida de una maceracién con etanol para recuperar acidos triterpénicos
(Articulo 4). Todos los extractos obtenidos se caracterizaron mediante diferentes técnicas
analiticas, y los solidos de orujillo extraidos se caracterizaron quimicamente y, en algunos

casos, mediante microscopia electronica de barrido.

En posteriores estudios, se complet6 el proceso de valorizacion del orujillo ensayando
diferentes estrategias de extraccion convencional e implementando una etapa de
deslignificacion posterior a fin de recuperar compuestos bioactivos de la fraccion de
lignina y facilitar la sacarificacion enzimatica de la celulosa. Asi, para una valorizacién
integral del orujillo mediante un esquema de biorrefineria se ensayaron dos estrategias de
proceso. Ambas estrategias se basaron en una extraccion de compuestos fenélicos (en una
0 dos etapas), seguida de una etapa de deslignificacion del orujillo extraido, y una

posterior hidrélisis enzimatica del orujillo deslignificado.

En una primera estrategia (Estrategia 1), se aplicé una extraccion acuosa, en condiciones
previamente optimizadas, al orujillo peletizado (Articulo 1), y se ensayaron diferentes
técnicas de deslignificacion sobre el s6lido extraido resultante (organosolvente con etanol
al 50% y 60% a distintas temperaturas) (Articulo 5) (Figura 48). A la vista de los
resultados obtenidos en dicho estudio, se planted una segunda estrategia (Estrategia 2)
para valorizar el orujillo mediante una extraccion en dos etapas seguida de una
deslignificacion con etanol al 50% a distintas temperaturas. Como primera etapa de
extraccion, se mantuvo la extraccién acuosa previamente optimizada y en la segunda
etapa de extraccion, se evalu6 el empleo de agua o una disolucion de acetona al 70% (v/v)
(Articulo 6) (Figura 49). En ambas estrategias, el orujillo extraido y deslignificado fue
hidrolizado enzimaticamente, y tanto las ligninas resultantes de dicha hidrdlisis como las
solubilizadas en los tratamientos con organosolvente fueron caracterizadas mediante

diversas técnicas analiticas.
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En un Gltimo estudio, el extracto acuoso obtenido tras la extraccion acuosa convencional
en condiciones optimizadas fue seleccionado para evaluar la purificacién de compuestos
fendlicos, fundamentalmente hidroxitirosol, y manitol. Para ello se ensayaron técnicas de
separacién con membranas, extraccion liquido-liquido y separacion con adsorbentes y

resinas de diferente naturaleza (Articulo 7).

Cabe destacar que, parte del trabajo experimental correspondiente a la extraccion del
orujillo con ultrasonidos y acetona (Articulo 2), asi como la Estrategia 2 de proceso
(Articulo 6) y la purificacion de extractos (Articulo 7), se llevé a cabo durante la estancia
de investigacion realizada en el Laboratorio Nacional de Energia y Geologia (LNEG) en
Lisboa (Portugal), efectuada desde el dia 10 de enero 2020 al 18 de marzo de 2020 y
desde el 10 de octubre de 2020 hasta el 15 de noviembre de 2020. Dichas actividades
fueron supervisadas por la Dra. Florbela Carvalheiro, el Dr. Luis C. Duarte, y la Dra.

Luisa B. Roseiro.
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Figura 47. Esquema simplificado del procedimiento experimental.

133



Valorizacion del orujillo para obtencion de compuestos bioactivos y azlcares

ORUJILLO
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|
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210°C, 60 min, 15% solidos 110°C, 60 min, 15% solidos 110°C, 60 min, 15% solidos 110°C, 60 min, 15% sdlidos 130°C, 60 min, 15% solidos 110°C, 60 min, 15% solidos
[ 1 [ | [ l ! l
Licor-P1 Solido-P1 Licor-P2 Solido-P2 Licor-P3 Salido-P3 Licor-4 Solido-P4 Licor-5 Solido-P35 Licor-P6 Solido-P6
! |
| |
Lignina organosolv Sélido rico en
precipitada, L1 lignina, L2

Figura 48. Estrategia 1 de proceso: extraccion acuosa del orujillo, en una etapa, seguida de pretratamientos de deslignificacion, recuperacion

de lignina solubilizada e hidrélisis enzimatica del sélido pretratado.
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Figura 49. Estrategia 2 de proceso: extraccion acuosa del orujillo, en dos etapas, seguida de pretratamientos de deslignificacion, recuperacion

de lignina solubilizada e hidrélisis enzimatica del sélido pretratado.
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4.1. Caracterizacion quimica
de la materia prima

El orujillo se adquirié peletizado en una planta de extraccion de aceite de orujo de
aceituna, “Espuny SA” (Castellar, Jaén, Espafia). Los pellets de orujillo presentaban una
longitud media de 14,5 mm, un didmetro medio de 4,6 mm y un contenido en humedad
de alrededor de 6,5% (m/m, en base humeda). Para llevar a cabo la caracterizacion y
algunas extracciones, una parte de la biomasa se molturé a un tamafio inferior a 1 mm

con un molino ultracentrifugo ZM 200 (Retsch, Haan, Alemania).

La caracterizacion del orujillo se realizé siguiendo el procedimiento de analisis de
biomasa propuesto por NREL descrito en la Figura 50, y también se llevo a cabo el

analisis elemental determinando su contenido en hidrégeno, carbono, nitrégeno y azufre.

136



Resumen de resultados

Calcinacion 550 °C Secado 105 °C

Materia prima Humedad

Cenizas totales

Extraccion Extracto acuoso

HPLC-RID Abs. 760 nm
Materia prima extractada
Azicares Compuestos
Hidrolisis en 2 etapas fenélicos

Hidrolizado

|

Filtracién a vacio

|
! }

Fraccion Liquida Fraccion Solida
HPLC-RID \
Azicares C5 y C6 Abs. 205 nm Lignina &cido insoluble
l 550 °C
Ce.lul(Jsa Grupos Lignina acido Cenizas 4cido insoluble
Hemicelulosa acetilos soluble

Figura 50. Procedimiento de caracterizacion del orujillo de acuerdo al protocolo NREL.

De acuerdo con esta metodologia, en primer lugar, se determing el contenido de humedad
(a 105°C, 24 h) y cenizas (a 550°C, 4 h) de la biomasa. Posteriormente, el contenido en
extractivos (componentes no estructurales y solubles de la biomasa) se determino
mediante el analisis gravimétrico de la biomasa obtenida tras una extraccion Soxhlet en
dos etapas; una primera etapa con agua y una segunda extraccion con etanol al 96%. Esta
doble extraccion, previa al analisis del resto de los componentes de la materia prima, tiene
como objetivo evitar interferencias cuando la biomasa tiene un elevado contenido en
extractivos, como ocurre en el caso del orujillo. EI contenido de compuestos fenélicos
totales se cuantific en el extracto acuoso mediante el método colorimétrico Folin-

Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

El sélido extraido se hidroliz6 mediante una hidrdlisis acida en dos etapas, primero con
acido concentrado (72%, v/v, H2SO4) y después diluido (3-4%, v/v, H2S04), con el fin de
solubilizar todos los carbohidratos estructurales y determinar su contenido. Los
hidrolizados obtenidos se analizaron por HPLC con un detector de indice de refraccion
(RID), determinando asi las concentraciones de monémeros (glucosa, xilosa, galactosa,
arabinosa y manosa). La glucosa obtenida se considera celulosa y los demas azucares se

cuantifican como hemicelulosa. También se cuantifico el contenido de azucares solubles
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en el extracto acuoso y de grupos acetilos en el hidrolizado mediante HPLC-RID. El
contenido en lignina acido soluble se determin6 mediante espectrofotometria a 205 nm.
Finalmente, a partir del solido resultante de la hidrolisis acida en dos etapas y por
gravimetria, se determind el contenido en lignina acido insoluble y, tras la calcinacion a

550°C, las cenizas acido insolubles.

En la Tabla 16 se muestra la composicion del orujillo empleado como materia prima en
la presente Tesis Doctoral.

Tabla 16. Composicién quimica y analisis elemental (%, peso seco) del orujillo.

Componentes % peso seco
Extractivos 41,78 £1,85
Extractivos acuosos 37,94 + 1,89
Glucosa 1,77 £ 0,06
Manitol 4,49 +0,10
Fenoles 5,15 +1,07
Extractivos etanolicos 3,83+0,16
Celulosa 9,67 +0,84
Hemicelulosa 10,94 +£ 0,53
Xilosa 9,79+ 0,53
Galactosa 0,31+0,01
Arabinosa 1,82 +0,03
Manosa 0,42 +0,02
Grupos acetilos 151+0,17
Lignina 21,82 +0,89
Lignina &cido insoluble 20,29 £ 0,68
Lignina acido soluble 1,54 £ 0,47
Cenizas 6,41 + 0,21
Analisis elemental
Carbono 42,42 £ 0,24
Nitrogeno 1,31+ 0,06
Hidrégeno 5,55+ 0,08
Azufre ND

N.D., no detectado.

El componente mayoritario en el orujillo son los extractivos, 41,8% (m/m), de los cuales,
maés del 90% corresponden a compuestos extraibles con agua y el resto son solubles en
etanol. El contenido en extractivos del orujillo resulta elevado si se compara con otras
biomasas de naturaleza lignoceluldsica, como la paja de trigo con un contenido de 14,7%
(m/m) (Pérez et al., 2007), el bagazo de cafia de azucar con 9,2% (m/m) (Krishnan et al.,
2010) o la madera de eucalipto con 2,9% (m/m) (Romani et al., 2019). No obstante, otras
biomasas del olivo como el hojin (Gullén et al., 2018) o la poda de olivo (Martinez-Patifio

etal., 2017b) presentan también un alto porcentaje de extractivos, superior al 23% (m/m).
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Ademas, el orujillo se compone de 20,6% de carbohidratos estructurales, 21,8% de
lignina y 6,4% de cenizas. La xilosa es el principal monémero de la fraccion de
hemicelulosa, con un porcentaje similar al de glucosa, 9,8% y 9,7%, respectivamente. El
porcentaje relativamente alto de lignina es consistente con los resultados descritos para
otras biomasas del olivo, tal y como se aprecia en la Figura 51, que muestra una
comparativa de la composicion quimica de diferentes residuos y subproductos del olivo

y sus industrias asociadas.
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Figura 51. Composicion quimica del orujillo, orujo, poda de olivo, hojin y hueso
(adaptado de Manzanares et al., 2017; Manzanares et al., 2020; Negro et al., 2017;
Padilla-Rascon et al., 2021; Rodriguez et al., 2007).

Estos datos ponen de manifiesto que, en el caso del orujillo el aprovechamiento de la
fraccion de extractivos es de interés dado su alto porcentaje y porque contienen
compuestos bioactivos como el hidroxitirosol y el manitol. Ademas, su extraccion es
compatible con otras estrategias de aprovechamiento como la bioconversion de la

fraccion lignocelul6sica en biocombustibles y bioproductos (Doménech et al., 2021).
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4.2. Extraccion de compuestos
bioactivos: técnicas convencionales
y no convencionales

En los extractivos de orujillo se ha descrito la presencia de compuestos fenolicos
principalmente hidroxitirosol, y también manitol (Domenech et al., 2021). La extraccion
de compuestos bioactivos a partir del orujillo se puede plantear como una etapa previa a
otras dirigidas a obtencidn de azucares y derivados de valor afiadido o para su uso como
combustible. En la presente Tesis Doctoral, se han ensayado diferentes disolventes en una
extraccion convencional, y posteriormente se han evaluado diferentes tecnologias de
extraccion, convencionales y no convencionales. Ademas, se ha estudiado la influencia
de los principales pardmetros de operacion, en cada una de ellas, optimizandolos mediante

la metodologia de superficie de respuesta.
4.2.1. Seleccion de disolvente

Uno de los factores mas importantes a la hora de recuperar compuestos bioactivos es el
disolvente empleado ya que su polaridad influye directamente en los solutos extraidos
(Bonifacio-Lopes et al., 2019; Lefebvre et al., 2021). Asi, la obtencion de compuestos
fenolicos del orujillo peletizado comenzd evaluando la extraccion con diferentes
disolventes. En un primer estudio se compar0 el agua con agua acidificada con acido
acetico 0,5% (v/v), y con otros disolventes organicos como acetona 50% (v/v) y
disoluciones de etanol al 20% y 50% (v/v) (Articulo 1). Los resultados de rendimiento,
contenido en compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los diferentes extractos
se recogen en la Tabla 17. Se observa que tanto el rendimiento como las propiedades

antioxidantes del extracto acuoso fueron similares a las de los extractos organicos. Asi,
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la extraccion del orujillo con agua a 55°C, con un rendimiento del 37,5%, permitio obtener
un extracto con un contenido en compuestos fendlicos totales de 38,1 mg equivalentes de
acido galico (GAE)/g orujillo y una actividad antioxidante por FRAP y ABTS de 39,9y
70,7 mg equivalentes de trolox (TE)/g orujillo, respectivamente. Asi, este estudio
preliminar puso de manifiesto que la extraccién con agua se puede emplear como una
alternativa verde a la extraccion con disolventes organicos para recuperar compuestos

antioxidantes del orujillo, con resultados similares.

Tabla 17. Rendimiento de extraccion, contenido total de compuestos fendlicos (TPC) y

capacidad antioxidante a 55°C durante 90 min y 15% de sélidos.

) Rendimiento de TPC FRAP? ABTS?
Disolvente B - - 3
extraccion (%) (mg GAE/g orujillo) (mg TE/g orujillo)  (mg TE/g orujillo)
Agua 375+0,2 381+13 399+14 70,7+ 3,9
Agua
o 403+15 29,7+0,9 339+18 57,1+75
acidificada
Etanol 50% 39,3%£0,5 395+24 415+15 629+54
Etanol 20% 35,0+£1,0 346+19 381+1,0 64,2+ 4,7
Acetona 50% 41,0+0,3 416+1,8 46,2+1,8 635+4,1

GAE, Equivalentes de acido gélico; TE, Equivalentes de trolox; 2Actividad antioxidante.

No obstante, dado que con acetona 50% también se obtuvieron buenos resultados, en un
estudio posterior se emple0 este disolvente en la extraccion con ultrasonidos y se optimizd
su concentracion para maximizar la extraccién de compuestos fenolicos con esta
tecnologia (Articulo 2). La acetona se selecciond debido a su baja toxicidad y por estar
autorizada por la EFSA para la formulacion de alimentos funcionales y por el Real
Decreto 1101/2011 por el que se aprueba la lista de disolventes de extraccion aptos para

la fabricacion de productos alimenticios y de sus ingredientes.
4.2.2. Optimizacion de las condiciones de extraccion

A la vista de los resultados satisfactorios conseguidos con la extraccion acuosa del
orujillo, se profundizé en su estudio junto con otras tecnologias verdes. Asi, con el
objetivo de llevar a cabo un proceso sostenible con el menor impacto posible para el
medio ambiente y la salud, la presente Tesis Doctoral se centro, principalmente, en el
empleo de agua como disolvente “verde” (Articulos 1, 3 y 4) y disoluciones acuosas de

acetona (Articulo 2). En la Tabla 18 se resumen las tecnologias de extraccién aplicadas
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al orujillo, las variables estudiadas, sus rangos, las condiciones optimizadas para cada

técnica y el articulo que recoge cada tipo de extraccion.

Tabla 18. Variables de operacion empleadas en las diferentes técnicas de extraccion y

condiciones optimizadas.

Equipo Tipo de Disolvente Condiciones de Condiciones Articulo
quip orujillo (%, viv) operacion optimizadas
Extraccion convencional
Disefio Box-Behnken
~ . T: 25-85°C 85°C, 90 min,
Bafio de agua  Peletizado Agua t 30-90 min 10% (mAv) s6lidos 1
5-25% (m/v) sélidos
Extraccion asistida por ultrasonidos
Dlse.no Box-Behnken 40% acetona,
~ . Ca: 20-80% (v/v) .
Bafio (100 W) Molido Acetona . : 43 min, 8,6% (m/v) 2
t: 10-60 min s6lidos
2-15% (m/v) solidos
40% acetona, 8,6%
(m/v) sélidos 12 min
Sonda (150 W) Molido Acetona Disefio Factorial 2x2 : 2
. 70% amplitud
t: 2-12 min
Amplitud: 30-70%
D'Se”t‘? 2801); ?nei?]”ke” 16 min, 11,5%
. : . 0
Sonda (550 W)  Peletizado Agua 2-15% (m/v) solidos (m/V)aSr;?lll(ijt(zjsd 80% 3
Amplitud: 20-80% P
Extraccion asistida por microondas
Disefio Box-Behnken
. T: 40-100°C 100°C, 16 min,
Monomodo — Molido Agua t: 4-40 min 12% (miv) solidos 4

3-15% (m/v) sélidos
Ca: concentracion de acetona; T: Temperatura; t: tiempo.

En primer lugar, se estudio la extraccién acuosa del orujillo peletizado evaluando la
influencia de la temperatura (25-85°C), el tiempo (30-90 min) y la carga de solidos (5-
25% solidos) (Articulo 1). Seguidamente, se llevo a cabo una extraccion en bafio de
ultrasonidos con mezclas agua:acetona (20-80%) y se estudid también el efecto del
tiempo de extraccion (10-60 min) y la carga de sélidos (2-15%), y se observd que la
molienda de los pellets de orujillo (1 mm) favorecia la extraccion de compuestos
fenolicos. La carga de solido y la concentracion de acetona optimizadas en la extraccion
con bafio ultrasénico se fijaron en 8,6% (M/v) y 40% (v/v), respectivamente, al llevar a
cabo la extraccion en un equipo de ultrasonidos tipo sonda de baja potencia (150 W) en

la que se evalud la influencia del tiempo (2-12 min) y la amplitud (30-70%) (Articulo 2).
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A continuacién, se realiz una extraccidn secuencial del orujillo para obtener compuestos
fendlicos, manitol y acidos triterpénicos. En primer lugar, se extrajeron compuestos
fenolicos y manitol mediante una extraccion por ultrasonidos de tipo sonda de alta
potencia (550 W) (Articulo 3) y por microondas (Articulo 4) a orujillo peletizado y
molido, respectivamente, empleando en ambos casos agua como agente de extraccion. A
continuacidn, se realizd una maceracion con etanol para recuperar acidos triterpénicos

bioactivos del solido de orujillo extraido previamente.

Para llevar a cabo estos estudios, tras cada ensayo de extraccion, la mezcla obtenida se
filtr6 a vacio obteniéndose una fraccion liquida (extracto) y una fraccién sélida (sélido de
orujillo extraido) (Figura 52). Los extractos se filtraron a través de filtros de jeringa

(nylon, tamafio de poro de 0,45 um) y se conservaron a -18°C hasta su posterior analisis.

Todas estas técnicas se llevaron a cabo de acuerdo a un disefio de experimentos aplicando
la metodologia de superficie de respuesta. Esto permite evaluar como afectan las variables
de operacion mediante modelos matematicos y permite determinar las condiciones de
optimizacion (Tabla 18), con un namero reducido de experimentos. Las variables de
respuesta estudiadas fueron: rendimiento de extraccion, concentracion y contenido
fendlico, concentracion y contenido en hidroxitirosol y/o actividad antioxidante del
extracto. En el estudio de la extraccion con ultrasonidos de tipo sonda de alta potencia
(Articulo 3) y la extraccion con microondas (Articulo 4), empleando agua como
disolvente en ambos casos, se considerd también la concentracién y el contenido en
manitol del extracto como variables de respuesta. Asi, se obtuvieron modelos lineales y
polinémicos de segundo orden para establecer la relacion entre dichas respuestas y las
variables de operacién estudiadas: carga de sélido, tiempo de extraccion, temperatura,
potencia de ultrasonidos y/o concentracion de acetona, dependiendo de la tecnologia

empleada (Articulo 4). Las ecuaciones obtenidas fueron:

Modelo lineal
Vi = Bo+ Tisi Bixi + X Nicjo1 Bijxixj

Modelo polinémico:

Vi = Bo+ Tisy Bixi + X Xicjo1 Bijxixj + Xizy Buxt
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donde y es la variable de respuesta, X; y Xj son las variables operativas en valores
codificados que van de -1 a 1, Po, Bi, Bij Y Bii son los coeficientes de regresion calculados
a partir de los resultados experimentales por el método de minimos cuadrados. La validez
de los modelos de superficie de respuesta se determino evaluando que no hubiera falta de
ajuste (p > 0,05), que tuvieran un coeficiente de determinacion R?> 0,85 y un valor de p

<0,05 en el analisis de varianza.

A continuacion, se analizo el perfil fenolico de los extractos obtenidos en condiciones
optimizadas mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) acoplado a un
detector de Diodo Array (DAD) que permitio la caracterizacion del hidroxitirosol por
comparacidn con su estandar comercial a través del tiempo de retencion y del espectro de
absorcion UV-Vis en el rango de 190-600 nm. También, se caracterizaron los compuestos
fenolicos por electroforesis en zona capilar (CZE)-DAD mediante la comparacion del
tiempo de migracién y los espectros UV con estandares disponibles en la base de datos
del equipo. Los compuestos fendlicos minoritarios se caracterizaron mediante HPLC
acoplado a espectrometria de masas (MS). Finalmente, mediante HPLC acoplada a un
detector de indice de refraccion (RID) se determiné el contenido en glucosa y manitol de

los extractos.

Los extractos obtenidos tras la maceracién con etanol también se filtraron con filtros de
0,45 um para determinar el rendimiento de extraccién, identificar y cuantificar su
contenido en los principales &cidos triterpénicos (&cido maslinico y acido oleandlico)

mediante HPLC-DAD (a 210 nm) y el método de estandarizacion externa.

Finalmente, se determind la composicion quimica y elemental de los sélidos de orujillo
extraido en las condiciones optimizadas para cada técnica de extraccion, siguiendo el
procedimiento descrito en el Apartado 4.1. Esto permitio determinar el contenido de estos
solidos en azUcares poliméricos y lignina para su valorizacion en etapas posteriores a la
extraccion en un esquema de biorrefineria basado en el orujillo como materia prima. Estos
solidos extraidos tambien se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) para visualizar los cambios estructurales que las técnicas de ultrasonidos y

microondas producen en el material vegetal.
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ORUJILLO

|

Extraccion con agua
Extraccién por ultrasonidos
Extraccién por microondas

Diserio experimental Box-Behnken o
Factorial de dos niveles

Variables de operacion (tiempo, temperatura,
amplitud, carga de solido)

|

Optimizacion de condiciones
de extraccién

|
| l

Extracto Sélido extraido

Contenido en compuestos fenolicos y manitol Estructura morfologica (SEM)
(HPLC-DAD and HPLC-RID)

Compuestos minoritarios (HPLC-MS)

Caracterizacion quimica (NREL)

Analisis elemental (analizador elemental)
Extraccion etandlica

Etanol absoluto, 24 h, 10% (m/v) s6lidos

l

Extracto etanélico
Contenido en acidos triterpénicos (HPLC-DAD)

Figura 52. Esquema del procedimiento experimental y técnicas de caracterizacion.

4.2.3. Extractos de orujillo

4.2.3.1. Rendimiento de extraccion y contenido en compuestos fenolicos

Los extractos liquidos obtenidos en las diferentes técnicas y condiciones aplicadas al
orujillo fueron caracterizados. La Tabla 19 muestra los valores de rendimiento de
extraccion, contenido total de compuestos fendlicos y el contenido en hidroxitirosol

determinados en los diferentes extractos obtenidos en cada tecnologia (Tabla 18).

El rendimiento de extraccion representa el porcentaje de orujillo que se ha solubilizado
en el disolvente durante la extraccion. En este trabajo, cuando se realizo una etapa Gnica
de extraccion, los rendimientos oscilaron entre 39,2% (microondas) y 56,8%
(ultrasonidos de tipo sonda) (Tabla 19). El valor mas elevado se obtuvo cuando se extrajo
el orujillo en ultrasonidos de tipo sonda de baja potencia y empleando acetona como
disolvente. Segun Lavillay Bendicho (2017) el empleo de sondas provoca una mejora en

el rendimiento con respecto a los bafios ultrasonicos, debido a que la radiacion se
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transmite directamente al medio. En este caso, el mayor rendimiento de extraccién
comparado con las otras tecnologias también puede atribuirse al efecto combinado de
varios factores como puede ser el disolvente empleado (acetona 40%), el efecto del
ultrasonido y la temperatura, la carga de sélido, etc. (Wen et al., 2018). Segin Chemat et
al. (2017) los rendimientos de extraccion con esta tecnologia pueden llegar a
incrementarse un 5% con respecto a una maceracion convencional. Alternativamente, el
valor mas bajo de rendimiento se obtuvo con la extraccion por microondas (39,2%),
indicando que esta tecnologia fue menos eficiente. Por otra parte, cuando se realizaron
dos etapas de extraccidn con solvente, la segunda etapa, con agua o con acetona, ofrecio
un menor rendimiento de extraccion en ambos casos, 11%, mientras que, en la primera

etapa, se extrajo la mayor parte del material soluble del orujillo (40,9%).

Los valores de TPC oscilaron entre 34,5 mg GAE/g orujillo en la extraccién por
microondas y alrededor de 45 mg GAE/g orujillo en una etapa de extraccidn acuosa y en
la extraccién con ultrasonidos de baja potencia con acetona. (Tabla 19). Cabe decir, que
esta Ultima técnica de extraccion, ademas de alcanzar el valor maximo, permitio acortar
el tiempo de extraccion (12 min) si se compara con la extraccion acuosa convencional (90
min). La extraccién por microondas también acortd el tiempo de extraccion (16 min),
pero la eficiencia fue menor que la extraccion acuosa, al igual que ocurria con el

rendimiento de extraccion.

Por otra parte, como era de esperar, se obtuvieron valores mas bajos de TPC en la segunda
etapa de extraccion acuosa y con acetona, ya que la mayor recuperacion de los

compuestos fenolicos ocurre en la primera etapa (44,5 mg GAE/g orujillo).

En cuanto al contenido en hidroxitirosol, se solubiliz6 una mayor cantidad cuando se
empled agua como disolvente, aplicando la extraccion acuosa convencional (6,3 mg/g
orujillo) y ultrasonidos de sonda de alta potencia (6,4 mg/g orujillo). Esto puede deberse
al caracter polar del hidroxitirosol cuya extraccion se ve favorecida cuando se emplea
agua en vez de disoluciones de acetona, que son menos polares (Musa et al., 2010). Cabe
destacar, que en este caso se pudo extraer directamente el orujillo peletizado obtenido
industrialmente sin necesidad de una molienda previa, evitando asi el coste
energético/econémico que supone dicha etapa (Sharayei et al., 2019). Ademas, esos

extractos presentaron una elevada pureza (15,4 y 13,6 mg/g extracto, respectivamente).
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Comparando con otras biomasas del olivar, los valores de hidroxitirosol determinados en
los extractos de orujillo en la presente Tesis Doctoral fueron comparables a los obtenidos
para el orujo de aceituna (5,1-6,3 mg/g extracto seco) (Ribeiro et al., 2020) y la poda de
olivo (8,0 mg/g peso seco extracto) (Doménech et al., 2021), y superiores a los obtenidos

con el hueso de aceituna (3,1 mg/g extracto seco) (Tabla 10).

En resumen, empleando ultrasonidos de sonda de alta potencia y agua como disolvente,
se pueden obtener extractos ricos en hidroxitirosol con tiempos cortos de extraccion
empleando directamente orujillo peletizado como materia prima. En cualquier caso, la
extraccion acuosa con calentamiento en bafio, con resultados similares, también es una

alternativa de interés que ademas se podria escalar facilmente.
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Tabla 19. Rendimiento de extraccion, contenido en compuestos fendlicos (TPC) e hidroxitirosol (HT) de los extractos de orujillo obtenidos

con diferentes tecnologias.

Método de extraccion Rendimiento TPC HT
(%) (mg GAE/qg orujillo) (mg GAE/g extracto)  (mg/g orujillo)  (mg/g extracto)

Extraccion con solventes

Extraccion acuosa® (12 etapa) 409+0,5 445+0,3 108,8 + 0,6 6,3+0,2 154 +0,5

Extraccion acuosa?® (22 etapa) 11,0£0,.2 11,8+0,2 108,3+1,5 1,7+£0,9 154 +0,9

Extraccion con acetona 70%? (22 etapa) 10,8 £ 0,3 13,1+0,8 121,4+19 N.D. N.D.
Ultrasonidos bafio/acetona 40%° 47,3+0,8 42,1+0,6 889+12 52+0,1 10,9+0,2
Ultrasonidos sonda (baja potencia)/acetona 40%" 56,8 £ 3,6 45,4 £ 3,2 799+56 49+0,0 8,7+0,1
Ultrasonidos sonda (alta potencia)/agua® 47,1+£0,5 40,0£0,3 84,9+0,7 6,4+0,3 13,6 £0,6
Ultrasonidos sonda (alta potencia)/agua® 436+0,0 384+£0,5 88,1+£1,2 6,2+0,1 142+0,2
Microondas/agua® 39,2+24 345+14 88,1+£35 59+0,3 150+0,7

N.D., no determinado; GAE, Equivalentes de acido galico; ®Oruijillo peletizado; *Orujillo molido.
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4.2.3.2. Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos de orujillo obtenidos en las mejores condiciones
para cada técnica se muestra en la Tabla 20. A diferencia de lo que ocurre con la
extraccion de TPC e hidroxitirosol, los valores mas altos de actividad antioxidante,
determinados tanto por el método FRAP como ABTS, referidos a orujillo, se alcanzaron
en las extracciones con ultrasonidos cuando se empled acetona como disolvente, en las
dos modalidades ensayadas (bafio ultrasénico y sonda de baja potencia). El resto de
métodos presentaron valores ligeramente mas bajos cuando se refirié a peso de orujillo,
aunque similares entre ellos. Vale la pena destacar, como en el caso de las extracciones
secuenciales, las segundas etapas, tanto con agua como con acetona, alcanzaron valores
elevados de capacidad antioxidante, referidos a extracto, lo que indica que son extractos

de mayor pureza, que era el objetivo de la segunda etapa de extraccion.

Aunque el hidroxitirosol es el principal compuesto antioxidante presente en los extractos
de orujillo, los resultados obtenidos sugieren que su composicion fendlica minoritaria
también contribuye a sus propiedades antioxidantes ya que pueden presentar efectos
sinérgicos, como se ha observado en extractos de hoja de olivo (Benavente-Garcia et al.,
2002). Asi, los valores de correlacion entre el contenido de hidroxitirosol solubilizado y
la actividad antioxidante fue de 0,668 cuando se aplic el test de correlacion de Pearson.
Sin embargo, el valor de r obtenido para el TPC y la actividad antioxidante era mayor de
0,905. Para conocer con detalle la composicion de los extractos, estos se caracterizaron

mediante diversas técnicas analiticas.
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Tabla 20. Capacidad antioxidante de los extractos de orujillo obtenidos en las diferentes

extracciones.

FRAP ABTS
Método de extraccion (mg TE/ (mg TE/ (mg TE/ (mg TE/
g orujillo) g extracto) g orujillo) g extracto)

Extraccion con solventes

L a
Extraccion acuosa 476+02 116,4+ 0,6 954+0,7 233,3+1,8

(1@ etapa)
1A a

Extraccion acuosa 16,7+0,1 1535+ 1,1 249+04  2284+32

(22 etapa)

Extraccién con

scetona 70% (2 etapa) 143+03 1304+ 1,8 251+18  2324+22
Ultrasonidos batfio/ 61,1+22 1291+47 1350+ 14  2853+209
acetona 40%
Ultrasonidos sonda (baja 681+43  1199+7,6  1407+46  2477+64
potencia)/acetona 40%
Ultrasonidos sonda (alta 509+26  1081+54  1006+14  2245+29

potencia)/agua®
Ultrasonidos sonda (alta
potencia)/agua®
Microondas/agua”® 454 +2,1 1158+53 988+15  252,3+39

TE, Equivalentes de trolox. Orujillo peletizado; ®Orujillo molido.

499+13 1144+29 956+1,3 219,0+3,0

4.2.3.3. Perfil fendlico de los extractos

Los extractos de orujillo obtenidos para las diferentes técnicas empleadas también se
caracterizaron para determinar su perfil fenélico mediante HPLC-DAD a 280 nm. Como
ejemplo, la Figura 53a muestra el cromatograma del extracto acuoso de orujillo obtenido
mediante extraccion convencional a 85°C, 90 min y 10% de sélidos. En el perfil fendlico
determinado se observa que este extracto, al igual que el resto de extractos obtenidos,
presentaba principalmente hidroxitirosol y otros compuestos minoritarios.

Este mismo extracto fue analizado por CZE vy el electroferograma obtenido a 200 nm
muestra también la presencia destacada del hidroxitirosol como compuesto principal del
extracto. Entre 4 y 10 minutos, se encontrd la mayor correspondencia con los estandares
disponibles en la base de datos, siendo posible caracterizar, ademas de hidroxitirosol:
tirosol, catecol, pinoresinol, &cido vainillico y 3-fenilfenol con una coincidencia superior
al 91% (Figura 53b). Estos dos andlisis complementarios revelan el gran potencial de los
extractos de orujillo como fuente natural, renovable y de bajo coste, de hidroxitirosol,

alternativa a las hojas de olivo y el orujo.
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Figura 53. Cromatograma (280 nm) (a) y electroferograma (200 nm) (b) del extracto

acuoso obtenido a partir de la primera extraccion acuosa de orujillo peletizado (85°C, 90
min, 10% s6lidos).

También, se empled HPLC-MS para la determinacion de compuestos minoritarios en los

extractos ya que presenta una alta sensibilidad y permite la elucidacion estructural

tentativa a partir de la determinacion de sus masas moleculares y de los patrones de
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fragmentacion que presentan fragmentos caracteristicos de su estructura. Es importante
remarcar que la informacion proporcionada por la literatura (Ammar et al., 2017;
Contreras et al., 2021; Rubio-Senent et al., 2015) y las bases de datos de estructuras

quimicas fue crucial para la identificacion de estos compuestos.

Todos los extractos presentaron perfiles de HPLC-MS similares, detectandose los
compuestos identificados en la Tabla 21, con la excepcion de los compuestos
hidroxitirosol-desoxi acido elendlico y luteolina, que sélo se detectaron en los extractos
de acetona (40%). Probablemente, el caracter mas apolar de la acetona, permitio la
extraccion de estos compuestos. También se observaron algunas diferencias en el perfil
fendlico de los extractos de acetona respecto a los compuestos minoritarios, lo que podria
explicar la mayor actividad antioxidante determinada en estos extractos. Por ejemplo,
cabe destacar que la luteolina, presente en los extractos de acetona es un flavonoide que
presenta casi el doble de actividad antioxidante, por el método ABTS, que el
hidroxitirosol (Benavente-Garcia et al., 2002). Ademas, se identificaron 23 compuestos
derivados del hidroxitirosol, incluidos los compuestos bioactivos oleaceina, verbascosido
y oleuropeina, que también presentan propiedades farmacoldgicas de interés (Nediani et
al., 2019).

Tabla 21. Compuestos fenolicos identificados por cromatografia de liquidos-

espectrometria de masas en extractos de orujillo.

RT [M-H]" Formula Patrén de fragmentacion Compuestos sugeridos

(min)  (m/2) molecular  (m/z)

Derivados de hidroxitirosol

1,1 153 CsH1003 123 Hidroxitirosol*

1,2 315 C14H200g 153, 135, 123 Hidroxitirosol glucosido

1,7 461 CaoH30012 315, 161, 135 Verbasosido

1,9 299 C14H2007 179, 161, 119, 101 Tirosol glucosido

3,0 461 CaoH30012 299, 179, 161 Verbasosido isémero

6,5 195 C10H1204 153, 151, 59 Hidroxitirosol acetato

9,3 483 CaxH3011 347,123 Derivado de oleaceina (+ hexosa
+H

9,9 543 CasH36013 513, 377, 357, 313 Dihizt)jro oleuropeina

10,1 623 CaH36015 461, 315 Verbascosido

10,3 701 CauHs018 539, 437, 377, 307, 275 Oleuropeina hexosido isémero 1

10,7 335 C17H2007 317, 199, 153 Hidroxi oleaceina isdémero 1

10,8 701 CauH4018 539, 377, 307, 275 Oleuropeina hexosido isémero 2

10,9 623 CaH36015 461 Isoverbascosido

11,0 335 C17H2007 317, 199, 153, 111 Hidroxi oleaceina isémero 2

11,3 541 CxsH3013 361, 225, 181 Derivado de oleuropeina (+H>)
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11,5 539 CaxsH3013 403, 223 Oleouropeina isémero 1

11,9 539 CxH3013 403, 377, 307, 275, 223 Oleuropeinat

119 701 Ca1H4201s 377,307, 275 Oleuropeina hexosido isomero 3
125 539 CasH32013 377, 307, 275, 223 Oleouropeina isémero 2

129 539 CasH32013 403, 377, 307, 275, 223 Oleouropeina isémero 3

13,0 319 C17H2006 183, 181, 153, 111 Oleaceina

13,6 523 CxH3012 361, 291, 259, 223 Ligustrosido

18,7 361 C19H207 329, 291, 225, 193, 181 Hidroxitirosol unido a desoxi

acido elendlico

Otros compuestos fenolicos

6,2 137 C7/Hs03 No fragmentado Acido 3-hidroxibenzoico

9,7 463 CaxH32012 347,301 Quercetina glucosido

10,3 447 C21H20011 285 Luteolina 7-O-glucosido*

10,3 593 CorH30015 285 Luteolinz O-deoxihexosil-
hexosido

10,7 593 Ca7H30015 447, 285 Luteolina O-deoxihexosido O-
hexosido

11,7 551 CaxsHzs014 507, 389, 341, 281, 251, 179, Caffeoil-6'-secologanosido

161
13,0 535 CasHog013 491, 389, 345, 265, 163 p-Coumaroil-6'-secologanosido
142 285 Ci15H1006 175, 151 Luteolina

!Comparado con estandares Oleaceina o 3,4-DHPEA-EDA

4.2.3.4. Evaluacion del contenido de manitol y glucosa en los extractos

El contenido en manitol de los extractos de orujillo también se determind y se optimizé
su extraccion ya que se trata de un compuesto bioactivo de interés, con aplicaciones en
las industrias alimentaria y farmaceutica. La mayor solubilizacién de manitol se consiguid
aplicando acetona 40% como disolvente en ultrasonidos de tipo sonda de baja potencia
(69,7 mg/g orujillo). Sin embargo, el extracto con mayor contenido de este compuesto se
obtuvo mediante extraccién acuosa convencional (134,9 mg/g extracto), siendo este
extracto también el de mayor contenido en TPC e hidroxitirosol (Tabla 22).

La concentracion de manitol obtenida a partir del orujillo mediante las distintas
tecnologias de extraccidn ensayadas en esta Tesis Doctoral fue mas alta que la obtenida
por otros autores empleando un extractor Soxhlet durante la noche y agua como
disolvente (40 mg/g de orujillo) (Doménech et al., 2021) o una extraccion hidrotérmica a
100°C durante 30 min (39 mg/g orujillo) (Manzanares et al., 2020) (Tabla 5). Comparando
con las hojas de olivo, se puede afirmar que las cantidades de manitol determinadas en
los extractos de orujillo son similares a las obtenidas para esta biomasa del olivar, que se
considera una fuente rica en este compuesto (Lama-Mufioz et al., 2020a). En cambio, el
orujo de aceituna presenta un contenido en manitol muy superior (210-320 mg/g peso

seco) (Ribeiro et al., 2020) al obtenido para el orujillo en la presente Tesis.
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Ademas de manitol, en todos los extractos se detecto la presencia de glucosa, en un rango
que vario entre 43,5 mg/g orujillo (o 76,7 mg/g extracto) y 56,9 mg/g orujillo (o0 120,2
mg/g extracto), dependiendo de las condiciones de extraccion (Tabla 22). Dicha glucosa
puede derivar de la glucosa presente en la fraccion de extractivos, 1,77%, junto con
glucosa presente en estructuras labiles como la hemicelulosa o incluso celulosa amorfa
(Tablals6).

Tabla 22. Cantidad de manitol y glucosa en los extractos de orujillo obtenidos en las

diferentes extracciones aplicadas.

Método de extraccion Manitol Glucosa

(mg/g orujillo)  (mg/g extracto)  (mg/g orujillo)  (mg/g extracto)

Extraccion con solventes

Extraccion acuosa? 55,2+0,3 1349+0,8 45,7+0,3 111,7+£0,7
(12 etapa)
Extraccion acuosa? 43+0,0 39,4+0,0 3,07+0.2 339x1,6
(28 etapa)
Extraccion con acetona 4,4+0,0 40,7+0,0 90£05 83,3+2,0
70%3(22 etapa)
Ultrasonidos bafio/ 595+1,1 125,7+2,3 56,9+ 0,5 120,2+0,9
acetona 40%"
Ultrasonidos sonda (baja 69,7+£0,2 122,7+£0,4 435+1,3 76,7+272
potencia)/ acetona 40%°
Ultrasonidos sonda (alta 50,9+50,9 108,0 £ 3,7 530+£1,1 1125+24
potencia)/agua?
Ultrasonidos sonda (alta 473+14 108,4+3,1 46,9+0,8 1075+£19
potencia)/agua®
Microondas/agua® 46,7+1,1 119,3+238 46,7+ 0,6 119,3+ 14

20rujillo peletizado; *Orujillo molido.

4.2.4. Solido de orujillo extraido

4.2.4.1. Composicién quimicay elemental

La aplicacién de una etapa de extraccion en una biorrefineria tiene dos funciones, una es
la posibilidad de obtener compuestos bioactivos, como se ha indicado en los apartados
previos, asi como favorecer la posterior conversién de celulosa en la etapa de
sacarificacion enzimatica (Ballesteros et al., 2011). Asi, la caracterizacion de la biomasa
pretratada es necesaria para su valorizacion en etapas posteriores de una biorrefineria. De
igual forma, resulta fundamental la caracterizacion del sélido resultante de la etapa de
extraccion. Por ello, se evalud la composicion quimica de los sélidos de orujillo extraido
obtenidos tras la aplicacion de las diferentes técnicas en condiciones optimizadas o
seleccionadas (Tabla 23) mediante la metodologia descrita en el Apartado 4.1. Todas las

técnicas de extraccién ensayadas eliminaron gran parte de los extractivos presentes en el
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orujillo (componentes no estructurales), principalmente extractivos acuosos.
Particularmente, la extraccidon acuosa convencional y la extraccion con ultrasonidos de
tipo bafio consiguieron una mayor reduccion del contenido en extractivos del orujillo,
resultandos solidos que presentaron alrededor de un 15% de extractivos frente al orujillo
inicial que tenia un 41,8% (Tabla 16). Esto concuerda con el estudio de Manzanares et al.
(2020) en el que se aplico una etapa de extraccion con agua caliente al orujillo (100°C
durante 30 min) para reducir el porcentaje de esta fraccion y obtuvieron un solido con un

15% de extractivos.

Cuando se realizd una segunda etapa de extraccidn, con agua o con acetona 70%, sobre
el solido resultante de una primera extraccion acuosa, el porcentaje de extractivos se
redujo ain mas, obteniendo sélidos con un 2,3 y 4,4% de extractivos acuosos,
respectivamente. Como consecuencia de la solubilizacion de extractivos, principalmente
acuosos, se produjo un aumento considerable de los porcentajes del resto de fracciones
del orujillo: extractivos etandlicos, celulosa, hemicelulosa y lignina. Por tanto, el sélido
de orujillo extraido puede ser aprovechado para obtener azlcares libres de la fraccion
polimérica y derivados de valor afiadido lo que maximizaria la valorizacion de este

biorecurso.

En cuanto a la composicion elemental, se produjo un aumento en el contenido de
nitrégeno en los sélidos extraidos (Tabla 23) con respecto al orujillo inicial (Tabla 16),
excepto en el caso de la extraccion por microondas lo que podria deberse a una mayor
solubilizacion del material nitrogenado en el extracto acuoso. También, se incremento
ligeramente el porcentaje de carbono y esto podria incrementar su poder calorifico
(Huang y Lo, 2020).
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Tabla 23. Composicién quimica y analisis elemental (%, peso seco) de los residuos de extraccion (solidos de orujillo extraidos).

12 extraccion

22 extraccion

22 extraccion

Ultrasonidos

Ultrasonidos

Ultrasonidos

Ultrasonidos

Microondas/

Componente acU0Sa? acU0sa? con 70 % bafio/40% sonda/ sonda/ sonda/ aquaP
acetona? acetona®®  40%acetona®? agua®® agua®® 9
Composicién quimica
Extractos 15,24 £ 0,27 9,00 £ 0,10 10,10+ 0,3 15,51 + 0,43 20,29 £1,04 20,98 £1,07 21,45+ 0,26 17,52 £ 0,91
Extractos acuosos 8,24 + 0,23 2,30+0,10 4,40+ 0,0 4,88 + 0,22 7,81+1,04 14,89 + 0,74 14,65 £ 0,40 9,46 + 0,97
Extractos etanolicos 7,00+£0,18 6,70 £ 0,00 58004 10,82 + 0,37 12,02 +£1,04 6,09 £ 0,19 6,79 + 0,66 8,05 + 0,06
Celulosa 12,81 £ 0,55 13,00 £ 1,40 1390+£1,3 11,49 + 0,65 15,09 + 0,80 14,33 £ 0,64 15,71 £ 1,63 10,81 £1,31
Hemicelulosa 17,98 £ 0,82 18,60 £ 1,20 1470+ 0,9 15,77 £ 0,77 20,08 £0,93 15,16 £ 0,18 17,31 £1,51 13,46 +£1,43
Xilosa 13,00 £ 0,54 14,10+ 1,10 10,50+ 0,7 11,31+ 0,77 15,84 + 0,93 14,70 £ 0,15 16,75+ 1,48 13,11+ 1,39
Galactosa 3,27+0,61 3,10+0,20 2,40+0,2 2,84+ 0,09 2,57 +£0,62 1,24 £ 0,09 1,50 £ 0,31 1,05+ 0,32
Arabinosa 2,12 £ 0,07 2,30+ 0,10 240+0,2 2,27 £ 0,02 2,76 £ 0,01 1,16 £ 0,03 1,27 £ 0,06 1,02 +0,13
Manosa 1,21 + 0,06 1,40+ 0,10 1,30+0,1 1,29+0,16 1,41 + 0,03 N.D. N.D. N.D.
Grupos acetilos 1,00 £ 0,06 1,70+ 0,20 190+04 1,35+£0,16 1,84 £ 0,05 1,30 £ 0,09 1,64+0,19 1,31+£0,28
Lignina 34,21 £0,38 40,60 = 0,50 38,60 +£0,8 30,14 £ 0,31 29,79 £ 0,07 32,32 £0,49 32,34 £0,73 31,49 £ 0,55
LAI 33,62 £ 0,28 39,70 £ 0,30 37,30£0,3 29,59 £ 0,31 28,52 £ 0,69 31,54 £0,48 31,08 £0,72 30,77 £0,51
LAS 0,93+0,41 0,90 £ 0,50 1,30+£0,8 0,55 £ 0,06 1,27 £ 0,07 0,78 £ 0,07 1,26 + 0,01 0,71+£0,22
Cenizas 0,18 + 0,01 0,20 + 0,00 0,20+ 0,0 1,67 £0,06 1,60£0,21 1,62 £0,04 1,68 £0,12 1,41 £0,02
Andlisis elemental
Nitrégeno 1,85+0,08 1,73+0,14 1,80£0,0 1,45+0,19 - 1,57 £0,07 1,43 0,07 1,09 £0,25
Carbono 45,41+ 0,68 50,59 + 1,27 48,70+ 0,3 48,95+ 0,33 - 4952+0,39 49,38+0,37 49,69+0,16
Hidrégeno 5,88 + 0,05 6,06 = 0,20 580+0,1 5,96 + 0,08 - 6,21 + 0,04 6,16 + 0,04 6,08 £ 0,03

N.D., no detectado; -, no caracterizado; LAI:Lignina &cido insoluble; LAS; Lignina acido soluble.
30rujillo peletizado; Orujillo molido; Potencia del equipo: 100W; 9Potencia del equipo: 150W; ¢Potencia del equipo: 550W.
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4.2.4.2. Evaluacion de la fraccion solida extraida mediante microscopia electrénica

de barrido

Para estudiar los cambios estructurales originados en el orujillo tras la extraccion con
ultrasonidos y microondas se emple6 SEM. La Figura 54 muestra las imagenes
panordmicas (escala 50 pm) obtenidas mediante SEM. En las Figuras 54a y 54b,
correspondientes a orujillo peletizado y molido, respectivamente, se observa un
predominio del material vegetal. EI orujillo molido presenta una superficie mas lisa ya
que debido a la etapa de molienda las particulas son mas pequefias y se encuentran

apiladas, aunque realmente el material esté mas disgregado.

El orujillo peletizado, tras ser sometido a la extraccion con ultrasonidos de tipo sonda de
alta potencia, muestra una superficie del material vegetal mas erosionada que la superficie
de orujillo inicial peletizado y, ademas, su aspecto es deshilachado (Figuras 54a y 54c).
No obstante, cuando esta misma tecnologia se aplicé al orujillo molido, se observa una
estructura méas fraccionada y deteriorada, con presencia de oquedades (Figura 54d). A
pesar de estas diferencias estructurales, los resultados de TPC, hidroxitirosol, actividad
antioxidante, manitol y glucosa fueron similares en ambos extractos (Tablas 19, 20 y 22).
Cabe decir que, el dafio estructural provocado en el tejido vegetal por los ultrasonidos fue
suficiente para facilitar la extraccion de compuestos bioactivos sin necesidad de molienda
previa. En el caso de la extraccion con microondas (Figura 54e), también, se puede
observar una gran desestructuracién del material vegetal, apareciendo oquedades y

dejando un material muy fraccionado.

Tanto el empleo de ultrasonidos como de microondas indujeron dafios estructurales del
material vegetal, favoreciendo la liberacion de compuestos bioactivos. En el primer caso,
las ondas de ultrasonidos y el efecto de cavitacion pueden alterar los materiales bioldgicos
dando lugar a descamacion y erosién de la superficie, y pueden aparecer pequefios hilos
0 aberturas huecas (Altemimi et al., 2016). En el caso de la extraccion por microondas,
su eficacia se atribuye al calentamiento localizado producido por dicha radiacion que
afecta a la estructura de la célula debido al aumento repentino de la temperatura y la
presién interna y, en consecuencia, se rompe la célula (Kaderides et al., 2019). Por tanto,
estos cambios estructurales favorecen la accesibilidad del solvente al material vegetal
facilitando la liberacion de compuestos bioactivos y mejorando el transporte de masa al

alterar las paredes celulares (Altemimi et al., 2016).
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" d) Orujillo molido

i después de ultrasonidos |
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_____________________ > M:Tkx E:50 um

Figura 54. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de orujillo original peletizado
(@) y molido (b), y del orujillo extraido por ultrasonidos tipo sonda de alta potencia (c) y

(d) y microondas (e).

4.2.4.3. Extraccion de triterpenos del solido de orujillo extraido

Los acidos triterpénicos son compuestos interesantes debido a sus propiedades bioactivas
y a sus potenciales aplicaciones en la industria alimentaria, de piensos y farmacéutica
(Contreras et al., 2020a). Estos compuestos presentan caracteristicas mas apolares que el
hidroxitirosol y el manitol y, generalmente, se emplea etanol, metanol o una mezcla de
ambos para su extraccion (Romero et al., 2017; Xie et al., 2019). De hecho, la presencia
de estos compuestos no se detectd en los extractos acuosos de orujillo obtenidos en la
presente Tesis Doctoral a partir de las diferentes técnicas ensayadas. Por ello, se realizd
una maceracién con etanol sobre el orujillo original (peletizado y molido) y sobre los
solidos extraidos de orujillo obtenidos tras la etapa de extracion con ultrasonidos y

microondas.

La Tabla 24 muestra los valores de rendimiento de extraccion y contenido de acido
maslinico y oleandlico en los extractos etanolicos obtenidos a partir del orujillo original
peletizado y molido, y de los sélidos de orujillo extraidos por ultrasonidos de tipo sonda

de alta potencia y microondas.
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Tabla 24. Rendimiento de extraccion y contenido de acido maslinico y oleanolico en los
extractos etanolicos de orujillo original y sélidos extraidos tras tratamiento por

ultrasonidos y microondas.

Rendimiento Acido maslinico Acido oleanélico
(%) (mg/g orujillo) (mg/g extracto) (mg/g orujillo) (mg/g orujillo)
Materia prima
Orujillo
- 7,56 £0,78 5,70 £ 0,00 75,40 £ 0,00 2,10 £0,00 27,77 £0,00
peletizado
Orujillo molido 6,40 £0,19 5,31+0,12 82,97 £ 6,30 1,96 £ 0,05 30,63 +2,60

Sélidos extraidos

Ultrasonidos

sonda (alta 7,02 +0,18 8,40 + 0,04 119,66 £ 2,20 3,20 £ 0,02 4558 £1,10

potencia)/agua®

Ultrasonidos -

sonda (alta 7,56 £0,12 8,90 £ 0,01 117,72 £ 0,83 3,40 £ 0,00 44,97 £0,00

potencia)/agua®

Microondas/

agua®
3Qrujillo peletizado; POrujillo molido.

6,78 £ 0,14 9,54 +0,03 140,71 +2,14 3,60 +0,02 53,10 +£1,43

El rendimiento de extraccion (sélidos solubles en etanol) determinado fue similar en todos
los casos, en torno al 7%, tanto para el orujillo original como para el orujillo ya extraido.
En cuanto a los acidos triterpénicos extraidos, se obtuvieron mayores concentraciones a
partir de los sélidos de orujillo extraidos, que variaron entre 8,40 y 9,54 mg &cido
maslinico/g orujillo y entre 3,20 y 3,60 mg acido oleandlico/g orujillo, dependiendo del
método de extraccion (Tabla 24). Asimismo, los extractos obtenidos a partir del orujillo
extraido presentaron una mayor pureza, entre 119,66 y 140,71 mg acido maslinico/g
extracto y entre 44,97 y 53,10 mg é&cido oleandlico/g extracto. Esto indica que la
extraccion previa del orujillo favorecié la posterior extraccion de los acidos triterpénicos.
Este hecho puede atribuirse al mayor contenido de extractivos etanolicos en el sélido de
orujillo extraido frente al orujillo inicial, pero también al efecto del ultrasonidos y
microondas sobre la estructura de la biomasa, que podria haber facilitado su extraccion.
En este sentido, estudios anteriores han demostrado que el empleo de microondas mejora
la extraccion de acidos triterpénicos a partir de piel y orujo de aceituna frente a la
extraccion Soxhlet debido a que la primera producia un mayor dafio tisular (Fernandez-
Pastor et al., 2017; Xie et al., 2019).

Comparando estos valores con los obtenidos a partir de otras biomasas derivadas de la
aceituna, cabe destacar que el contenido de a&cido maslinico determinado para el orujillo
es similar al de las hojas de olivo mediante maceracion (7,3 mg/g hojas) (Guinda et al.,

2010), pero superior al del orujo de aceituna empleando microondas como tecnologia de
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extraccion (0,02 mg/g orujo) (Ozkan et al., 2017) (Tabla 8). Sin embargo, el contenido de
acido oleandlico en el orujillo es similar al del orujo de aceituna (3 mg/g orujo) (Romero
et al., 2017) pero muy inferior al determinado en las hojas de olivo (18,91-39,80 mg/g
hoja) (Martin-Garcia et al., 2019).

Por lo tanto, una extraccién secuencial del orujillo permite la obtencion de extractos ricos
en antioxidantes, principalmente hidroxitirosol, y manitol y en &cidos triterpénicos. En
este caso, el orujillo se puede emplear como un biorecurso alternativo a las hojas de olivo,
que se consideran una buena fuente de este compuesto, para elaborar productos de alto
valor afiadido enriquecidos en acidos triterpénicos (Martin-Garcia et al., 2019; Romero
etal., 2017).
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4.3. Deslignificacion del
orujillo extraido

Como segunda etapa, en un proceso de valorizacion integral del orujillo, se evaluaron
diferentes tratamientos de deslignificacién con un doble objetivo: recuperar compuestos
de interés a partir de la lignina y favorecer una posterior etapa de sacarificacion

enzimatica para produccion de azUcares.

En un primer esquema de trabajo se selecciono la extraccion acuosa convencional (85°C
y 90 min) en una Unica etapa (Estrategia 1). En una segunda estrategia, se evaluo el interés
de aplicar una segunda extraccién con agua o con acetona a fin de solubilizar mas
extractivos y lograr una mayor recuperacion de compuestos antioxidantes y manitol
(Estrategia 2).

A continuacidn, se describen las dos estrategias de proceso ensayadas, incluyendo la etapa
de deslignificacion posterior a la extraccion:

e Estrategia 1 (Articulo 5): tras una extraccion acuosa (85°C y 90 min) se ensayaron

diferentes pretratamientos con agua caliente a presion, y con etanol al 50% y 60%
(v/v) (sin catalizar y catalizado con &cido sulfarico al 1%, v/v) a distintas
temperaturas (Figura 48).

e Estrategia 2 (Articulo 6): se ensay0 una extraccion acuosa en dos etapas (85°C y

90 min), y también una extraccion secuencial con agua (85°C y 90 min) y acetona
70% (30°C y 30 min) seguidas de una deslignificacion organosolvente con etanol
50% (v/v), catalizado con acido sulfurico al 1% (v/v), a distintas temperaturas
(Figura 49).
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Tras la deslignificacion parcial del orujillo se obtuvieron unos licores de pretratamiento
con actividad antioxidante por la presencia de lignina solubilizada, y unos solidos
pretratados que se hidrolizaron enzimaticamente para obtener azlcares fermentables.
Cabe decir, que el pretratamiento organosolvente con etanol se ha descrito como un
tratamiento eficiente para solubilizar lignina de la biomasa (Galbe y Wallberg, 2019) que

permite obtener ligninas de alta pureza (Pan y Saddler, 2013).

4.3.1. Caracterizacion de licores de pretratamiento

Los licores obtenidos tras las deslignificacion del orujillo en las dos estrategias de
proceso, se analizaron en términos de TPC y actividad antioxidante (Figura 55), siguiendo

los métodos del Apartado 4.2.3.

En la Estrategia 1, el valor mas alto de TPC (53,11 mg GAE/g orujillo) se obtuvo en el
licor de pretratamiento P5 (50% etanol-1% &cido sulfurico, 130°C), que también exhibid
una alta actividad antioxidante, tanto para FRAP como para ABTS (58,59 y 97,65 mg
TE/g orujillo, respectivamente) (Figura 55). Esto podria ser debido a que al menos una
parte de los compuestos fendlicos medidos en los licores de pretratamiento corresponden
a los grupos hidroxilos fendlicos de la lignina solubilizada (Michelin et al., 2018) que

aportan propiedades antioxidantes (Contreras et al., 2021).

En la Estrategia 2, como se ha comentado previamente, se llevo a cabo una extraccion en
dos etapas previa a la etapa de deslignificacion. La extraccion acuosa y con acetona 70%
como segunda etapa de extraccion ofrecieron resultados similares en cuanto al TPC,
actividad antioxidante y manitol (Tablas 19, 20 y 22). De acuerdo con estos resultados,
se selecciond la extraccidn acuosa en dos etapas por ser el agua un disolvente no toxico
y de bajo coste, para la recuperacion global de los compuestos antioxidantes y manitol
del orujillo.

El sélido resultante de esta doble extraccidn acuosa se pretratd de acuerdo con el esquema
de la Figura 49. Los resultados de los licores de pretratamiento se muestran en la Figura
55. Tal y como se observa, el mayor contenido en compuestos fendlicos (46,16 mg GAE/g
orujillo) y capacidad antioxidante, particularmente con el método ABTS (93,64 mg TE/g
orujillo), se determiné en el licor del pretratamiento P10 (50% etanol-1% &cido sulfurico,
140°C), (Figura 49). Por ello, este pretratamiento se eligié para continuar con las

siguientes etapas del esquema de trabajo.
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Figura 55. Contenido total en fenoles y actividad antioxidante de los licores de

pretratamientos.

Evaluando los resultados obtenidos en los dos esquemas de trabajo, se obtuvieron valores
mas altos de compuestos fendlicos y actividad antioxidante con el pretratamiento P5
(Estrategia 1) que con el pretratamiento P10 (Estrategia 2). Esto puede deberse a que estos
licores, ademas de lignina solubilizada, contienen compuestos fendlicos que no se han
logrado extraer empleando una Unica etapa de extraccion. No obstante, el pretratamiento
también pudo influir en el tipo de lignina que se solubiliza, como se detalla en los
siguientes apartados, y esto a su vez, determinar la actividad antioxidante medida en los

licores, como sugieren algunos estudios (Contreras et al., 2021; Erdocia et al., 2014).

4.3.2. Solidos de pretratamiento

Los solidos obtenidos tras la etapa de deslignificacidn se caracterizaron (Tabla 25) y se
sometieron a hidrolisis enzimatica para evaluar la obtencion de glucosa a partir de los

mismos.

En la Estrategia 1 de proceso, los dos tratamientos que mas afectaron a la hemicelulosa
fueron el pretratamiento con agua caliente a presion (P1) y el pretratamiento P5, con una
solubilizacion de esta superior al 55%, que afecto principalmente a los xilanos (Tabla 25).
Estudios previos han mostrado la solubilizacion de xilanos del orujillo a través de
tratamientos de autohidrdlisis (Manzanares et al., 2020). La temperatura es un factor

crucial para la eliminacién de hemicelulosa y reducir las caracteristicas recalcitrantes de
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la biomasa, tanto con agua caliente a presion como en los pretratamientos con
organosolvente (Diaz et al., 2011; Manzanares et al., 2020). Esto explica que el contenido
de hemicelulosa en el solido pretratado P4 sea superior al del solido P5, ya que proceden
de tratamientos con organosolvente a 110°C y 130°C, respectivamente. Esta
solubilizacion de hemicelulosa provocd un aumento en el contenido de celulosa y lignina
con respecto al orujillo extraido (Tabla 25). Asi, el pretratamiento P5 dio lugar a un solido
con mayor contenido en celulosa y alcanzé el valor mas alto de deslignificacion, 23%.
Esta mayor deslignificacion puede deberse a la adicion de &cido sulfrico como
catalizador, ya que las condiciones acidas contribuyen a la rotura de los enlaces éter de la
lignina, lo que favorece la deslignificacion de la biomasa (Tayier et al., 2018). Por ello, y
considerando también las propiedades antioxidantes del licor (Apartado 4.3.2), en esta
estrategia, Estrategia 1, se selecciond el pretratamiento P5 para recuperar lignina con

propiedades antioxidantes del licor, y continuar con las siguientes etapas de proceso.

En la Estrategia 2, también se puede apreciar el papel importante que la temperatura
desempefié en el pretratamiento organosolvente del orujillo (Tabla 25). Cuando el sélido
procedente de la segunda etapa de extraccion con acetona 70% (E2) se pretraté a 110°C
(P7), solo se hidrolizd un 30% de hemicelulosa, y el rendimiento de deslignificacion fue
inferior al 12%. Sin embargo, al elevar la temperatura de pretratamiento a 130°C (P8)
sobre el mismo s6lido extraido, el rendimiento de deslignificacion aumentd hasta 43%, y
se solubiliz6 un 71% de hemicelulosa. Este efecto positivo de la temperatura cuando se
emplea un proceso de etanol organosolvente coincide con los resultados obtenidos para
otros materiales lignocelulésicos como la biomasa de Cistus ladanifer (Alves-Ferreira et
al., 2021), Eucalyptus nitens (Romani et al., 2019), paja de trigo (Salapa et al., 2017) o
bagazo de cafia de azlcar (Agnihotri et al., 2015).

Sin embargo, en este segundo esquema de trabajo la mayor solubilizacion de biomasa se
consiguid en el pretratamiento P10, que también fue superior al alcanzado con el
pretratamiento P5 de la Estrategia 1, descrito en el apartado anterior. Se logro solubilizar
75% de hemicelulosa y el rendimiento de deslignificacion fue del 53%. Esto puede
deberse al aumento de temperatura como se ha comentado anteriormente (130°C en P5
versus 140°C en P10). Por ello, teniendo en cuenta estos resultados de solubilizacién de

hemicelulosa y deslignificacion, y considerando el licor de pretratamiento (Apartado
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4.3.1), se selecciond el pretratamiento P10 para llevar a cabo las siguientes etapas del
esquema de trabajo.
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Tabla 25. Composicién quimica (%, peso seco) de los sélidos obtenidos tras el pretratamiento.

Estrategia 1 (Articulo 5)

Estrategia 2 (Articulo 6)

Extraccién acuosa

Extraccion secuencial
agua-acetona 70%

Doble extraccion acuosa

P1 P2 P3 P42 P5 P6 p7 P8 P9 P10
Celulosa 2214+194 17,78+039 2389+148 2350+064 2853+120 1830+0,62 | 1940+1,20 26,70+1,70 32,10 £ 1,40 29,00 + 1,20
Hemicelulosa ~ 10,28 +0,64 21,68+027 10,05+0,22 20,31+032 1447+082 17,36+052 | 19,20+0,80 12,70 + 0,40 1420+0,70 11,90 + 0,30
Xilosa 517+0,64 1817+027 4,69+022 1551+032 10,11+0,82 13,82+052 | 1590+070 8,60 +0,40 980+0,60 7,40 +0,30
Galactosa 2724007 269+005 287+010 324+006 2484009  252+004 | 250+010  230+0,10 2304010 1,90+ 0,00
Arabinosa 1,85+0,08 213+008 1,68+000 2,36+002 203+001  1,670,02 170+0,10  1,80+0,10 2204030 2,10+0,10
Manosa 1,76+009 141+006 1,98+007 1704006 162+005 1,50+ 0,03 1404020 1,50+ 0,00 1,60+0,10 1,50 0,00
Gruposacetilos ~ 0,71+0,07 040+002 061+003 1324004 036003 1,07 +0,02 1,30+0,10 0,50 + 0,00 050+0,00  0,30+0,00
Lignina 58,13+0,33 42,81+0,87 5482+036 4582+047 47,40+005 4377+0,63 | 4480+080 46,00 +0,70 45,40 +0,50 44,10 % 0,90
LAI 56,77+0,31 41,15+087 5425+036 4464+045 4644+002 42,85+0,63 | 43,60+050 4530060 4450 +0,30 43,10 % 0,80
LAS 1,36+011 1,66+0,00 057+000 118+014 096+005 0,92+ 0,01 1,30+0,70 0,70 0,30 090+040 0,90 +0,50
Cenizas 159+0,18 1,80+007 2,64+022 2239+004 318+004  256+007 | 0304010  0,30+0,10 030+0,10 0,30 +0,00

?;fé‘g:rac'on 63,56 90,78 77,51 70,81 55,50 74,01 75,89 47,68 48,21 43,47
Deslignificacion ~ 0,00+0,00 000+000 000+000 599+122 23,11+0,77 5,31 +0,52 11,80 +1,70 43,10 +1,00 46,20+ 0,40 52,80+ 1,00

15% (m/v) solidos, 60 min extraccion; LAS: Lignina cido soluble; LAI: Lignina &cido insoluble
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4.3.3. Hidrdlisis enzimatica de los sélidos pretratados

Cabe decir que el pretratamiento con etanol organosolvente suele solubilizar tanto las
hemicelulosas como la lignina, al menos parcialmente, y permite mantener una gran parte
de la fraccion celulosica en el sustrato (Zhou et al., 2018), que es crucial para una elevada
recuperacion de azucares por hidrolisis enzimatica. Los solidos resultantes de los
diferentes tratamientos de deslignificacion fueron hidrolizados enzimaticamente en
condiciones estandar (5% (m/v) sélidos, 50°C, pH 4,8 durante 72 h) con el complejo
enzimatico Cellic CTec2 (Novozymes) y B-glucosidasa, y se aplicaron dosis de 15
unidades de papel de filtro/g biomasa y 15 unidades internacionales/g biomasa,
respectivamente. Finalmente, el hidrolizado se separ6 de la fraccion solida mediante

filtracion a vacio.

La Figura 56 muestra la digestibilidad enzimética y el rendimiento de hidrdlisis de los
ensayos realizados en ambas estrategias de proceso. En la Estrategia 1, los mayores
valores de digestibilidad enzimética, superiores al 70%, se obtuvieron con los sélidos
pretratados con agua caliente a presion a 110°C (P1) y con etanol 50% (v/v) catalizado
con acido sulfdrico al 1% (v/v) a 130°C (P5). No obstante, los mejores resultados de
digestibilidad enzimatica se alcanzaron en la Estrategia 2, con valores en torno al 80%
para los pretratamientos P8 y P10. Este valor es comparable al obtenido por (Abu Tayeh
etal., 2020), que alcanzaron una conversién de celulosa del 90% a partir de orujo de oliva

pretratado por microondas a 140°C con &cido formico 0,6 M durante 10 min.

Sin embargo, cuando estos valores se expresan referidos al contenido total de glucosa en
el orujillo inicial, el pretratamiento P5 alcanzd el rendimiento més alto de hidrdlisis
enzimatica, 69,2%. Este rendimiento es comparable al obtenido para este mismo residuo
pretratado con etanol 50% (v/v) y catalizado con acido sulfurico al 1% (v/v) a 190°C
(65,9%) (Manzanares et al., 2020).
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Figura 56. Digestibilidad enzimatica de los sélidos pretratados, expresada como % de
glucosa liberada con respecto al contenido de glucosa en estos solidos, y rendimiento de
hidrolisis enzimética, expresado como % de glucosa liberada con respecto al contenido

de glucosa en el oruijillo.

4.3.4. Obtencion y caracterizacion de ligninas

Teniendo en cuenta los resultados discutidos en los apartados anteriores, y una vez
seleccionados los tratamientos de deslignificacion con organosolvente P5 en la Estrategia
1, y P10 en la Estrategia 2, se procedid a recuperar las ligninas solubilizadas en esos
licores de pretratamiento. Ademas, se obtuvieron muestras de ligninas tras la hidrolisis

enzimatica de esos sélidos pretratados y todas ellas fueron caracterizadas.

4.3.4.1. Estrategia 1 de proceso

Para recuperar la lignina solubilizada en el licor de pretratamiento P5, se llevo a cabo una
precipitacién acida (L1) (Figura 47), siguiendo el procedimiento descrito por Garcia et
al. (2017). Para ello, parte del licor de pretratamiento se evapord en rotavapor hasta
aproximadamente el 50% del volumen. A continuacion, la lignina solubilizada se
recupero por precipitacion afladiendo agua acidificada con H.SO4 a pH 2, se separ6 por

filtracion tras su lavado con agua acidificada y finalmente se seco en estufa a 105°C.

Ademas, tras la hidrdlisis enzimatica del solido de pretratamiento, se obtuvo un sélido
rico en lignina (L2) que se separ0 del hidrolizado enzimatico por filtracion. Ambas

muestras de lignina (L1 y L2) fueron caracterizadas, de acuerdo con los métodos NREL,
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para conocer su contenido en carbohidratos. Ademas, dado que esta metodologia incluye
una hidrolisis &cida en dos etapas donde se hidrolizan los carbohidratos, esto permitio
determinar la pureza de las muestras de lignina a través de su contenido en LAI y obtener

las muestras de lignina purificadas (L1p y L2p), libres de carbohidratos.

La composicién quimica y elemental de las muestras de lignina obtenidas en este esquema
de proceso se muestran en la Tabla 26. La pureza de L1 fue préxima al 90%, y superior a
lade L2, 78%. Ademas, el mayor contenido en azUcares, principalmente glucosa y xilosa,
de L2, indica que esta lignina estaba contaminada con parte de la celulosa que no fue
hidrolizada durante la etapa de sacarificacion. La pureza obtenida en la lignina L1 fue
superior a la obtenida en otros estudios con poda de olivo pretratada con organosolventes
(acetosolv, formosolv y acetosolv-formosolv) y posteriormente recuperada por

precipitacion con agua (Erdocia et al., 2014).

En cuanto al anélisis elemental, la lignina L1 presentd un mayor porcentaje de nitrogeno.
Estudios previos han demostrado que la lignina puede interaccionar con el material
nitrogenado, lo que explicaria los resultados obtenidos ya que, L1 presenta un porcentaje
mayor de LAI (Ramakoti et al., 2019). La cantidad de carbono de ambas ligninas fue
similar y superior al 50% en ambos casos, con un bajo contenido de cenizas, lo que reduce
la posibilidad de corrosion en la caldera ante una posible utilizacion de estos productos

en procesos de conversion téermica (Perea-Moreno et al., 2016).

Tabla 26. Composicién quimica y elemental de las muestras de lignina obtenidas.

Estrategia 1 (Articulo 5) Estrategia 2 (Articulo 6)
L1 L2 L3 L4 L5
Composicién quimica (%)
LAI 87,69 + 2,38 78,34+1,10 | 71,10+3,64 46,95+10,58 61,41+1,79
LAS 1,78+1,78 0,58 £ 0,08 N.D. N.D. N.D.
Glucano 1,42+0,23 12,14+1,66 | 1,13+0,13 1,45+0,35 19,54 + 0,87
Xilano 2,05+0,33 3,77+0,25 | 155+0,24 8,59 +2,47 N.D.
Galactano 1,40 + 0,09 N.D. N.D. N.D. N.D.
Arabinano 1,73+ 0,69 1,49 + 0,06 N.D. 1,54 +0,19 N.D.
Cenizas 0,0018 + 0,0001 0,13+ 0,04 N.D. N.D. N.D.
Composicién elemental (%)
C 55,59+ 0,41 52,18+0,71 | 62,97+0,30 46,01 £0,15 57,69+ 1,26
H 5,80 + 0,03 6,45+0,13 | 8,95%0,22 8,34+ 0,15 8,73+0,10
N 2,18 £ 0,05 1,89+0,17 | 1,28+0,01 1,14+ 0,02 1,15+0,10

L1, lignina recuperada del licor por precipitacion &cida en la Estrategia 1; L2: lignina obtenida tras hidrélisis
enzimatica en la Estrategia 1; L3, lignina recuperada por precipitacion &cida en la Estrategia 2; L4, lignina
recuperada por evaporacion en la Estrategia 2; L5: lignina obtenida tras hidrélisis enzimatica en la
Estrategia 2. LA, Lignina acido insoluble; LAS, Lignina acido soluble. N.D., no detectado.
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Pensando en una posible aplicacion de estos productos (L1 y L2) como aditivos
antioxidantes, se evalud su contenido total en fenoles y su actividad antioxidante (Tabla
27). La lignina L1 presentd una capacidad antioxidante seis veces superior a la de la
lignina L2, lo que puede atribuirse, al menos parcialmente, a su mayor pureza, COmo se
comento anteriormente. De igual forma, el contenido total en fenoles de la lignina L1 fue
siete veces superior al de la lignina L2 (186,37 versus 25,86 mg GAE/qg lignina). El valor
maximo de compuestos fenolicos alcanzado (186,37 mg GAE/g lignina) es similar al
obtenido para ligninas de la poda del manzano (Garcia et al., 2017) tratados con
organosolventes y, para lignina de orujo de oliva obtenida con liquidos ionicos (Cequier
et al., 2019). En cuanto a la pérdida de actividad antioxidante de las ligninas después de
la purificacién, puede ser debida a que la hidrdlisis &cida pudo causar degradacion de las
unidades aromaticas y luego modificar las propiedades antioxidantes de la lignina (Garcia
etal., 2017).

Tabla 27. Contenido fendlico total (TPC) y actividad antioxidante de los productos de

lignina.
Tipo de lignina TPC FRAP ABTS
(mg GAE/qg lignina) (mg TE/qg lignina) (mg TE/qg lignina)
L1 186,37 £ 0,01 254,66 + 0,02 550,87 + 0,02
Llp 71,63 £ 0,00 101,82 £ 0,01 217,30 + 0,06
L2 25,86 £ 0,00 42,87 £ 0,04 83,94 + 0,00
L2p 18,81 £ 0,00 14,19 £ 0,02 51,09 + 0,00

L1, lignina recuperada del licor por precipitacion &cida en la Estrategia 1; L2: lignina obtenida tras hidrolisis
enzimatica en la Estrategia 1; L1p, L1 purificada mediante hidrélisis acida; L2p: L2 purificada mediante

hidrolisis &cida; GAE, Equivalentes de acido galico; TE, Equivalentes de trolox.

4.3.4.2. Estrategia 2 de proceso

En este esquema de proceso, la lignina solubilizada en el tratamiento organosolvente P10
fue recuperada mediante dos técnicas diferentes: por precipitacion acida (L3), como se ha
descrito previamente, y por evaporacion (L4). Ademas, se obtuvo un sélido rico en lignina
tras la hidrolisis enzimatica (L5).

Para recuperar la lignina por evaporacion (L4), el licor de pretratamiento se concentrd
dos veces en un rotavapor. Después, el liquido restante que quedd en el matraz se separd
por decantacion del sélido residual que quedo fijado en las paredes del mismo. A
continuacion, el solido residual se lavo con etanol absoluto para su recuperacion y

finalmente se seco en estufa a 30°C. Las tres muestras de lignina fueron caracterizadas y
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como se muestra en la Tabla 26, la lignina precipitada con &cido (L3) present6 la mayor
pureza, 71,1%, comparada con las otras que presentaron carbohidratos, principalmente
hemiceluldsicos (L4) y celulosicos (L5). Por lo que, el método de recuperacion por
precipitacion acida fue mas selectivo que el de evaporacion y permitié obtener una lignina
de mayor pureza. Esto puede atribuirse al hecho de que los carbohidratos disueltos en el
licor de pretratamiento quedaron parcialmente retenidos en el sélido de la evaporacion,
dejando asi una lignina con menor pureza. Al igual que en la lignina L2, la lignina L5
presentd un alto porcentaje de glucanos (19,54%) proveniente de la conversion

incompleta de la celulosa en glucosa durante la sacarificacion enzimética.

En cuanto a la composicion elemental, el contenido de hidrégeno y nitrégeno en las tres
muestras fue similar. Por otro lado, la lignina L3 presento la mayor cantidad de carbono,

incluso més que la lignina L4 a pesar de ser menos pura (Tabla 26).

En esta estrategia, también se determiné el peso molecular (Mw), el nimero molecular
medio (Mn) y el indice de polidispersidad (PI) de las tres muestras de lignina. La lignina
L3 presento los valores mas bajos de Mw (2053 Da) y un Pl (3,36). Las muestras L4 y
L5 mostraron pesos moleculares elevados de 19986 Da y 12968 Da, respectivamente, y
una distribucion de pesos moleculares mas amplia, es decir, indices de polidispersidad
mas altos, 18,74 y 14,74, respectivamente. Esto podria deberse a la mayor presencia de

carbohidratos en ambas ligninas (Tabla 26).

4.3.4.3. Caracteristicas quimicas de las ligninas

Las ligninas obtenidas en los diferentes esquemas de trabajo se analizaron también
mediante diversas técnicas analiticas (véase Articulos 5 y 6) y particularmente por
pirdlisis-cromatografia de gases/espectrometria de masas (Pyr-GC-MS), que permitio la
determinacion de su estructura quimica basica. Se observd que todas las ligninas
presentaban compuestos de tipo G, Sy H, predominando los primeros. Esta relacion S:G
inusual, con predominio de las unidades G, se ha observado previamente en el orujo de
aceituna (Sampedro et al., 2009) y en otros frutos como la pera (Rencoret et al., 2019).
Sin embargo, la poda del olivo muestra un predominio mayor de unidades S, con una
relacién S:G de 1 a 5, como ocurre con otras maderas duras (Sequeiros y Labidi, 2017).
En concreto, la relacion S:G de las ligninas L1, L2, L3, L4 y L5 fue de 1:4, 1:5, 1:7, 1:2
y 1:9, respectivamente. En este sentido, las relaciones S:G y H:G:S dependen del tipo de

biomasa, es decir, madera dura/blanda o angiosperma/gimnosperma, y también de la parte
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de la planta, del tipo de lignina (Lourenco y Pereira, 2018) y de las condiciones del
pretratamiento organosolvente (Sequeiros y Labidi, 2017). Esta estructura determina la

facilidad para la deslignificacion de la biomasa y sus propiedades (Nunes et al., 2010).
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4.4. Purificacion

Debido a su alto contenido en compuestos fendlicos e hidroxitirosol y manitol, se
selecciond el extracto de orujillo obtenido mediante extraccion acuosa convencional para
evaluar los siguientes métodos de purificacion: separacion por membranas, extraccion

liquido-liquido y separacion por adsorcion y resinas.

4.4.1. Tecnologia de membranas

4.4.1.1. Procedimiento experimental

Se estudié la ultrafiltracion y nanofiltracion para separar selectivamente compuestos
fendlicos y azucares. Estas técnicas se emplean en multiples procesos quimicos
industriales y son competitivas respecto a otras tecnologias de separacion consolidadas
(Zagklis y Paraskeva, 2019). Previamente, el extracto acuoso se filtré6 empleando papel
de filtro de porosidad media, seguido de un filtro de microfibras de vidrio (1,2 um de

tamarfio de poro) y un filtro de nitrato de celulosa (0,45 um).
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Figura 57. Proceso de purificacion del extracto de orujillo mediante tecnologia de

membranas.

Para la ultrafiltracion se emple6 una membrana Synder MT (polietersulfona) con tamafio
de poro de 5 kDa y para la nanofiltracion una membrana Synder NFX 150-300 Da
(pelicula compuesta de poliamida). Ambas membranas se acondicionaron utilizando agua
destilada a diferentes presiones membranales y todos los experimentos se realizaron a
22°C. La separacion se llevé a cabo en un equipo desarrollado por el personal de
investigacion del LNEG y constaba de un depdsito de alimentacion de 3 L de capacidad,
un modulo de membranas CF042A-FO de 42 cm? de superficie (Sterlitech, EE.UU.), una
bomba, una valvula de control de contrapresién y un mandmetro. Se empled una
configuracién de flujo de cruzado y se control6 ajustando la velocidad de la bomba de

circulacion a traves de un convertidor de frecuencia. Ademas, se empled un bafio
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termostatico (Memmert, Alemania) para controlar la temperatura durante la separacion.
El retenido se recircul6 continuamente en el tanque de alimentacion y se recogié muestra
del permeado y del retenido hasta una recirculacion de 6 horas. La corriente de permeado
obtenida tras la ultrafiltracion se nanofiltré empleando presiones membranales de 17 y 25

bares durante 4 horas (Figura 57).

La corriente de alimentacion y las corrientes de permeado y retenido, tanto de
ultrafiltracion como de nanofiltracion, se analizaron para determinar su contenido en
compuestos fenolicos (TPC), hidroxitirosol, actividad antioxidante (FRAP y ABTS) y la
concentracion de azUcares, especificamente, glucosa y manitol. El porcentaje de retencion
0 rechazo determina la selectividad del proceso y se estima como:

Concentracién en el permeado (g/L)

Retenci6 h %) =1- 100
etencién o rechazo (%) Concentracién inicial (g/L) x

El % de recuperacion en el permeado se estimé como:

» Cantidad recuperada en el permeado (g)
Recuperacion (%) = Cantidad inicial (g) x 100

4.4.1.2. Recuperacion de los compuestos de interés

Se observé que, tras la etapa de ultrafiltracion, la corriente de retenido se concentré en
términos de compuestos fendlicos y, se produjo una separacion parcial de la glucosa y
manitol, que pasaron en mayor medida a la corriente de permeado (Tabla 28). Es decir,
la membrana solo retuvo un 12,6% de glucosa, mientras que la retencion de los
compuestos fendlicos y manitol fue de 38,9% y 23,1%, respectivamente. El hidroxitirosol
tuvo un comportamiento parecido a la glucosa, presentando un porcentaje de retencion de
8,9% (Tabla 28). Por el contrario, la capacidad antioxidante presentd un valor de
retencion similar al del TPC; ademas del hidroxitirosol, otros compuestos fendlicos
presentes en el extracto también influyen en dicha actividad (Tabla 28). El porcentaje de
recuperacion del hidroxitirosol en el permeado fue de un 40,1%, similar al de la glucosa

(38,5%) y algo superior al del manitol (33,9%).

En otros estudios se ha observado que el porcentaje de rechazo y recuperacion dependen

del tipo de compuesto fendlico, lo que explicaria los diferentes valores obtenidos para el
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TPC vy el hidroxitirosol; por ej. del numero de anillos de benceno que presentan y de su

interaccion con la membrana de ultrafiltracion (Yilmaz y Bagci, 2019).

Tabla 28. Concentracion de compuestos fendlicos totales (TPC), hidroxitirosol (HT),
capacidad antioxidante, glucosa y manitol, porcentaje de rechazo y recuperacion

obtenidos tras la ultrafiltracion y nanofiltracion.

Muestra y parametro TPC* HT  FRAP** ABTS** Glucosa Manitol
Extracto inicial 4,68 0,45 5,04 10,4 4,29 4,77
Ultrafiltracion 5 kDa?
Retenido (g/L) 5,38 0,44 6,03 11,41 3,85 5,38
Permeado (g/L) 2,86 0,41 3,16 5,44 3,75 3,67
% Retencion 38,93 8,90 37,3 47,54 12,59 23,06
% Recuperacion 26,89 40,09 27,59 23,02 38,46 33,85
Nanofiltracién 150-300 Da®
(17 bar)
Retenido (g/L) 2,61 0,58 2,51 4,48 4,08 3,78
Permeado (g/L) 2,17 0,41 2,09 3,61 2,91 3,49
% Retencion 24,02 0,00 33,86 33,64 22,36 4,90
% Recuperacion 6,07 8,00 5,29 5,31 6,21 7,61
Nanofiltracién 150-300 Da®
(25 bar)
Retenido (g/L) 2,59 0,58 2,45 4,02 3,11 3,66
Permeado (g/L) 2,12 0,41 2,12 3,51 3,04 2,50
% Retencion 25,87 0,00 32,91 35,47 18,93 4,63
% Recuperacion 7,24 11,32 6,20 5,91 6,63 7,98

aTras la ultrafiltracion (1 L) se obtienen 560 mL de retenido y 440 mL de permeado. "Tras la nanofiltracion
(250 mL) se obtienen 230 mL de retenido y 20 mL de permeado. Tras la nanofiltracién (250 mL) se
obtienen 210 mL de retenido y 20 mL de permeado; *expresado como gramos de GAE/L; **expresado

como gramos de TE/L.

En el proceso de nanofiltracion, el TPC y los valores de concentracion de hidroxitirosol,
manitol y actividad antioxidante en el retenido y permeado a una presion de 17 bares
fueron muy similares a los obtenidos con 25 bares (Tabla 28). Al igual que con la
ultrafiltracion, los porcentajes de retencion dependieron de los compuestos estudiados,
variando entre un 0% (hidroxitirosol) y 25,87% (TPC). Sin embargo, el valor de
recuperacion de hidroxitirosol en el permeado fue bajo, 8,0% y 11,3%, a presiones de 17
y 25 bares, respectivamente, debido a que se obtuvo un volumen de permeado también
bajo en las condiciones aplicadas. Esto podria deberse a que se observo una caida del
flujo probablemente ocasionada por el fenomeno del “fouling” o ensuciamiento como

efecto del incremento de los compuestos retenidos, debido a un efecto combinado de
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deposicién de particulas en la membrana y el bloqueo de poros que incrementarian la
resistencia al paso del flujo de permeado y provocaria la disminucién del mismo (Mufioz
etal., 2021).

En este trabajo la separacion del hidroxitirosol de la glucosa y el manitol no fue
satisfactoria debido a la dificultad para separar estos compuestos al presentar pesos
moleculares similares. Esto concuerda con el estudio de Sygouni et al. (2019) cuando
emplearon membranas basadas en poliamida y alpechin. Otros autores también han
observado valores bajos de retencion para el hidroxitirosol, menores del 25%, empleando
nanofiltraciéon y membrana compuestas de poliamida (Sanchez-Arévalo et al., 2021;
Tundis et al., 2020). Sin embargo, los valores de retencion de los azucares fueron muy
superiores a los obtenidos en este trabajo, del orden del 80%, lo que favorecio su

separacion (Sanchez-Arévalo et al., 2021).

El porcentaje de retencion de los compuestos fendlicos depende de su tamafio molecular.
Estudios previos han mostrados que el rechazo de los compuestos fendlicos en
membranas de nanofiltracion va desde menos del 10% hasta 100% cuando se incrementa
el peso molecular de 125-200 Da a 1000 Da (Tundis et al., 2020; Yammine et al., 2019).
En cuanto al rechazo de azucares, el valor depende del tipo de la membrana y su grado
de obstruccidn, del peso molecular del carbohidrato y de la concentracion de las especies
quimicas en la muestra (Saha et al., 2019; Mufioz et al., 2021). Por ejemplo, estos autores
han descrito valores de rechazo de glucosa comprendidos entre 58% y 100% al emplear
la membrana NFx 150-300 en la nanofiltracién de extractos orujo de uvay cafia de azUcar,

respectivamente.

4.4.2. Extraccion liquido-liquido. Materiales adsorbentes y resinas

4.4.2.1. Procedimiento experimental

A la vista de los resultados obtenidos con la tecnologia de membranas, se evalué la
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo y extraccion en fase solida con materiales
adsorbentes y resinas. Estas técnicas también se han empleado para purificar compuestos
fenolicos a partir de extractos de orujo y alpechin (Britton et al., 2019; Fernandez-Prior
et al., 2020).

La extraccion con acetato de etilo se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito

por Gullon et al. (2017) con algunas modificaciones. Se emple6 acetato de etilo como
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agente de extraccion en una proporcion de 2:1 (v/v) y se realizaron dos etapas de
extraccion de forma secuencial. Los extractos purificados obtenidos se mezclaron, se

secaron y se redisolvieron en metanol:agua (50:50, v/v).

Por otro lado, se emplearon diversos materiales adsorbentes y resinas con diferente
composicion quimica y propiedades (Tabla 29). Los materiales C18, C8 (DSC8) y HLB
se usan, generalmente, para purificar compuestos organicos en aplicaciones analiticas y
las resinas poliméricas Microionex MB 200, XAD 7HP, XAD 16N, Macronet MN 202 y

Purosorb PAD 910 se aplican en la industria alimentaria y farmacéutica.

Para llevar a cabo este estudio, cada material se afiadi6 en un cartucho (1 g) y se
acondicion6 pasando 15 mL de metanol y 30 mL de agua a pH 3,6. A continuacién, se
pasaron 5,5 mL del extracto acuoso de orujillo y se llevaron a cabo dos procedimientos
de eluciéon. Como primer método, se realiz6 una primera eluciéon con 5,5 mL de agua y,
posteriormente, con 11 mL de metanol, que es un disolvente que se suele aplicar para
recuperar los compuestos fenolicos adsorbidos (Cadiz-Gurrea et al., 2019) (Figura 29).
En un segundo método, se llevd a cabo un fraccionamiento siguiendo el método descrito
por otros autores (Cédiz-Gurrea et al., 2019; Monagas et al., 2003), con algunas
modificaciones. Tras la elucion con agua destilada, se seco el cartucho y se realizé una
elucion con 11 mL de acetato de etilo y, finalmente, se llevd a cabo una elucién con
metanol (11 mL) (Figura 29).

178



Resumen de resultados

Tabla 29. Materiales adsorbentes y resinas de intercambio iénico empleadas para la purificacion de compuestos fendlicos.

Tamario de Tamario de Superficie®  Volumen”
Material Casa comercial Detalles del material y caracteristicas particula P 2 3
poro (A) (um) (m?) (cm?)
Adsorbentes
Finisterre Teknokroma Analitica,  Fase inversa, una de las fases mas hidrofébicas. Matriz: silice.
. ] . : 60 50 - 2,8
C18 Barcelona, Spain Grupo activo de la matriz: grupos octadecilo
DR sgmams, [l Wimdeedd el oo w0
Louis, MO, USA ' ' ’
Retencion basada predominantemente en la fase inversa, sin
i . . embargo, debido a que la fase estd modificada con grupos
Elulf)lgl Select Elc?ur?sa 'I\A‘/Ilg“&héit’ hidrofilicos, también puede interaccionar con compuestos polares. 80-200 50-70 160-420 1,3
' ’ Matriz: particulas de polimero de estireno modificado hidrofilo.

Grupo activo de la matriz: fase de poliestireno

Resinas
. Resina de intercambio i6nico formada por una mezcla de polvo de

Microionex ~ Rohm and Hass aniones y cationes (H*/OH") i i i 18
MB200 Madrid, Spain y '

Resina macroreticular no idnica que adsorbe y libera especies
Amberlite Sigma Aldrich, St, i6nicas a través de interacciones hidrofébicas y polares. Matriz: i
XADTHP Louis, MO, USA polimero acrilico alifatico %0 560-710 380 18

. . . Resina polimérica adsorbente. Un polimero no i6nico, hidrofébico

Amberlite S'QVT"" Aldrich, St, y reticulado que obtiene sus propiedades de adsorcion de su 100 560-710 800 1,8
XAD16N Louis, MO, USA L S

estructura macroporosa. Matriz: estireno-divinilbenceno
Macronet Purolltg, Brasov, Res_lna_de intercambio ionico. H|drofob|<:|c_1a_d _moderada. Matriz: 290 300-1200 950 18
MN202 Romania Poliestireno macroporoso reticulado con divinilbenceno
Purosorb Purollte’, Brasov, Resina adsorbente, forma no idnica. Matriz: poliestireno 170 350-1200 500 18
PAD910 Romania macroporoso

*1 g de material adsorbente.
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ACONDICIONAMIENTO EXTRACTO ACUOSO ELUCION ELUCION
DE ORUJILLO

15 mL metanol Agua Metanol

30 mL agua (pH= 3.6)
_H 1ﬂ I- ﬂ_
Glucosa y manitol Glucosa y manitol Hidroxitirosol y otros
compuestos fenélicos

- = ———

' METODO2 |
________ J
ACONDICIONAMIENTO EXTRACTO ACUOSO ELUCION ELUCION ELUCION
15 mL metanol DE ORUJILLO Agua Acetato de etilo Metanol

30 mL agua (pH= 3.6)

il J el 1ok
S AR S ARh

Glucosa y manitol Glucosa y manitol Hidroxitirosol y otros Hidroxitirosol y otros
compuestos fenolicos compuestos fenolicos

Figura 58. Métodos empleados para la purificacion de compuestos fendlicos mediante

extraccion en fase sdlida empleando diferentes materiales adsorbentes y resinas.

Se evalud el TPC, la concentracion de hidroxitirosol, la actividad antioxidante (FRAP y
ABTS) y la concentracion de azucares, especificamente, glucosa y manitol en los

diferentes eluyentes obtenidos.

Se estimo el porcentaje de recuperacion como:

Cantidad recuperada tras la elucién (g)

100
Cantidad en el extracto inicial de orujillo (g) x

Recuperacion (%) =
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Tras pasar el extracto de orujillo por los materiales adsorbentes y resinas, se estimo el

porcentaje de adsorcion/retencion como:
Adsorcion/Retencion (%) = 100 — % recuperacion

El porcentaje de adsorcidn corresponde a la cantidad de compuestos que interaccionaron
con el material adsorbente o con las resinas, independientemente de si se recogieron en

los siguientes pasos de elucion (Trikas et al., 2017).

4.4.2.2. Recuperacion de compuestos fenolicos totales e hidroxitirosol

En el caso de la extraccion liquido-liquido, se consiguié recuperar en el extracto de
acetato de etilo un 28,2% de los compuestos fendlicos (Tabla 3) y un 88,8% del
hidroxitirosol (Tabla 4) presente en el extracto inicial de orujillo. Esto indica que este
método de purificacion fue muy selectivo para este compuesto fendlico en concreto.
Gulldn et al. (2017) empleando este mismo tipo de extraccion, observaron diferentes
selectividades en compuestos fendlicos del sarmiento. Similarmente, Allouche et al.
(2004) emplearon este tipo de extraccion con un sistema continuo en contracorriente de
tres etapas para recuperar hidroxitirosol de aguas residuales de almazara, logrando una

recuperacion de 85%.

Por otra parte, el extracto purificado de acetato de etilo obtenido, presentd una pureza
(por gramo de extracto) de 253,0 mg compuestos fenolicos (Figura 30a) y 110,0 mg
hidroxitirosol (Figura 30b). Esto supone una concentracion de compuestos fenolicos e
hidroxitirosol alrededor de 2 y 7 veces superior a la del extracto original, respectivamente.
Es de destacar que con este tipo de extraccién se consiguié una pureza similar a la
obtenida a partir de un extracto de orujo purificado mediante separacion con membranas
(microfiltracién, ultrafiltracion y nanofiltracién) seguida de d&smosis inversa y
cromatografia (115,2 mg hidroxitirosol/g extracto) (Luzi et al., 2021). Estos resultados
indican que la extraccion liquido-liquido se podria aplicar como estrategia alternativa al
proceso de purificacion por membranas, que es costoso (Croxatto et al., 2021).
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Tabla 30. Recuperacion de TPC tras la extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida del extracto de orujillo con materiales adsorbentes y

resinas.

Recuperacién en eluyentes

Tioo de extraccion Muestra tras extraccion/  Adsorcion/Retencién Agua Acetato de etilo Metanol Acetato de etilo + metanol
b adsorcion (%) (%0)* (%) (%0)? (%) (%)

Extraccion liquido-liquido 52,77 £ 2,93 - - 28,18+ 0,59 -
Adsorbentes

Método 1 - 45,38 + 0,03 45,38 +£ 0,03
Cci8 Método 2 20,01+0,03 79,99 514£0,10 24,90+ 0,01 17,36 £ 0,03 42,26 + 0,03

Método 1 - 49,13 + 0,06 49,13 £ 0,06
DSC-8 Método 2 26,93 £0,04 73,07 8,60£0,05 25,51+ 0,01 13,64 + 0,03 39,15+ 0,03

Método 1 - 49,77 + 0,02 49,77 + 0,02
HLB Método 2 1545+0,04 84,55 10,35+0,02 11,93 + 0,01 22,30 + 0,01 34,23+ 0,01
Resinas
Microionex Método 1 - 12,48 £ 0,01 12,48 + 0,01
MB200 Método 2 5,200,02 94,80 4,58+ 0,01 4,04 + 0,00 7,47+ 0,01 11,51 + 0,01
Amberlite Método 1 - 30,53 + 0,02 30,53+ 0,02
XAD7HP Método 2 47,96 £0,08 52,04 6,73+0,01 19,50 +£ 0,01 7,20 +0,03 26,70+ 0,03
Amberlite Método 1 - 18,69 + 0,03 18,69 + 0,03
XAD16N Método 2 54,50£0,17 45,50 2,32+0,01 10,48 + 0,00 10,61 £ 0,01 21,09+ 0,01
Macronet Método 1 - 32,75+ 0,06 32,75+ 0,06
MNO2 Método 2 5246+ 0,25 45,54 2,29+0,06 17164003 1170+ 0,08 28.86 + 0,08
Purolite Método 1 - 26,18 £ 0,05 26,18 £ 0,05
PADY10 Método 2 46,51£0,13 5349 4,03+ 0,07 18,01+ 0,03 8.75 + 0,05 26,76 + 0.05

Porcentaje de compuestos adsorbidos/retenidos. 2Eluyente en el caso de extraccion en fase solida o extractante en el caso de extraccion liquido-liquido.
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Cuando se emplearon materiales adsorbentes y resinas, los porcentajes de
adsorcion/retencion de compuestos fendlicos totales, incluyendo el hidroxitirosol,
dependieron en gran medida del material empleado (Cadiz-Gurrea et al., 2019; Campone
etal., 2020) (Tablas 30 y 31). Los porcentajes de adsorcién mas altos, 94,8% para TPC y
99,4% para hidroxitirosol, se obtuvieron con la resina Microionex MB200. Esto sugiere
que las interacciones entre los compuestos fendlicos y esta resina ionica, que presenta
grupos anidnicos y cationicos, son mas fuertes que con el resto de adsorbentes y resinas.
De hecho, esta resina idnica se ha empleado para reducir eficientemente el contenido de
inhibidores de fermentacion, incluyendo compuestos fendlicos, en estudios conducentes
a obtener bioetanol y xilitol a partir de biomasa del olivar (Lépez-Linares et al., 2020b,
2020a; Negro et al., 2014). Sin embargo, se obtuvieron valores de recuperacion bajos

(menores del 13%) para estos compuestos con los eluyentes empleados en este estudio.

En el caso de los compuestos fendlicos, con los materiales adsorbentes C18, C8 y HLB
se obtuvo una adsorcidn, superior al 70% en todos los casos, mientras que las resinas de
intercambio i6nico, presentaron valores de adsorcion inferiores: entre 45% y 53%. En
cambio, en el caso del hidroxitirosol los materiales adsorbentes empleados fueron mucho
mas eficientes y consiguieron una tasa de adsorcion similar al valor maximo alcanzado
con la resina Microinonex MB200 (Tabla 31).

Las propiedades quimicas del adsorbente, el diametro de los poros y su superficie
especifica (m?/g) son factores clave que influyen en la capacidad de adsorcion (Rodrigues
et al., 2017). Las propiedades quimicas determinan el tipo de interaccion que se produce
entre los compuestos fendlicos y el material adsorbente o resina (da Costa Lopes et al.,
2016; Trikas et al., 2017). Por ejemplo, en el caso de los materiales C18 y C8, la adsorcion
se realiza mediante fuertes interacciones no polares y también se pueden establecer
enlaces de hidrégeno. En general, dichos adsorbentes presentaron mas capacidad de
adsorcion que las resinas, a pesar de que algunas de éstas presentaban una mayor
superficie especifica y/o eran hidrofobicas.

Por otra parte, la composicion quimica de los extractos iniciales, el tipo de compuesto
fenolico (p. ej. su polaridad) y las condiciones de adsorcion empleadas (p. €j. el tiempo
de contacto entre el extracto y la resina y de la proporcion extracto/resina) también
influyen en la eficiencia de adsorcion (Campone et al., 2020; Celik et al., 2021). Eso

explicaria que, por ejemplo, se hayan descrito otros porcentajes de adsorcion de
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compuestos fendlicos con la resina XAD16N: ~30%-100% para extractos de naranja
(Campone et al., 2020) y alpechin (Celik et al., 2021).
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Tabla 31. Recuperacién de hidroxitirosol tras la extraccion liquido-liquido y extraccidn en fase solida del extracto de orujillo con materiales

adsorbentes y resinas.

Recuperacién en eluyentes

Tioo de extraccion Muestra tras extraccion/ Adsorcion/Retencion Agua Acetato de etilo Metanol Acetato de etilo + metanol
P adsorcion (%) (%0)* (%) (%0)? (%) (%)
Extraccion liquido-liquido 11,67 £ 0,02 - - 88,83 £ 0,41 -
Adsorbentes
Método 1 - 46,69 + 0,65 46,69 + 0,65
Cl8 Método 2 2,85£0,09 97,15 11,72+0,93 4185+1,78 0,79 +£0,04 42,64 + 1,78
Método 1 - 27,44 + 0,84 27,44 + 0,84
DSC-8 Método 2 5,71£0,08 94,29 16,56 + 0,36 30,85+ 2,22 0,65+ 0,05 31,50 + 2,22
Método 1 - 32,09+1,76 32,09+1,76
HLB Método 2 3,64£0,56 96,36 550£044 15104032  2.80%0,49 21,22 + 0,59
Resinas
Microionex Método 1 - 14,58 + 0,75 14,58 + 0,75
+ +
MB200 Método 2 0,58+0,21 99,42 635+1,12 7,66 + 0,54 8,73+0,22 16,39 + 0,58
Amberlite Método 1 - 14,38 £ 1,40 14,38 + 1,40
XAD7HP Meétodo 2 37,26 £2,59 62,74 967+108 14964102 1384021 15.64 + 1,04
Amberlite Método 1 - 15,20 £ 0,88 15,20 + 0,88
XAD16N Método 2 47,68+5,16 52,32 556008 15134133  383+288 15.96 + 3,17
Macronet Método 1 - 22,44 + 1,02 22,44 +1,02
MNO02 Método 2 33,23 £3,90 66,77 5,76£0,53 17,80 + 1,65 527+0,31 23,07 +1,68
Purolite Método 1 - 15,40+ 0,19 15,40+ 0,19
PAD910 Método 2 46,29 £ 2,86 53,71 8,66 240 15,49 £ 0.31 2,47 +0,41 17,96 £ 0,51

Porcentaje de compuestos retenidos en el material adsorbente. 2Eluyente en el caso de extraccion en fase sélida o extractante en el caso de extraccion liquido-liquido.

185



Valorizacion del orujillo para obtencion de compuestos bioactivos y azlcares

Asi, los valores de recuperacion dependieron del material empleado y del eluyente. En
general, se observd que el metanol (método 1) consiguié valores mas altos de
recuperacion que el acetato de etilo (método 2) (Tablas 30 y 31) pero dio lugar a extractos
purificados con menor contenido en TPC e hidroxitirosol (Figuras 59a y 59b). Es decir,
este ultimo disolvente fue mas selectivo para los compuestos fendlicos que el metanol.
En los extractos purificados con acetato de etilo, el TPC varié entre 151,6 (Microionex
MB200) y 896,2 (DSC-8) mg GAE/g extracto (Figura 59a) y el hidroxitirosol entre 78,5
(Microionex MB200) y 298,7 (DSC-8) mg/g (Figura 59b). Remarcablemente, con la
resina Microionex MB200, a pesar de presentar la recuperacion mas baja, se pudo obtener
un extracto con una pureza de 403,5 mg de hidroxitirosol/g extracto empleando metanol
como eluyente; es decir, con un contenido en hidroxitirosol 26 veces superior al del

extracto de orujillo inicial.
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Figura 59. Contenido de compuestos fendlicos totales (a) y hidroxitirosol (b) (mg/g
extracto) en los extractos purificados con materiales adsorbentes y resinas.

Algunos de estos materiales se han empleado para purificar hidroxitirosol en otros
estudios. Fernandez-Prior et al. (2020) obtuvieron a partir de alperujo, un extracto con 79
mg hidroxitirosol/g extracto partiendo de un contenido inicial de 53 mg/g extracto. Luzi
et al. (2021) obtuvieron un extracto concentrado de orujo con 115,2 mg hidroxitirosol/g
extracto, aunque fue necesaria una combinacion de separacion con membranas Yy
cromatografia con una columna de tipo C18. Los resultados obtenidos con orujillo en la

presente Tesis Doctoral, podrian ser de interés para la industria ya que se obtuvieron
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extractos enriquecidos en compuestos fendlicos del orujillo con todos los materiales
empleados. Especialmente, el material Discovery DSC-8 ofrecié el extracto con mayor
concentracion de compuestos fendlicos (896,2 mg GAE/g de extracto) y un alto contenido
en hidroxitirosol (298,7 mg/g de extracto) partiendo de una concentracion inicial de 108,8

mg GAE/g extracto y 15,4 mg hidroxitirosol/g extracto, respectivamente.

Cabe decir que, el uso de acetato de etilo y metanol, empleados en la presente Tesis como
eluyentes, estd aceptado por el Real Decreto 1101/2011. Sin embargo, dado que el
metanol y el etanol presentan una polaridad similar, resulta deseable el uso de este Gltimo
por el caracter toxico del metanol. En cualquier caso, estos disolventes podrian

recuperarse y reutilizarse tras el paso de elucion, reduciendo los costes de su empleo.

4.4.2.3. Evaluacioén de la actividad antioxidante

En el caso de la extraccién liquido-liquido, el extracto de acetato de etilo obtenido
presentd una actividad antioxidante de 313,0 y 496,0 mg de equivalentes de Trolox/g
extracto, medida por FRAP y ABTS (Figuras 60a y 60), respectivamente; es decir, mas

del doble de la actividad antioxidante que presentaba el extracto de orujillo inicial.

Por otra parte, las fracciones con mayor actividad antioxidante se obtuvieron con el
material adsorbente DSC-8 y la resina PAD910, empleando acetato de etilo como
eluyente: FRAP, 925,4 y 901,1 mg de equivalentes de Trolox/g extracto, respectivamente,
y ABTS, 2093,3 y 3226,3 mg de equivalentes de Trolox/g extracto, respectivamente
(Figuras 60a y 60b). Por tanto, estos extractos purificados presentan mayor actividad
antioxidante que el obtenido mediante extraccion liquido/liquido con acetato de etilo, lo

que podria deberse a su menor contenido en compuestos fendlicos.

188



Resumen de resultados

a) 1000
g 900
E 800
= 700
g2 600
2 500
g b
s 400
-£0
£ 300
20
g 200
e | | | I I
0
Extracto inicial Elucion metanol Elucion acetato etilo Elucion metanol
lracto micia (método 1) (método 2) (método 2)
u Liquido-Liquido 1164 0.0 312.5 0.0
uCl8 1164 346.,6 656.9 202,7
EDSC-8 1164 3326 9254 2078
= HLB 1164 610,0 640.4 280,1
= MB200 116.4 364.6 179.6 3468
u XAD7HP 1164 237,6 4857 0,0
XADIGN 1164 296,2 573.1 3054
= MN202 1164 450,1 4297 2549
HPADII0 116.4 2643 901.1 488,0

® Liquido-Liquido ®C18 mDSC-8 ®HLB =MB200 wmXAD7HP XADI6N mMN202 ®mPAD910

b)

@ 3000

5

~ 2500

=

=

£ 2000

2

=3

£ 1500

5 -

)

= 1000 1

H I

& I

o I I | I II | III I

, INREAS BN I ' I I
Extracto inicial Elucién metanol Elucién acetato etilo Elucién metanol
Xracto mieia (método 1) (método 2) (método 2)
® Liquido-Liquido 2333 0,0 496.4 0.0
u(l18 2333 4742 12387 4639
mDSC-8 2333 7551 20933 654.8
=HLB 2333 1158,5 1328,5 587.8
= MB200 2333 796.6 919.6 681.1
HXADT7HP 2333 445.8 856.2 0.0
XADION 2333 647.0 13159 785.4

uMN202 2333 1105,6 1003,2 7826
mPAD910 2333 857.4 3226,3 1960,2

m Liquido-Liquide ®mC18 mDSC-8 ®HLB w=MB200 =uXAD7HP XADI6N ®MN202 =PAD910

Figura 60. Actividad antioxidante FRAP (a) y ABTS(b) (mg/g extracto) en los extractos
purificados obtenidos empleando materiales adsorbentes y resinas.

4.4.2.4. Evaluacion de glucosa y manitol

La separacion de los compuestos fenolicos de la glucosa y el manitol fue, en general,
satisfactoria con la extraccion liquido-liquido y con el empleo de materiales adsorbentes
y resinas.
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Tras la extraccion liquido-liquido, la glucosa y manitol permanecian principalmente en
el extracto acuoso. Asi, en el extracto organico enriquecido en hidroxitirosol se habia
recuperado menos del 3% de estos compuestos, 1o que indica una buena separacion.
Gullén et al. (2017) extrajeron licores de autohidrélisis de sarmientos con acetato de etilo
para obtener una fase organica con compuestos fenolicos y actividad antioxidante y una

fase acuosa enriquecida en oligosacaridos.

La retencion de glucosa en los materiales adsorbentes y resinas fue generalmente baja,
con valores de entre 10,4% (Amberlite XAD16N) y 37,8% (Microionex MB200),
mientras que los valores para el manitol variaron entre 24,3% (C18) y 52,1% (Microionex
MB200). Cuando se pasé agua por los adsorbentes se recuperd la mayor parte de estos
compuestos mientras que la recuperacion en los eluyentes organicos fue menor del 3%
(Tablas 32 y 33).

Estos resultados no sélo son interesantes para la obtencion de extractos ricos en
hidroxitirosol que puedan ser empleados en el sector alimentario, farmacéutico y
cosmeético, sino que también son de aplicacion en investigaciones analiticas si se requiere
concentrar este compuesto para su deteccién, por ejemplo, en muestras bioldgicas. Por
otra parte, en las fases acuosas, se recuperaria manitol, que es otro compuesto bioactivo
de interés y, también, la glucosa. Como resumen, en la Figura 61 se muestra el contenido
inicial de los compuestos estudiados en el extracto inicial y su enriquecimiento en los

extractos purificados dependiendo del método de purificacion.
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Tabla 32. Recuperacion de glucosa tras la extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida del extracto de orujillo con materiales adsorbentes

y resinas.

Recuperacion en eluyentes

Tioo de extraccion Muestra tras extraccion/ Adsorcién/ Agua Acetato de etilo Metanol Acetato de etilo + metanol
b adsorcion (%) Retencion (%)* (%) (%0)? (%) (%)

Extraccion liquido-liquido 91,98 + 3,72 - - 0,40+0,10 -
Adsorbentes

Método 1 - 278 040 278 %040
Cci8 Método 2 76,09£1,13 23,91 11844051 1,23+0,13 1,40 + 0,15 2.63+014

Método 1 - 1,40 + 0,47 1,40 + 0,47
DSC-8 Método 2 81,62£2,69 18,38 16,01+0,72 1,26 + 0,23 1,10 +0,12 2.36+024

Método 1 - 2.01+0,10 2.01+0.10
HLB Método 2 66,12 +0.80 33,88 30,27+ 1,27 2,67 +0,01 0,58 + 0,02 3,25 + 0,02
Resinas
Microionex Método 1 - 0,26 + 0,02 0,26 + 0,02
MB200 Método 2 6222172 37.78 1221+ 1,97 0,08 + 0,05 0,20 + 0,02 0,28 +0,05
Amberlite Método 1 - 1,66 + 0,23 1,66 + 0,23
XAD7HP Método 2 87,89£3,22 12,11 10.27+2,85 1,07 +0,10 0,38+0,05 1,45 +0.10
Amberlite Método 1 - 2,64+0,19 2,64 +0,19
XAD16N Método 2 89,61+0,86 10,39 6,82+1,16 1,30 + 0,37 0.97 +0.23 227 +0.42
Macronet Método 1 - 2,99 +£0,20 2,99 +0,20
MNO2 Método 2 86,62+ 1,57 13,38 9.13+1,70 1,10 + 0,39 127 +0.00 2374039
Purolite Método 1 - 2,28 £ 0,04 2,28 +£0,04
PAD910 Método 2 87,42+1,04 12,58 10,20£0,96 1,26 + 0,00 0.94+011 2204011

Porcentaje de compuestos retenidos en el material adsorbente. 2Eluyente en el caso de extraccion en fase sélida o extractante en el caso de extraccion liquido-liquido.
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Tabla 33. Recuperacion de manitol tras la extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida del extracto de orujillo con materiales adsorbentes
y resinas.

Recuperacion en eluyentes

Tioo de extraccion Muestra tras extraccion/ Adsorcion/Retencion Agua Acetato de etilo Metanol Acetato de etilo + metanol
P adsorcion (%) (%)! (%) (%)? (%) (%)

Extraccion liquido-liquido 77,05+ 4,53 - - 2,40+0,80 -
Adsorbentes

Método 1 ; 0,72+0,06 072+0,06
Cl8 Método 2 75,66+244 24,34 13212045 (374004 0,33+ 002 0.70 + 0.04

Método 1 ; 1,11+ 0,00 1,11+ 0,00
DSC-8 Método 2 67,96 + 3,61 32,04 12942106 4514001 0.59 + 0.06 110 +0.06

Método 1 ; 1,18+0,14 1,18+0,14
HLB Método 2 54.7924,71 45.21 26132199 (34 10,00 0,39 + 0,03 0734003
Resinas
Microionex Método 1 - 0,21 +0,02 0,21 +0,02
MB200 Método 2 47,94 £ 1,40 52,06 12932087 (540,03 0,22 +0.10 0,27 +0.10
Amberlite Método 1 - 1,12+ 0,16 1,12 +0,16
XAD7HP  Método 2 64,88 + 3,50 35,02 9.91£2.27 0,59 + 0,19 0.16 + 0.08 0.75+ 0.19
Amberlite Método 1 - 1,63 +0,07 1,63 £0,07
XAD16N Método 2 66,59 +2,92 33,41 8,55£0,78 0,78+ 0,27 0.21+013 0,99+ 0,29
Macronet Método 1 - 1,71 £0,29 1,71 +£0,29
MNO2 Método 2 66,22+ 7,64 33,78 10,88 +1,36 0,77 0,32 0,62 + 0,32 1,39 + 0,32
Purolite Método 1 ; 1,26+ 0,18 1,26+0,18
PAD910 Método 2 66,43 £ 3,52 33,57 1223+141 0,68 + 0,01 0,54 + 0,03 1,22 0,03

Porcentaje de compuestos retenidos en el material adsorbente. 2Eluyente en el caso de extraccion en fase sélida o extractante en el caso de extraccion liquido-liquido.

192



Resumen de resultados

1200
298.7 192.6

1000
B
]
% 800
ol
o
‘é’ 600 » Manitol
=
w
= ® Glucosa
S 400
g m TPC
[=]
o]

Elucion con metanol & Elucion con acetato de etilo

Figura 61. Resumen de la composicién de los extractos purificados: contenido de fenoles
totales (TPC), contenido de glucosa y manitol (barras) y contenido de hidroxitirosol

(nimero encima de cada barra).

4.4.2.5. Perfil de compuestos fenolicos de los extractos purificados

Los perfiles cromatogréficos, a 280 nm, de los extractos purificados variaron ligeramente
dependiendo del método de purificacion, aunque en todos ellos se identificd el
hidroxitirosol como el principal compuesto. A modo de ejemplo, la Figura 62 muestra
cromatogramas correspondientes al extracto de orujillo purificado por extraccion liquido-
liquido, y con diferentes materiales adsorbentes y resinas. En un estudio posterior la
caracterizacion de las fracciones mediante espectrometria de masas permitiria conocer la
distribucion de los diferentes compuestos fendlicos del extracto de orujillo, dado que
actualmente no existe literatura disponible al respecto.
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Figura 62. Cromatogramas (280 nm) de extractos purificados mediante diferentes

técnicas.
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4.5. Propuesta de valorizacion
del orujillo

En términos generales, teniendo en cuenta los resultados de apartados anteriores en cuanto
a propiedades antioxidantes de los extractos y de los licores de pretratamiento, asi como
la recuperacion de glucosa por hidroélisis enzimatica, se propone finalmente un esquema
global de valorizacion del orujillo siguiendo el esquema de biorrefineria propuesto en la
Figura 63. De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, este
proceso consistiria en una etapa de extraccion acuosa (85°C, 90 min, 10% so6lidos) para
obtener un extracto liquido rico en hidroxitirosol (15,4 mg/g extracto) que se puede
purificar por adsorcion (Discovery DSC-8) y elucion con acetato de etilo. Esta etapa de
purificacion permitiria obtener un extracto fenélico concentrado en hidroxitirosol (298,7
mg/g extracto), que puede emplearse en la industria como antioxidante natural o para la
formulacién de cosmeéticos, nutracéuticos, etc. El extracto podria someterse a una etapa

de cromatografia liquida si se desea obtener compuestos con una mayor pureza.

El orujillo extraido puede someterse a una maceracion con etanol para recuperar acidos
triterpénicos (T ambiente, 24 h, 10% carga de sélido, 150 rpm) y a continuacion, ser
deslignificado con etanol al 50% (v/v) (catalizado con &cido sulfarico 1%, v/v) a 130°C
durante 60 min. Del licor de pretratamiento, se obtendria una lignina antioxidante,
recuperada mediante precipitacion acida, con una pureza cercana al 90%, rica en unidades
G (L1). Por otra parte, la fraccion solida enriquecida en celulosa se hidrolizaria
enzimaticamente generando dos corrientes, un hidrolizado rico en glucosa, que puede
servir como molécula plataforma para obtener productos de valor afiadido o para

produccién de bioetanol, y un soélido rico en lignina (78% pureza), con propiedades

195



Valorizacion del orujillo para obtencion de compuestos bioactivos y azlcares

antioxidantes (L2). Ambas ligninas pueden emplearse para la obtencion de derivados

aromaticos.

Este esquema de proceso supone el aprovechamiento integral del orujillo mediante
fraccionamiento y valorizacion de sus principales componentes. En el marco de un
modelo de economia circular, esta propuesta contribuye a la gestion sostenible de esta
biomasa residual y a una produccién responsable de compuestos quimicos renovables,

capaces de reemplazar a compuestos quimicos de origen fosil.
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Figura 63. Propuesta de biorrefineria a partir de oruijillo.
GAE: Equivalentes de acido galico; HT: hidroxitirosol.
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Conclusiones

Como resultado del trabajo de investigacion que constituye esta Tesis Doctoral, se

puede concluir que:

1. El orujillo es un residuo lignoceluldsico con potencial para la obtencion de
compuestos bioactivos como el hidroxitirosol, manitol y acido maslinico a partir
de su fraccion de extractivos, lignina con propiedades antioxidantes y azlcares

a partir de sus fracciones de celulosa y hemicelulosa.

2. El agua es un disolvente eficaz para la extraccion de compuestos bioactivos del

orujillo.

3. El hidroxitirosol destaca en el perfil fendlico de los extractos de orujillo como

principal compuesto antioxidante.

4. El perfil fendlico de los extractos de acetona muestra algunas diferencias
respecto a los compuestos minoritarios, lo que podria explicar su mayor

actividad antioxidante frente a los extractos acuosos.

5. El empleo de agua como solvente, tanto en extraccion convencional (85°C, 90
min, 15% solidos) como con ultrasonidos tipo sonda de alta potencia (80%
amplitud, 16 min, 11,5% sélidos), rinde la mayor recuperacion de hidroxitirosol,
6,3 mg/g orujillo, lo que se justifica por el caracter polar de dicho compuesto.

6. La extraccién con ultrasonidos tipo sonda de baja potencia, empleando acetona
como disolvente, rinde el extracto con mayor concentracion en compuestos
fenolicos totales (expresado como equivalentes de acido galico), 45,4 mg/g
orujillo), aunque muy similar al obtenido con la extraccion acuosa convencional

(44,5 mg/g orujillo).

7. El empleo de ultrasonidos tipo sonda y microondas suponen una reduccion
considerable en el tiempo de extraccion, entre 12 y 16 min, frente a la extraccion

en bafio de ultrasonidos (43 min) y la extraccion acuosa convencional (90 min).

8. Una segunda etapa de extraccion con etanol permite la obtencion de otros
compuestos bioactivos de interés como son los acidos triterpénicos, &cido

maslinico y acido oleandlico.
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10.

11.

12.

La deslignificacion del orujillo con etanol al 50% (v/v), catalizado con &cido
sulfarico 1% (v/v) a 130°C durante 60 min, permite la obtencion de un licor
con azucares fermentables y una lignina antioxidante de elevada pureza (90%),

rica en unidades G, ademas de una fraccion solida enriquecida en celulosa.

La hidrolisis enzimatica del orujillo deslignificado permite la obtencion de un
hidrolizado de glucosa y un sélido rico en lignina (78% pureza), con

propiedades antioxidantes.

La purificacion del extracto acuoso de orujillo mediante adsorcion (Discovery
DSC-8) result6 altamente eficaz al rendir un extracto 19 veces méas concentrado
que el original, con una concentracién final en hidroxitirosol de 298,7 mg/g

extracto.

La propuesta de biorrefineria planteada para el orujillo conlleva la integracién
de la obtencién de compuestos bioactivos, a partir de sus fracciones de
extractivos, y lignina junto con la obtencion de azucares fermentables y

manitol.
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Conclusions

As a result of this research, the following conclusions can be drawn:

1. Exhausted olive pomace is a lignocellulosic waste with potential for obtaining
bioactive compounds such as hydroxytyrosol, mannitol and maslinic acid from
its extractive fraction, lignin with antioxidant properties and sugars from

cellulose and hemicellulose.

2. Water is an effective solvent for the extraction of bioactive compounds from

exhausted olive pomace.

3. Hydroxytyrosol is the main antioxidant compound in the phenolic profile of the

exhausted olive pomace extracts.

4. The phenolic profile of acetone extracts shows some differences with respect to
the minor compounds, which could explain its higher antioxidant activity

compared to aqueous extracts.

5. The use of water as solvent, both in conventional extraction (85°C, 90 min, 15%
solids) and high-power probe-type ultrasound-assisted extraction (80%
amplitude, 16 min, 11.5% solids), yields the highest hydroxytyrosol recovery,
6.3 mg/g biomass, which is attributed to its polar character.

6. Low-power probe-type ultrasound-assisted extraction, using acetone as solvent,
yields the extract with the highest concentration of total phenolic compounds,
45.4 mg phenols/g biomass (expressed as gallic acid equivalents), although very
similar to that obtained with conventional aqueous extraction, 44.5 mg phenols/g

biomass (expressed as gallic acid equivalents).

7. Probe-type ultrasound and microwave-assisted extraction means a considerable
reduction in extraction time, between 12 and 16 min, compared to bath-type
ultrasound-assisted extraction (43 min) and conventional aqueous extraction (90

min).

8. A second extraction step with ethanol allows recovering other interesting

bioactive compounds such as triterpenic acids, maslinic and oleanolic acid.

9. Delignification of the exhausted olive pomace using 50% (v/v) ethanol,
catalyzed with 1% (v/v) sulfuric acid at 130°C for 60 min, yields a liquor

containing fermentable sugars and an antioxidant lignin of high purity (90%),
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rich in guaiacyl units, together with a cellulose-rich solid.
10. The enzymatic hydrolysis of the delignified exhausted olive pomace yields a
glucose hydrolysate and a lignin-rich solid (78% purity), with antioxidant

properties.

11. Purification of the aqueous extract by adsorption (Discovery DSC-8) was
highly efficient, yielding an extract 19 times more concentrated than the

original, with a hydroxytyrosol final concentration of 298.7 mg/g extract.

12. The proposed biorefinery for exhausted olive pomace integrates the production
of bioactive compounds from both extractive and lignin fractions, fermentable

sugars and mannitol.
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Referencia: Irene Gomez-Cruz, Cristobal Cara, Inmaculada Romero, Eulogio Castro,
Beatriz Gullon (2020). Valorisation of exhausted olive pomace by an eco-friendly

solvent extraction process of natural antioxidants. Antioxidants, 9(10), 1010.

Resumen: Exhausted olive pomace (EOP) is the waste generated from the drying and
subsequent extraction of residual oil from the olive pomace. In this work, the effect of
different aqueous solvents on the recovery of antioxidant compounds from this
lignocellulosic biomass was assessed. Water extraction was selected as the best option
for recovering bioactive compounds from EOP, and the influence of the main operational
parameters involved in the extraction was evaluated by response surface methodology.
Aqueous extraction of EOP under optimised conditions (10% solids, 85 °C, and 90 min)
yielded an extract with concentrations (per g EOP) of phenolic compounds and flavonoids
of 44.5 mg gallic acid equivalent and 114.9 mg rutin equivalent, respectively.
Hydroxytyrosol was identified as the major phenolic compound in EOP aqueous extracts.
Moreover, these extracts showed high antioxidant activity, as well as moderate
bactericidal action against some food-borne pathogens. In general, these results indicate
the great potential of EOP as a source of bioactive compounds, with potential uses in

several industrial applications.
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Referencia: Irene Gomez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Inmaculada Romero, Eulogio
Castro (2021). A biorefinery approach to obtain antioxidants, lignin and sugars from

exhausted olive pomace. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 96, 356-363.

Resumen: Exhausted olive pomace (EOP) is the main residue of the pomace olive oil
extracting industry. In this work, EOP was fractionated into valuable components for
valorisation: an aqueous extract rich in hydroxytyrosol and mannitol, lignins with
antioxidant properties and fermentable sugars. EOP was first subjected to water extraction
at 85 °C for 90 min. Several pretreatments based on liquid hot water and organosolv with
50% or 60% ethanol (catalysed and uncatalysed with 1% sulfuric acid) were then
evaluated in terms of delignification ability and efficiency for enzymatic hydrolysis of
the pretreated solids. Once the best conditions had been selected (50 % ethanol-1%
sulfuric acid at 130 °C for 60 min), an organosolv lignin (OL) with antioxidant properties
was obtained through acid precipitation of the pretreatment liquor. This was compared to
the enzymatic hydrolysis lignin obtained in the subsequent step and to the lignins purified
by acid hydrolysis. OL showed a higher total phenolic content and antioxidant activity
than the rest of the lignin samples. Chemical differences were also observed that could

explain the results.
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Referencia: Irene Gomez-Cruz, Maria del Mar Contreras, Florbela Carvalheiro, Luis C.
Duarte, Luisa B. Roseiro, Inmaculada Romero, Eulogio Castro (2021). Recovery of
bioactive compounds from industrial exhausted olive pomace through ultrasound-assisted
extraction. Biology, 10(6), 514.

Resumen: Exhausted olive pomace (EOP) is the main agro-industrial waste of the olive
pomace extracting industries. It contains phenolic compounds and mannitol, so the
extraction of these bioactive compounds should be considered as a first valorization step,
especially if EOP is used as biofuel. Therefore, EOP was subjected to bath-type
ultrasound-assisted extraction (UAE), and the effects of the acetone concentration (20—
80%, v/v), solid load (2—15%, w/v), and extraction time (10-60 min) on the extraction of
antioxidant compounds were evaluated according to a Box—Behnken experimental
design. By means of the response surface methodology, the optimum conditions were
obtained: 40% acetone, 8.6% solids, and 43 min. For all the extracts, the total phenolic
content (TPC), flavonoid content (TFC), and antioxidant activity (DPPH, ABTS, and
FRAP) were determined. With the aim of shortening the extraction time, a two-level
factorial experiment design was also carried out using a probe-type UAE, keeping the
solid load at 8.6% (w/v) and the acetone concentration at 40% (v/v), while the amplitude
(30-70%) and the extraction time (2-12 min) were varied to maximize the
aforementioned parameters. Finally, a maximum of phenolic compounds was reached
(45.41 mg GAE/g EOP) at 12 min and 70% amplitude. It was comparable to that value
obtained in the ultrasonic bath (42.05 mg GAE/g EOP), but, remarkably, the extraction
time was shortened, which translates into lower costs at industrial scale. Moreover, the
bioactive compound hydroxytyrosol was found to be the major phenolic compound in the
extract, i.e., 5.16 mg/g EOP (bath-type UAE) and 4.96 mg/g EOP (probe-type UAE).
Other minor phenolic compounds could be detected by capillary zone electrophoresis and
liquid-chromatography—mass spectrometry. The sugar alcohol mannitol, another
bioactive compound, was also found in the extract, and its content was determined. Thus,
the use of this technology can support the valorization of this waste to obtain bioactive
compounds, including mannitol, hydroxytyrosol, and other derivatives, before being

applied for other uses.
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Resumen: Olive-derived biomasses contain bioactive compounds with health promoting
effects as well as antioxidant and sweet-tasting properties. However, their sequential
extraction has not been attained. In the present study, firstly antioxidants and mannitol
were extracted from exhausted olive pomace (EOP) by an eco-friendly method,
ultrasound-assisted water extraction (UAWE). The amplitude (20-80%), extraction time
(2-18 min) and solid loading (2-15%, w/v) were evaluated according to a Box—Behnken
experimental design. Using the response surface methodology, the optimal conditions for
extraction were obtained: 80% amplitude, 11.5% solid loading and 16 min. It enabled the
multi-response optimization of the total phenolic content (TPC) (40.04 mg/g EOP),
hydroxytyrosol content (6.42 mg/g EOP), mannitol content (50.92 mg/g EOP) and
antioxidant activity (ferric reducing power or FRAP, 50.95 mg/g EOP; ABTS, 100.64
mg/g EOP). Moreover, the phenolic profile of the extracts was determined by liquid
chromatography-UV and mass spectrometry, identifying hydroxytyrosol as the main
phenolic compound and other minor derivatives could be characterized. Scanning
electron microscopy was used to analyze the morphological changes produced in the
cellular structure of EOP after UAWE. In addition, the chemical composition of the
extracted EOP solid was characterized for further valorization. Then, a second extraction
step was performed in order to extract bioactive triterpenes from the latter solid. The
triterpenes content in the extract was determined and the effect of the previous UAWE
step on the triterpenes extraction was evaluated. In this case, the use of ultrasound
enhanced the extraction of maslinic acid and oleanolic acid from pelletized EOP with no
milling requirement. Overall, UAWE can be applied to obtain antioxidant compounds
and mannitol as first extraction step from pelletized EOP while supporting the subsequent

recovery of triterpenic acids.
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Resumen: The olive pomace oil extracting industry generates large amounts of exhausted
olive pomace (EOP), a lignocellulosic waste that needs to be managed according to
sustainable criteria. The aim of this work is to devise an integrated strategy to valorize
EOP by applying two-step extraction, and to evaluate the effect of an ethanol organosolv
pretreatment on the deligni-fication and enzymatic hydrolysis of the extracted EOP. Once
the extraction and organosolv pretreatment conditions are selected, solubilized lignin is
recovered from the pretreatment liquor using different methods. In addition to those
organosolv lignin samples, a lignin-rich solid is obtained after enzy-matic
saccharification of the pretreated solid. All the lignin samples are fully characterized
aiming at further valorization. The selected two-step aqueous extraction (85 °C, 90 min,
10% biomass) removes 89% of the extractives con-tent in raw EOP and achieves the full
recovery of phenols and mannitol con-tent in that fraction, 4.7 mg gallic acid equivalents
per g EOP and 4.5 mg g—1EOP, respectively. The organosolv pretreatment (50% ethanol
catalyzed with 1% H2S04, 140 °C, 60 min, 15% biomass) results in a delignified solid
with 81% of enzymatic digestibility and a high purity organosolv lignin (>71%), rich in

guaiacyl units.
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Resumen: Microwave-assisted water extraction (MAWE) was evaluated to obtain the
valuable bioactive compounds hydroxytyrosol and mannitol from exhausted olive
pomace (EOP). The influence of the operational parameters solid loading (3—-15%, w/v),
temperature (40-100 °C), and extraction time (4-40 min) was studied using an
experimental design. The optimized conditions maximizing their joint extraction were
12% wi/v solid loading, 100 °C temperature, and 16 min. It was possible to solubilize 5.87
mg of hydroxytyrosol/g EOP and 46.70 mg mannitol/g EOP. The extracts were also
further characterized by liquid chromatography—mass spectrometry, which detected other
hydroxytyrosol derivatives such as oleacein, verbascoside, and oleuropein. Moreover, the
applied MAWE conditions promoted the co-extraction of proteinaceus material, which
was also evaluated. In order to carry out an integral valorization of this waste, the
extracted EOP solid was further evaluated chemically and microscopically before
recovering the bioactive triterpenes. In particular, maslinic acid and oleanolic acid were
obtained, 9.54 mg/g extracted solid and 3.60 mg/g extracted solid, respectively. Overall,
MAWE can be applied as a first stage in the fractionation of EOP to support its

valorization in a biorefinery framework.
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Resumen: Exhausted olive pomace (EOP) is a residual biomass from which
hydroxytyrosol can be recovered. This compound has applications in the food/pharma
sectors, but its extraction yields complex extracts that require further purification for
some applications.

This work explores purification strategies based on membrane technology, liquid—liquid
extraction (LLE), and solid-phase extraction with adsorbents and resins. The
hydroxytyrosol content, phenolic profile, antioxidant activity, and inhibition of a-
glucosidase and a-amylase were monitored. Hydroxytyrosol stood out in all purified
extracts. The best hydroxytyrosol recovery (88.8%) was achieved using LLE with ethyl
acetate as the extractant, while the purest extracts in phenolic compounds, including
hydroxytyrosol, were obtained using the latter solvent and C18 (529 mg/g), DSC-8 (873
mg/g), and Purosorb PAD910 (523 mg/g). Conversely, mannitol and glucose, at high
concentrations in the extract, were selectively retained in the aqueous phases.

The developed strategies are discussed regarding their suitability to provide
hydroxytyrosol-concentrated extracts, up to 291 mg/g, with antioxidant and antidiabetic

functionalities.
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