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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE METODOLOGIAS PARA LA PURIFICACION DE
HIDROLIZADOS DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA RESIDUAL DE LA
AGROINDUSTRIA COLOMBIANA

AUTOR: Jose Manuel Guerrero Serrano**

PALABRAS CLAVE: Autohidrolisis, Purificacion, Xilooligosacéaridos, Pergamino de café,
Furfural, Carbdn activado, Didlisis, Precipitacion quimica, Intercambio ionico.

DESCRIPCION: Se realiz un proceso de purificacion para recuperar xilooligosacaridos (XOs)
del hidrolizado de pergamino de café obtenido por medio de autohidrdlisis. Se evalud el uso de las
técnicas de: adsorcion usando carbon activado, selectividad por peso molecular usando membranas
de dialisis, precipitacion quimica usando no solventes y el intercambio i6nico usando resinas. El
carbén activado y el intercambio idnico fueron técnicas de purificacién efectivas eliminando una
alta cantidad de compuestos indeseables como el furfural y los polifenoles, con una baja pérdida
de XOs. Por otra parte, las técnicas de dialisis y precipitacion quimica generaron una alta pérdida
de oligémeros de bajo y medio peso molecular, por lo cual se decidio no trabajar con ellas. Se
evalud el uso de una ruta de purificacidn en serie a partir de los mejores resultados obtenidos en la
evaluacion individual de cada técnica. Se utilizo carbdn activado a una relacion de 20 g carbon/I
hidrolizado con un tiempo de contacto de 24 h, resina cationica fuerte y finalmente resina aniénica
fuerte ambas a una relacion 1:0,1 v/v hidrolizado/resina durante 20 min de contacto. Esa ruta
permitié obtener un producto final en el que se recuperaron el 79,9% de los XOs con una
concentracion de los mismos de 9,9 g/l, remover el 92,6 % p/p de furfural y eliminar el 98,8 % p/p
de los compuestos fendlicos presentes en el hidrolizado inicial, obteniendo un hidrolizado
transparente.

* Trabajo de grado
**Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.

Director: Ph.D Debora Alcida Nabarlatz, Co- Director: M.Sc. Rolando Andrés Acosta Fernandez
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF METHODOLOGIES FOR THE PURIFICATION OF
HYDROLYSED RESIDUAL LIGNOCELULOSIS BIOMASS OF COLOMBIAN
AGRIBUSINESS

AUTHOR: Jose Manuel Guerrero Serrano**

KEYWORDS: Autohydrolysis, Purification, Xylooligosaccharides, Coffee parchment, Furfural,
Activated carbon, Dialysis, Chemical precipitation, lon exchange.

DESCRIPTION: A purification process was performed to recover xylooligosaccharides (XOs)
from coffee parchment hydrolysate obtained by autohydrolysis. It assessed the use of techniques:
adsorption by activated carbon, molecular weight selectivity by dialysis membranes, chemical
precipitation by the use of non-solvents and ion exchange using resins. The adsorption with
activated carbon and the ion exchange were proved effective as purification techniques in the
elimination of high amounts of undesirable compounds such as furfural and polyphenols, in which
the loss of XOs was minimum. On the other hand, the dialysis and chemical precipitation generated
a high loss of oligomers (low and medium molecular weight) for which it was decided not to work
with them. The use of a purification route in chain was evaluated, from the data of each individual
technique. Activated carbon was used at a ratio of 20 g carbon / | hydrolyzed with a contact time
of 24 h, strong cationic resin and finally strong anionic resin both at a ratio of 1: 0.1 v/ v hydrolyzed
/ resin for 20 min of contact. The route allowed to obtain a final product in which the 79.9% of the
XOs was recovered, a concentration of 9.9 g/ I, in which were removed the 92.6% w / w and 98,
8% w / w of furfural and the phenolic compounds respectively present in the initial hydrolysate,
for which was obtained a transparent hydrolysate.

* Bachelor thesis
**Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.

Director: Ph.D Debora Alcida Nabarlatz, Co- Director: M.Sc. Rolando Andrés Acosta Fernandez
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Introduccion

La biomasa lignoceluldsica residual (BLR) es una materia prima prometedora debido a su alto
contenido de celulosa y hemicelulosa. En los ultimos afios han surgido estudios que aprovechan el
xilano contenido en la hemicelulosa para la producciéon de xilooligosacaridos (XOs) como
prebidticos en la industria alimentaria (Jayapal et al., 2013). El interés de darle valor agregado a
esta materia prima para la produccion de XOs radica en que estos poseen funciones bioldgicas en
el cuerpo humano, en las que se destacan el crecimiento de bacterias prebioticas beneficiosas, la
mejora en la absorcién de calcio, la produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA), la
reduccion del riesgo de cancer de colon y la disminucion de lesiones de Ulcera estomacal (Bian
etal., 2013).

El pergamino de café es obtenido como residuo de la etapa de trilla en la cadena agroindustrial
del café, generando 2,27 toneladas de pergamino/hectérea de café cultivada, usando una pequefia
fraccion del mismo en la generacion energética por medio de combustion, pero desechando la
mayoria en pilas y fuentes hidricas, lo cual genera un impacto ambiental negativo (Ardila et al.,
2018). Los estudios del grupo INTERFASE han determinado que esta es una biomasa potencial
en la generacion de XOs, con un contenido del 29,29 % p/p de xilosa (Sanabria, 2016).

Se han estudiado diferentes métodos para la extraccion de la hemicelulosa de la BLR,
destacandose la autohidrolisis. Este proceso, el cual posee alta eficiencia, presenta la dificultad que
al ser un tratamiento hidrotermico ocurren procesos de degradacion de carbohidratos que aportan

compuestos indeseados a los hidrolizados de biomasa (Vazquez et al., 2005). Se han encontrado
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en los hidrolizados de BLR diversos productos generados por la descomposicion de azlcares
(como lo son el furfural, hidroximetilfurfural (HMF) y el &cido acético), productos derivados de
la degradacion de la lignina y compuestos fendlicos procedentes de los pretratamientos (Nabarlatz,
2007). Asi mismo, se encuentran presentes una variedad de compuestos derivados de proteinas,
lipidos, &cidos grasos libres, monosacéridos y derivados aminados (Chen et al., 2016).

La presencia de los compuestos indeseados mencionados ha representado un problema en el
cumplimiento de las caracteristicas prebidticas de los XOs citadas anteriormente, ya que estos
actan como inhibidores de la fermentacidn, lo cual se puede superar mediante la purificacion del
hidrolizado antes de la fermentacion de los XOs (Aachary et al., 2011). Asi mismo, los licores
producidos deben ser purificados para lograr el grado de pureza a nivel comercial de los XOs, el
cual se encuentra en un rango de 75-95% p/p seco (Moure et al., 2006), oscilando su precio entre
los 22 y 50 USD/kg (Otieno et al., 2012).

Se han reportado diversas técnicas en la literatura para la purificacién de los hidrolizados de
biomasa, pero ain no ha sido posible establecer una metodologia de separacion eficiente. Las
membranas poliméricas son una excelente alternativa, debido a que se basan en la separacién por
peso molecular, pero no son selectivas en la eliminacién de compuestos indeseables de igual peso
molecular que los azlcares, generando asi una alta pérdida de los mismos (Gullén et al., 2008). La
precipitacion con solvente quimico, como por ejemplo, el etanol evidencio la eliminacion de
impurezas de bajo peso molecular y su facil recuperacion, pero asi mismo se ha reportado la
pérdida de oligdbmeros de baja masa molar (Swennen et al., 2005). La adsorcién con carbon
activado ha mostrado una selectividad hacia la adsorcion de compuestos derivados de lignina, pero

cuando mas del 80% de estos compuestos son eliminados, el porcentaje de recuperacion de
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azucares disminuye drasticamente (Nabarlatz, 2007). Las resinas de intercambio i6nico presentan
la propiedad de retener compuestos indeseables cargados eléctricamente, sin embargo, la
regeneracion de las mismas presenta altos costos en tratamientos y disposicion de residuos
(Vazquez et al., 2001).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar diferentes metodologias
de purificacion y plantear una ruta de purificacién que permita remover los compuestos indeseados
de los hidrolizados de biomasa lignocelulosica residual para obtener XOs con un alto grado de

pureza en el rango del producto comercial.
1. Marco Tedrico/Estado del Arte

1.1. Definicion de Xilooligosacaridos (XOs)
Los xilooligosacaridos (XOs) son oligémeros con su estructura central de xilosa. Estos poseen un
arreglo conformado por unidades monoméricas unidas mediante enlaces 3-1,4 ;cuya distribucion
varia dependiendo de la biomasa de origen y el método utilizado para extraer el xilano (M. H.
Chen et al., 2016). El término oligosacarido (Os) se refiere a un grado de polimerizacion (GP)
entre 3 'y 10, pero para los XOs, la definicion se ha ampliado para incluir de 2 a 20. El GP, el tipo
y patrén de sustitucion determinan propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los mismos como
lo es la solubilidad en agua (Moure et al., 2006).

Los XOs actuan como prebidticos (ingrediente alimentario no digerible que afecta de manera
beneficiosa al huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de uno o un

numero limitado de bacterias en el colon), favoreciendo los probidticos (microorganismos
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benéficos que se encuentran en los intestinos, entre los que se destacan las bifidobacterias y los
lactobacilos) presentes en la flora intestinal, los cuales disminuyen el pH por medio de la
generacion de acidos grasos que inhiben el crecimiento de microorganismos patogenos (Aachary
et., 2011)
1.2. Extraccion del Xilano Presente en la BLR
El primer paso en la produccion de XOs consiste en la extraccion del xilano contenido en la
hemicelulosa presente en las BLR, destacandose la autohidrdlisis. Otras técnicas han sido
estudiadas, en las que se encuentran explosion a vapor y extraccion con acidos y bases. El uso de
estas sustancias corrosivas (acidos y bases) producen un alto rendimiento a determinadas
condiciones, pero a su vez generan dafio en los equipos. Asi mismo, tecnologias que limitan su
uso debido a su alto costo como lo son: el ultrasonido, microondas e hidrolisis enzimatica, esta
ultima produce una alta eficiencia como proceso secundario a la autohidrolisis (Otieno et., 2012).

La autohidrolisis consiste en la despolimerizacién hidrolitica de la hemicelulosa a oligosacarido
de cadena larga para asi fraccionarse en oligémeros de cadena corta, monosacaridos y productos
de degradacion como el furfural, por medio de reacciones sucesivas sin afectar significantemente
los polimeros de celulosa y lignina; siendo la temperatura, el tiempo y la relacion biomasa/solvente
las variables mas significativas (Leal, 2017).

La Tabla 1 muestra los diversos estudios que se han realizado para la produccion de XOs por
medio de autohidrolisis, en el cual el rendimiento maximo de XOs se alcanzé para la cascara de
café con 65,7 g XOs/g hemicelulosa % p/p, proceso en el que se utilizd un tiempo de reaccion de

60 min a 190°C.
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La extraccion de XOs por medio de autohidrolisis para el pergamino de café (PC), se ha
investigado en pequefios reactores de 50 ml con una relacion PC/agua desionizada de 8 p/p,
obteniendo una concentracion de XOs de 12,38 g/l, con una region Optima de operacion entre
170°C y 200°C y un tiempo de 30 min (Sandoval et al., 2017)

Tabla 1: Estado del arte de la obtencién de XOs por medio de autohidrolisis

g X0s 0
Oligosacarido Biomasa Condiciones g hemicelulosa %P Referencia
/p
XOs Cascara de café 60 min,190°C 65,7 (Leal,
’ ’ 2017)
Faja de trigo 412
Céscara de arroz
Semillas de olivo 428 (Nabarlatz
XOs 23min, 79°C 50,17 ’
Mazorca 2007)
. 53,5
Céscara de
61
almendra
Céscara de
cebada 27,1
Mazorca 100 o 24,8 (Paraj6 et
X0s Caéscara de arroz 145-190 °C 18 al., 2004)
Madera de 15,4
Eucalipto
(Carvalheir
XOs Grle; ngegr;s:gcrl?ade 5 min, 190°C 61 oetal.,
2004)

1.3. Presencia de Compuestos Indeseables en los Hidrolizados de Biomasa

Producto de los tratamientos hidrotérmicos se han encontrado en los hidrolizados de biomasa
distintos compuestos indeseables que deben ser eliminados para obtener XOs con alta pureza.
Estos se pueden clasificar en cuatro grupos: compuestos derivados de azucares (CDA) en los que
se destacan el furfural, HMF y el &cido acético, compuestos derivados de lignina (CDL) con

presencia significativa de acido galico y vanilina, compuestos que contienen nitrégeno (CCN)
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siendo mayormente aminas y acidos grasos (AG) entre los que se encuentran principalmente C6 y
C8 (Gil Garrote et al., 2007).

De acuerdo con el estudio realizado para los hidrolizados de mazorcas de maiz y céscaras de
arroz, los CDL son los compuestos indeseados con presencia mayoritaria, en los que se destaca la
vanilina; asi mismo, se resalta la presencia de furfural con una concentracion de 887,1 y 456,3
mg/kg biomasa seca (Gil Garrote et al., 2007). Igualmente, para el hidrolizado del grano gastado
de la cerveceria se ha reportado la presencia de compuestos CDA, en los que se destaca la presencia
de furfural, &cido acético y acido férmico (Kabel et al., 2002; Carvalheiro et al., 2004). De la
misma forma, para el hidrolizado de cascara de cebada se destacé la presencia de furfural y acido
acético con 4,9 y 3 g/l, respectivamente, asi como el contenido de compuestos CDL, destacandose
la presencia de &cido benzoico con 3,4 g/l (Garrote, et al., 2008). Asi mismo, la investigacion para
los hidrolizados de paja de trigo, bagazo de cafia, harina de maiz y raquis de palma confirmé la
presencia predominante de furfural e HMF con la mayor concentracion para harina de maiz
(Imman et al., 2013).

Para los hidrolizados de pergamino de café se ha confirmado la presencia de compuestos
indeseables como lo son los monosacéridos y furfural, los cuales se investigd su remocién con una
baja pérdida de XOs por medio de ultrafiltracién usando membranas poliméricas (Ardila et al.,
2018).

De la literatura mencionada y la complementada en el Apéndice A, se puede evidenciar que los
compuestos indeseables con mayor presencia en los hidrolizados son: furfural, acido acético, acido
formico y el HMF; productos de la degradacion de pentosas y hexosas respectivamente, asi como

diferentes productos fendlicos derivados de la degradacion de lignina, los cuales deben ser
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removidos. Esto se debe a que el proceso de hidrdlisis genera una serie de reacciones en serie cuyas
variables més influyentes en la selectividad son el tiempo de reaccion y la temperatura (Leal,
2017).
1.4 Procesos de Purificacion de los Hidrolizados de Biomasa

1.4.1. Adsorcidn solido-liquido usando carbones activados. Los carbones activados se han
usado en investigaciones previas como medio de adsorcién de furfural y compuestos fendlicos
derivados de la lignina (Gutsch et al, 2012; Carvajal et al., 2014). El estudio realizado para
hidrolizados obtenidos a partir de Miscanthus x giganteus (MxG) utilizo relaciones de 1%, 5%,
10% y 20% (g carbon/ml hidrolizado) en operacion batch durante 60 min, adsorbiendo 5,8%,
46,8%, 98,3% y 100% (p/p) de XOS, respectivamente (Chen et al., 2014). En un trabajo posterior
para MxG se utilizé la relacion 10% (g carbon/ml hidrolizado) en operacion batch a 60 min, con
el fin de adsorber la mayor cantidad de XOs y posteriormente eluirlos con etanol para su
recuperacion (Chen et al., 2016). Asi mismo, se han realizado estudios a bajas concentraciones
con el fin de encontrar la relacion 6ptima carbon/hidrolizado que permita adsorber los compuestos
indeseables presentes en el hidrolizado. El trabajo realizado para hidrolizados del tallo de maiz,
estudid la capacidad de adsorcion de un carbon a bajas relaciones, obteniendo como proceso
6ptimo 0,04 (gramos de carbon/ml hidrolizado) a 50°C durante 40 min (Wang et al., 2017). De
acuerdo con Nabarlatz, 2007 la adsorcion de compuestos indeseables usando 1,5, 3,3, 10, 16,7, 30
y 50 (g carbén/l hidrolizado) a 30°C durante 24 h obtuvo que la relacion de 16,7 g carbén/I
hidrolizado era la mejor para la purificacion de los hidrolizados, con una baja pérdida de azucares

y la retencion del 64% de productos derivados de lignina en una operacion en columna.
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1.4.2. Selectividad por peso molecular empleando membranas dialiticas. El uso de tubos de
didlisis es una metodologia efectiva para realizar un fraccionamiento por peso molecular, el cual
requiere una correcta eleccion del peso molecular de corte (MWCO) con el fin de perder la menor
cantidad de XOs posible (Li et al., 2017). La investigacion realizada para el hidrolizado de madera
de alamo uso tubos de didlisis con MWCO de 1 y 3 kDa, empleando 20 veces el volumen de
muestra como volumen de dializado, utilizando agua desionizada y realizando el seguimiento del
proceso por medio de la medicion del pH y la conductividad. En este proceso se logr6 una alta
disminucion del contenido de lignina hasta concentraciones de 0,72 y 0,42 mg/ml respectivamente,
una pureza de Os de 94,1% y 95,6%, pero con una pérdida del 57,5% y del 60% de Os para cada
MW(CO estudiado (Chen et al., 2014). Del mismo modo, el trabajo realizado por Nabarlatz, 2007
evalu6 el uso de diélisis con MWCO 12,4 kDa utilizando agua destilada como solvente y
realizando el seguimiento del proceso por la medicion de la conductividad, permitiendo eliminar
iones, sales y otros compuestos de bajo peso molecular. (Nabarlatz, 2007)Asi mismo, se ha
implementado el uso de esta metodologia para retener compuestos de alto peso molecular,
eliminando monosacéaridos (Ms) y Oligémeros de bajo peso molecular; en la experimentacion
realizada para el hidrolizado de bagazo de cafa se utiliz6 una membrana con MWCO 3,5 kDa
introducida en agua destilada durante 96 h a temperatura ambiente obteniendo una composicion
(%p/p) del 11,2% de arabinosa, 83,1% de xilosa, 0,5% de galactosa, 3% de glucosa y 2,1% de

acidos uronicos en el retenido liofilizado (Bian et al., 2013).
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1.4.3. Precipitacion quimica sobre la concentracion de impurezas. La precipitacion de
azucares utilizando solventes es la técnica en la cual se utilizan alcoholes de bajo peso molecular
(metanol y etanol) para precipitar oligosacaridos (Chen, 2014). El trabajo realizado para el
hidrolizado de harina de trigo evalud la precipitacion gradual de XOs afadiendo etanol al
hidrolizado hasta alcanzar una concentracién de 60% (v/v), permitiendo el equilibrio por 12 h,
separando las fases y aumentando la concentracion de etanol hasta el 90%. El estudio permitié
concluir que a bajas concentraciones de etanol se precipitan XOs con altos GP y grado de
sustitucion (GS), mientras una alta concentracion de etanol precipita XOs con bajos GP y GS
(Swennen et al., 2005). De igual forma, el proyecto realizado por Nabarlatz, 2007, valoro el uso
de etanol con el fin de eliminar impurezas de bajo peso molecular empleando una relacion 7:1 (ml
etanol/ml hidrolizado), permitiendo el equilibrio por 24 h a temperatura ambiente, logrando
recuperar efectivamente XOs de alto peso molecular y perdiendo XOs de baja masa molar debido
a la baja especificidad del proceso. Adicionalmente, se han realizado estudios para la precipitacion
de carbohidratos con sustancias de diferente polaridad, como el realizado para el hidrolizado de
cascaras de arroz, en el que se investigo la precipitacion con acetona, etanol y 2-propanol usando
5 kg sustancia/kg hidrolizado, permitiendo el contacto por 12 h y obteniendo como resultado que
el 2-propanol precipita la mayor cantidad de XOs (Vegas et al., 2004). Igualmente se realizo el
mismo estudio por polaridad empleando las mismas sustancias para el hidrolizado de madera de
eucalipto, utilizando la relacion mésica 7:1 solvente-hidrolizado por 24 h a temperatura ambiente,
donde el eucalipto presentd un bajo rendimiento de precipitacion debido a la presencia de altas
cantidades de agua en los hidrolizados, lo cual se mejor6 con hidrolizados liofilizados en los que

el etanol logro el mejor rendimiento de XOs (Vazquez et al., 2005).
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1.4.4. Intercambio i6nico. EIl tratamiento por intercambio idnico usando resinas, se ha
empleado para purificar Os como proceso Unico o como secuencia de otras técnicas, con el objetivo
principal de realizar una desalinizacion y eliminar otros compuestos no deseados (Moure et al.,
2006). La aplicacion de resinas cationicas fuertes se ha empleado principalmente en la eliminacion
de compuestos metélicos. El estudio realizado para el hidrolizado de MxG empled la resina
Amberlite IR 120Na usando una relacion 1:10 g resina/ml hidrolizado durante 24 h, logrando un
aumento en la concentracién de XOs y una eliminacion de los metales pesados contenidos en los
hidrolizados (Chen et al., 2016). Asi mismo, la investigacion realizada para el hidrolizado del
grano gastado de la cerveceria uso la resina Amberlite 200 a relacion 1:15 g resina/g licor durante
24 h, logrando una alta disminucién de otros compuestos no volatiles (diferentes a carbohidratos)
(Gémez et al., 2015).

En cuanto a las resinas anidnicas, se han estudiado para la remocién de compuestos CDA y
CDL. El estudio para el hidrolizado de MxG empled una resina anidnica débil en una relaciéon 1:10
g resina/ml hidrolizado la cual eliminé acidos organicos, y posteriormente se utiliz6 una resina
anionica fuerte a igual relacion, la cual elimind sustancias coloreadas atribuidas a compuestos
fendlicos derivados de la lignina (Chen et al., 2016). De la misma forma, la investigacion para el
hidrolizado de cascara de arroz comparo la resina basica débil Amberlite IRA 96 vy la resina basica
fuerte IRA 400, en contacto durante 12 h a relacion 1:20 kg resina/kg licor, obteniendo una mayor
eliminacion de otros compuestos no volatiles y de azlcares para IRA 400 (Vegas et al., 2004).

Lo anterior muestra el estado del arte de las metodologias que seran estudiadas en el presente

trabajo con un complemento del mismo en el Apéndice B.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar diferentes metodologias de purificacion que permitan remover los compuestos indeseados
de los hidrolizados de pergamino de café para obtener XOS con un alto grado de pureza (en el
rango del producto comercial).
2.2 Objetivos Especificos

v' Analizar métodos de adsorcion solido-liquido, selectividad por peso molecular y
precipitacion sobre la concentracion de impurezas presentes en los hidrolizados estudiados.

v' Evaluar el uso de intercambio i6nico como metodologia de seleccién y retencion de
compuestos indeseados con carga ionica.

v Establecer una alternativa de purificacion de hidrolizados que permita obtener XOS con

alto grado de pureza (en el rango del producto comercial).
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3. Metodologia

El desarrollo de este trabajo se llevo a cabo en tres etapas principales las cuales se detallan en la

Figura 1.

Etapa preliminar: Produccion
Pergamino de café del hidrolizado por
autohidrolisis

Hidrolizado filtrado

Carbon activado L
Dialisis Ir Etapa 1: Evaluacion de
Precipitacion quimica L metodologias de purificacion

Intercambio ionico

HPLC +
Cuantificacion de fendlicos totales —————— Amnalisis de resultados
GPiC

Wariables de salida

% Recuperacion de Os
2% Remocion de furfural
%o Remocion de fendlicos

!

Etapa 2: Planteamiento de una
ruta de purificacion

Figura 1: Esquema de la metodologia llevada a cabo en el presente estudio.

3.1 Produccion del Hidrolizado

El hidrolizado de pergamino de café se obtuvo mediante autohidrolisis utilizando los pardmetros
establecidos en trabajos previos (Sandoval et al., 2017), utilizando un reactor Parr de la serie 4848
de acero inoxidable de 1 galdn. La biomasa utilizada fue pergamino de cafe (PC) obtenido de la
cooperativa de caficultores del municipio de San Gil, Santander, el cual fue secado en un horno a

105°C durante 24 h y posteriormente enfriado en un desecador. Para los experimentos se cargaron
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en el reactor 2160 ml de agua destilada y 270 g de PC. La reaccién de autohidrolisis se realiz6
utilizando una rampa de calentamiento en el reactor con un aumento promedio de 1,3 °C/min hasta
llegar a 180°C y enfriando rapidamente el reactor con agua para detener la reaccion (ver Apéndice
C). Una vez terminada la reaccion, el licor remanente conteniendo los XOs se separ6 del sélido
mediante filtracion en tela, y luego en papel cuantitativo franja azul. La muestra de licor se
almacend en congelador a -23°C para su posterior analisis. La distribucion de peso molecular y la
cuantificacién de carbohidratos, furfural y compuestos fenolicos se determiné por GPG, HPLC y
el método de cuantificacion de fenoles totales, respectivamente, segun el procedimiento descrito
en la seccion 3.6.

3.2 Adsorcién Sélido-Liquido Usando Carbones Activados

El proceso de adsorcion en carbon activado se realizd en operacion batch usando un carbon
analitico Merck Ref. 1.02186.1000. EIl carbén se secd en una mufla a 120°C por 3 horas. Los
ensayos se realizaron por duplicado usando tubos de ensayo de 10 ml, en los que se adicionan 8
ml de hidrolizado y se vari6 la relacién carbon-hidrolizado (p/v) entre 5, 10, 15, 20 y 25;
permitiendo un tiempo de contacto de 24 h con agitacién constante a temperatura ambiente.
Finalizadas las 24 h se centrifugé a 6000 rpm por 10 min con el fin de precipitar el carbon y
proceder a retirar el sobrenadante. La mejor relacion carbdn-hidrolizado se determind como
aquella que permitio retirar la mayor cantidad de furfural y fendlicos sin afectar los XOs de bajo
peso molecular, apoyado en el calculo del porcentaje de recuperacion de XOs, los porcentajes de
remocion de furfural y compuestos fenolicos, cuyo procedimiento de calculo se describe en la

seccion 3.6.
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3.3 Selectividad por Peso Molecular Mediante Didlisis

La didlisis se realizé utilizando dos Kits de didlisis Spectra/por de éster de celulosa de grado
biotecnoldgico con diferente MWCO, de 0,1 a 0,5 kDa y 0,5 a 1 kDa respectivamente. Para ello
se cortd una longitud de tubo de 6,95 cm (equivalente a 5,5 ml), el cual se remoj6 en agua
desionizada durante 15 min a temperatura ambiente con el fin de eliminar la solucion de
almacenamiento; el tubo lavado se llen6 con 2 ml de hidrolizado y se asegur6 con los cierres
universales incluidos en el kit de dialisis. Para este proceso se utilizaron 300 ml de agua
desionizada como solvente de didlisis y el seguimiento del proceso se realizé con la medicién
constante de la conductividad. El recambio del solvente de dialisis se realiz6 cuando la medicion
de la conductividad se hizo estable, dando por finalizado el proceso una vez que la conductividad
fue estable atn entre recambios del solvente de didlisis. Los ensayos se realizaron por duplicado.
La eficiencia del proceso se determiné con el cambio de la distribucion de peso molecular y el
porcentaje de remocion de compuestos fendlicos segun el procedimiento descrito en la seccion
3.6.

3.4 Precipitacion con no Solvente

Para este proceso se seleccionaron etanol, acetona y 2-propanol para estudiar la precipitacién de
azucares presentes en el hidrolizado filtrado usando una relacion 7:1 (ml de no solvente:ml de
hidrolizado). Para ello, se pusieron en contacto 5 ml de hidrolizado en tubos falcon de 45 ml
sellados, durante 24 h bajo agitacion constante a temperatura ambiente. Las muestran se
centrifugaron a 5000 rpm por 10 min con el fin de separar completamente el sobrenadante y el
precipitado; el precipitado se secd al vacio a temperatura ambiente y fue re-disuelto en agua

desionizada, en igual volumen al del hidrolizado inicial. Los ensayos se realizaron por duplicado.
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El mejor no solvente para precipitar azicares se determiné como aquel que permitio retirar la
mayor cantidad de furfural y fendlicos sin afectar los XOs de bajo peso molecular, apoyado en el
calculo del porcentaje de recuperacion de XOs, los porcentajes de remocion de furfural y
compuestos fendlicos, cuyo procedimiento de célculo se describe en la seccién 3.6.

3.5 Resinas de Intercambio l6nico

El proceso de intercambio i6nico se realiz6 usando las resinas Lewatit® MonoPlus S 108 H (resina
cationica fuerte) y Lewatit® MonoPlus M 800 OH (resina anidnica fuerte). Las resinas se lavaron
con agua desionizada para eliminar el exceso de solucién activadora de almacenamiento, hasta que
el pH del agua de lavado no varid al contactar con la resina. Las pruebas en configuracién batch
para cada resina se realizaron con el fin de obtener la mejor relacion hidrolizado-resina y el tiempo
de contacto; éstas se llevaron a cabo en vasos de precipitado de 50 ml por duplicado, en los que se
afiadié 8 ml de hidrolizado y se vario la relacion v/v hidrolizado-resina a valores de 1:1, 1:0,2 y
1:0,1, para tiempos de 5, 10 y 20 min bajo agitacion constante a temperatura ambiente. Para la
recuperacion del licor se permitié la decantacion de la resina y la extraccion del liquido remanente.
El tratamiento con resina anionica se realizé después de pre-tratar el licor con resina cationica,
debido a que en pruebas preliminares esta se contactd con hidrolizado fresco produciendo un
precipitado indeseado, el cual no se presentd con el pretratamiento realizado. La mejor relacién
hidrolizado-resina y tiempo de contacto, se determinaron como aquellas que permitieron retirar la
mayor cantidad de furfural y fendlicos sin afectar los XOs de bajo peso molecular, apoyado en el
calculo del porcentaje de recuperacion de XOs, los porcentajes de remocion de furfural y

compuestos fenolicos, cuyo procedimiento de calculo se describe en la seccion 3.6.
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3.6 Cuantificacion de XOs, Fenoles y Furfural
La cuantificacion de los mondémeros y el furfural presentes en el hidrolizado antes y después de
pasar por los diferentes métodos de purificacion, se llevo a cabo mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Por otra parte, la cuantificacion de los Os presentes se realizé mediante
el proceso de poshidrdlisis (ruptura de los oligdbmeros presentes en el hidrolizado en sus
monosacaridos constituyentes), en los que se tomd 5 ml de hidrolizado y se afiadié 1 ml de solucién
H2SO4 5 N realizando la reaccion en autoclave durante 45 min a 120°C. El célculo de la
concentracion de Os se determind por medio de la ecuacion (1).
Os = Msy —Ms (1)

Donde:

Os: Concentracion de oligomeros presentes en el hidrolizado

MsT: Concentracion de monomeros de xilosa + mondémeros de arabinosa cuantificados
posterior a la poshidrolisis.

Ms: Concentracion de mondmeros de xilosa + mondmeros de arabinosa cuantificados en el

hidrolizado inicial.

El analisis mediante HPLC se realizd con la ayuda de un cromatografo Thermo Dionex
Chromeleon equipado con una columna Zorbax Carbohydrate, acoplado con detector de indice de
refraccion (IR) y detector ultravioleta (UV Vis) a 280 nm. El método utilizé6 una fase mdvil
compuesta por 70% acetonitrilo/30% agua v/v, con un flujo de 1,2 ml/min a 30°C. Para la

calibracion se utilizaron patrones de xilosa, arabinosa y furfural cuyas curvas de calibracion se
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presentan en el Apéndice D. Esta técnica de cuantificacion fue aplicada a los procesos descritos
en las secciones 3.1, 3.2, 3.4,3.5y 3.7.

Por otra parte, la caracterizacion de los oligdmeros y compuestos de bajo peso molecular
presentes en los hidrolizados se llevo a cabo por cromatografia de permeacién en gel (GPC) con
el fin de determinar la distribucion de peso molecular. Esta se llevé a cabo con la ayuda de un
cromatdgrafo Thermo Dionex Chromeleon equipado con una columna SRT-SEC 100 Sepax
Thecnology, utilizando una fase mévil 10% acetonitrilo/90% agua v/v con un flujo de 0,3 ml/min
a 30°C. El detector IR se utiliz6 para determinar la distribucion de peso molecular de los
compuestos sacaridos, cuya curva de calibracion fue realizada usando los Dextranos con peso
molecular 6, 20 y 40 kDa, xilano (0,329 kDa), xilosa (0,150 kDa), glucosa (0,180 kDa) y celobiosa
(0,342 kDa) de la marca Alfa Aesar (Apéndice D). El detector UV a 280 nm se utiliz6 con el fin
de determinar la distribucion de peso molecular de compuestos no sacaridos como el furfural, cuya
intensidad fue mayor a esta longitud de onda. Para este detector no fue posible realizar una
completa relacion del tiempo de retencion y el peso molecular debido a la no disponibilidad de
patrones de calibracion que produjeran sefial en el UV a 280 nm.

Asi mismo, se empleé la técnica de cuantificacion de compuestos fendlicos totales usando el
reactivo de Folin-Ciocalteu, cuyo procedimiento detallado se describe en el Apéndice E. Este
método permitid la deteccidn por espectrofotometria de los compuestos fendlicos derivados de la
lignina presentes en los hidrolizados a una longitud de onda de 765 nm. La concentracion de dichos
compuestos se determino por medio de una curva de calibracion con acido galico realizada entre

concentraciones de 0,05y 1,2 g/l por duplicado, en una cubeta de cuarzo con una trayectoria de la
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luz de 10 mm y usando agua destilada como blanco (curva de calibracion presente en el Apéndice
D). Esta técnica fue aplicada a los procesos descritos en las secciones 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5y 3.7.

Los porcentajes de recuperacion p/p de Os y porcentajes de remocion p/p de furfural y fendlicos,
se determinaron a partir de las concentraciones obtenidas por las técnicas de HPLC y
determinacion de compuestos fendlicos totales respectivamente.

» Concentracion de Os en el hidrolizado tratado
% Recuperaciéon de Os =

[0)
Concentracion de Os en el hidrolizado inicial *100%

% Remocion de furfural

Concentracion de furfural en el hidrolizado tratado
Concentracion de furfural en el hidrolizado inicial

=100 — ( * 100%)

% Remocion de fendlicos

Concentracion de fendlicos en el hidrolizado tratado
Concentracion de fendlicos en el hidrolizado inicial

=100 — ( * 100%)

3.7 Ruta de Purificacion

Una vez evaluadas las distintas metodologias, se planted una posible ruta de purificacién con el
fin de lograr la disminucion de los compuestos indeseados recuperando los XOs con el mayor
rendimiento posible. Para ello, se escogi6 la siguiente secuencia: 1) Tratamiento con carbén
activado (CA) en operacion batch a relacion carbon-hidrolizado 20 g/l durante 24 h bajo agitacion
constante a temperatura ambiente, con el fin de eliminar un alto porcentaje de furfural y
compuestos fenolicos; 2) Tratamiento con resina catioénica (RC) en operacion batch a relacion
1:0,1 hidrolizado-resina a un tiempo de contacto de 20 min bajo agitacion constante a temperatura
ambiente, con el fin de pretratar el licor para contactar con la resina anionica; y 3) Tratamiento

con resina anionica (RA) en operacion batch a relacion 1:0,1 hidrolizado-resina a un tiempo de
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contacto de 20 min, con el fin de realizar un refinado final al hidrolizado y obtener un color
transparente del mismo.

El efecto de cada etapa se avalud respecto a su eficiencia en retirar la mayor cantidad de furfural
y fendlicos sin afectar los XOs de bajo peso molecular, apoyado en el calculo del porcentaje de
recuperacion de XOs, los porcentajes de remocion de furfural y compuestos fendlicos, cuyo

procedimiento de calculo se describi6 en la seccién 3.6.

4. Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos para la caracterizacion inicial del hidrolizado de pergamino de café,
producido a las condiciones descritas en la metodologia del presente trabajo, muestran que el
mismo tiene una concentracion inicial de monémeros de 0,66 g/l de xilosa y 0,4 g/1 arabinosa,
12,3 g/l de XOs (en la literatura la suma de los oligémeros de xilosa y arabinosa se reportan como
XOs (Leal, 2017)), 56 ppm de furfural y 1,2 g/l de equivalentes de acido galico atribuidos a los
polifenoles totales. La distribucion de peso molecular para los azlcares evidencié una presencia
de compuestos en el rango de los 0,15 y los 800 kDa (ver Figura 4A curva roja). Estos resultados
de concentracién de XOs y distribucion de peso molecular para los azucares fueron similares a los
obtenidos por Ardila et al., 2018 con un valor de 13 g/l y rango de peso molecular 0,15 a 800 kDa
a las mismas condiciones de produccion del hidrolizado descritas en el presente trabajo (seccion

3.1).
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4.1 Adsorcién Sélido-Liquido Usando Carbon Activado

La Figura 2 muestra la concentracién de monémeros (eje izquierdo) y oligémeros (eje derecho) de
carbohidratos presentes en el hidrolizado luego de haber sido tratado con carbon activado a
distintas relaciones liquido:carbon. Como puede observarse, después del tratamiento realizado no
se presenta una disminucion considerable de los mismos (disminucion del 10,9 %p/p para la
relacion 25 g/l). Estos resultados concuerdan con los obtenidos para el hidrolizado de madera de

eucalipto empleando una relacion carbon-licor de 20 g/l (Gutsch et al., 2012).
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Figura 2: Efecto de la relacion carbdn activado-hidrolizado, sobre la concentracion de
carbohidratos presentes en el hidrolizado luego del tratamiento en operacion batch durante 24 h
bajo agitacion constante a temperatura ambiente.
La concentracion de furfural, como se puede apreciar en la Figura 3A, disminuye con el

aumento de la relacion de carbon hasta una concentracion final de 4,43 ppm para la relacion 25
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g/l, equivalente a una remocion del 91,98 % p/p. Sin embargo, se evidencia que al pasar de la
relacion de 20 a 25 [g/1] la concentracion de furfural se reduce solo un 0,74% p/p y la concentracion
de XOs (oligdbmeros de xilosa+oligémeros de arabinosa) disminuye un 2,1% p/p. El porcentaje de
adsorcion de furfural -superior al 90%- obtenido en este estudio fue similar al obtenido por
Nabarlatz, 2007 y mayor que el obtenido para el hidrolizado de madera de eucalipto (57,14 %p/p)
(Gdtsch et al., 2012).

La distribucion por peso molecular en el UV a 280 nm (Figura 3B), evidencia el aumento de la
remocion de compuestos no sacaridos con el aumento de la relacion carbon-hidrolizado. Se
determind que el patrén de furfural tiene un tiempo de retencion en el UV en 14 min
(correspondiendo a un MW de 0,096 kDa), coincidente con el pico més alto que se observa a este
tiempo en las muestras. Como puede observarse, existe una alta disminucion de compuestos
cercanos a este peso molecular coincidente con el furfural, lo cual se ratifica en el analisis por
HPLC (Figura 3A). En cuanto a la cuantificacion de compuestos fendlicos, la Figura 3A evidencia
una notable disminucion en la concentracion de los mismos con el aumento de la relacion carbon
activado-hidrolizado. La adsorcion preferencial de compuestos derivados de la lignina a las
concentraciones de carbén estudiado, se puede atribuir a que éstos poseen una mayor naturaleza
hidréfoba que los carbohidratos, por lo cual estos compuestos son adsorbidos gracias a que la
superficie del carbon es también altamente hidrofobica (Nabarlatz, 2007). El presente estudio
permitio realizar una disminucion en la concentracion de compuestos fenolicos del 88,3 % y 90,0

% p/p para las relaciones 20 y 25 g/l.
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y polifenoles totales presente en el hidrolizado luego del tratamiento en operacion batch durante
24 h bajo agitacion constante a temperatura ambiente y B: Cromatograma obtenido por GPC.
Efecto de la relacion carbon activado-hidrolizado sobre la distribucion de peso molecular a una
longitud de onda UV 280 nm.

Del analisis anterior, se pudo evidenciar que la mejor relacién fue 20 g CA/I hidrolizado, en la
que se recuper0 el 91,2 % p/p de los XOs con una concentracion final de los mismos de 11,3 g/I,
una eliminacidn de furfural del 91,4% p/p y una remocién de los polifenoles totales de 88,3 % p/p
(ver Tabla F1 presente en el Apéndice F).

4.2 Selectividad por Peso Molecular Mediante el Uso de Membranas de Dialisis

La Figura 4A muestra la distribucion de peso molecular del hidrolizado antes y después de ser
tratado mediante dialisis. Como puede observarse, los compuestos sacaridos en el rango de los
XOs (GP 2-20), disminuye, mientras que la concentracion de los compuestos de alto peso

molecular se mantiene en el retenido de las membranas.
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El mismo efecto se muestra en la Figura 4B, evidenciando la alta disminucion de compuestos
con peso molecular menor o igual a 0,096 kDa, entre los que se encuentra el furfural; estos
resultados de fraccionamiento por peso molecular son ocasionados por el MWCO de la membrana,
mostrando una mayor disminucion en la intensidad de los azlcares para el tubo de diélisis con

MWCO 0,5 a1 kDa.

—
A 2 B
30+ X20 X2 <C 800- 0,096 kDa
- £
n_: 25 /\’\ E 500
a3 c
\C/ 20 o /\‘
Ne) Nl % \
‘0 15 f— \ 400 |
o / \ (] /
S | I
Y 7 1
2 | & 200/ :‘/\/
5 \ © /
\ 0
\‘ o |
0‘ T T T T “‘ 1 U) O ) T T T T 1
600 60 6 0,6 0,06 g 5 10 15 20 25 30

Peso molecular (kDa) Tiempo (min)

— Hidrolizado—— MWCO 0,1 a 0,5 kDa MWCO 0,5 a 1 kDa

Figura 4: Cromatogramas GPC. Efecto del uso de membranas dialiticas con MWCO 0,1 a 0,5 kDa
y 0,5 a1 kDa, sobre la distribucion de peso molecular (A: Detector IR y B: Detector UV 280 nm)
presente en el hidrolizado retenido una vez estabilizada la conductividad del solvente de dialisis.
En cuanto a la eliminacion de compuestos derivados de la lignina, la Figura G1 presentada en
el Apéndice G muestra que la selectividad por peso molecular permitié disminuir la concentracion
de fendlicos en el hidrolizado de pergamino de café, en el cual se elimino el 24,3% p/p para el
MWCO 0,1 a 0,5 kDa y 50,3% p/p para el MWCO 0,5 a 1 kDa, siendo menor al comparado con

el estudio realizado para el hidrolizado de madera de alamo (debido al MWCO empleado), que
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logré eliminar el 85,6 % p/p de los compuestos derivados de lignina para el MWCO de 1 kDa y el
91,6% p/p para el MWCO de 3 kDa (Chen et al., 2014).

Del andlisis anterior, se pudo evidenciar que el MWCO de las membranas estudiadas no fue
suficiente para eliminar los compuestos indeseables presentes en el hidrolizado (furfural y
polifenoles totales) a las condiciones de operacion estudiadas.

4.3 Precipitacion Quimica Usando Diferentes no Solventes

La cuantificacion de carbohidratos antes y después de ser precipitados utilizando diferentes
solventes se analizd por medio de HPLC, y los resultados se ilustran en la Figura 5. En ella puede
observarse que el precipitado re-diluido obtenido con 2-propanol presenta la mayor concentracion
de XOs (oligbmeros de xilosa+oligdmeros de arabinosa), seguido de acetona y de etanol, con una
recuperacion de oligosacaridos del 61,1%, 55,9% y 40,3 % p/p para cada solvente utilizado. Se
atribuye que esta diferencia en la concentracion de XOs precipitados es causada por la diferente
polaridad de los solventes y la naturaleza quimica del hidrolizado. En este sentido, se debe
comparar la constante dieléctrica del no solvente con el solvente del hidrolizado (agua): entre
mayor sea la constante dieléctrica del no solvente, mayor seré la solvatacion de los compuestos
presentes en el hidrolizado y por ende mas solubles en el no solvente. El etanol siendo un solvente
polar prético presenta la mayor constante dieléctrica con un valor de 24, seguido de la acetona
(solvente polar aprotico con una constante de 21) y finalizando con 2-propanol ( solvente polar
prético con una constante de 18); siendo el agua un solvente polar prético con una constante de 79

(Beltran et al., 2013).



PURIFICACION DE HIDROLIZADOS 38

il NTERTASE

15+

1
N
[y

[EnN
o
1
T
N
o

ul
1

=

o

Oligébmeros (g/l)
Mondémeros (g/l)

T
o
o

o
o

Hidrolizado  Etanol Acetona 2-Propanol
No solvente para precipitacion
] oligémeros de Arabinosa[___| Oligémeros de Xilosa

| IXilosal ] Arabinosa

Figura 5: Efecto de la precipitacién quimica con distintos no solventes a relacion 7:1 v/v no
solvente-hidrolizado, sobre la concentracion de carbohidratos presentes en el precipitado re-
diluido obtenido en operacion batch durante 24 h bajo agitacion a temperatura ambiente.

La distribucion por peso molecular para los compuestos sacaridos precipitados, asi como para
el hidrolizado inicial se muestra en la Figura 6A, en la cual se observa una considerable
disminucion de los oligosacaridos en el rango de peso molecular entre X2 y X20, mientras que se
observa un cambio despreciable en la sefial de los compuestos con peso molecular mayor a 200
kDa, lo cual es comparable con lo obtenido por Nabarlatz, 2007. Para los compuestos de
degradacion identificados mediante GPC en el detector UV a 280 nm, la Figura 6B evidencia que
los compuestos con tiempo de retencion mayor o igual a 10 min (entre los que se incluye el
furfural) permanecen solubles en el no solvente, y no precipitan con los oligosacaridos, por lo que

esta técnica permite la separacion de los mismos.
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Detector UV) presente en el precipitado re-diluido obtenido en operacién batch durante 24 h bajo
agitacién constante a temperatura ambiente.

En cuanto a la presencia de compuestos fendlicos en el precipitado re-diluido, la Figura G2
presente en el Apéndice G, evidencia concentraciones por debajo de los 0,1 g/l atribuido a
compuestos fendlicos. La absorbancia detectada se atribuye a compuestos fendlicos derivados de
la lignina que estan anclados quimicamente a los XOs precipitados.

Del analisis anterior, se pudo evidenciar que el mejor no solvente fue el 2-propanol , en el que
se recuper0 el del 61,1 % p/p de los XOs con una concentracion final de los mismos de 7,6 g/l, una
eliminacion de furfural del 100 p/p y una eliminacion de los polifenoles totales de 94,7 % p/p (ver

tabla F2 presente en el Apéndice F).
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4.4 Resinas de Intercambio I6nico

44.1. Tratamiento con resinas cationicas fuertes en operacion batch. Para el proceso
de intercambio idnico usando resinas cationicas fuertes, la Figura 7 permitio observar una
recuperacion méaxima de XOs (oligdbmeros de xilosa+oligdmeros de arabinosa) cercana al 100
%p/p y una recuperacion minima de XOs del 75,1 % p/p. Las relaciones 1:1, 1:0,2 y 1:0,1
mencionadas en la leyenda de la Figura 7 y Figura 8, corresponden a las relaciones hidrolizado-

resina cationica estudiadas.
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Figura 7: Efecto de la relacion hidrolizado-resina catiénica a relaciones 1:1, 1:0,2 y 1:0,1 v/iv y el
tiempo de contacto, sobre la concentracion de carbohidratos presentes en el hidrolizado
sobrenadante posterior a la operacion batch con resina catidnica fuerte bajo agitacion constante a

temperatura ambiente.
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La variacién en la concentracion de furfural se representa en la Figura 8 en donde se muestra
una disminucion en la concentracion para la relacion 1:0,1 hidrolizado-resina al aumentar el
tiempo de contacto, obteniendo una reduccion del 40,3 %p/p a los 20 min de contacto. En cuanto
a la remocién de compuestos fenolicos, la Figura 8 evidencia una disminucion de los mismos,
logrando una eliminacion hasta del 50,5 % p/p para un tiempo de contacto de 20 min a una relacién
v/v 1:0,1 hidrolizado-resina, siendo ésta ultima la menor de las utilizadas. Por otra parte, para las
relaciones 1:1 y 1:0,2 hidrolizado-resina la concentracion de furfural y compuestos fendélicos
aumentan, esto se puede atribuir a que a altas cantidades de resina, ésta opera como catalizador en
la reaccion de conversion de xilosa a furfural debido a la alta presencia de iones H+ en la superficie
de la resina (Agirrezabal-Telleria et al., 2011).

La Figura G3, presente en el Apéndice G, muestra que el tiempo de contacto no es una variable
significativa en la modificacion de la distribucion por peso molecular para la sefial UV 280 nm,
atribuida a compuestos de degradacion de carbohidratos. Para las relaciones 1:1 y 1:0,2 los
compuestos con peso molecular de 0,096 kDa (entre ellos el furfural) aumentan, como era de
esperarse segun los resultados obtenidos por HPLC (Figura 8); por otra parte, para la relacion 1:0,1
se evidencia una disminucion en las &reas de todos los compuestos detectados, con una mayor

disminucion en el pico atribuido al furfural.
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Figura 8: Efecto de la relacién hidrolizado-resina cationica a relaciones a relaciones 1:1, 1:0,2 y
1:0,1 v/v y el tiempo de contacto, sobre la concentracion de furfural y compuestos fendlicos
presentes en el hidrolizado sobrenadante posterior a la operacién batch con resina catidnica fuerte
bajo agitacion constante a temperatura ambiente.

Del analisis anterior, se pudo evidenciar que el mejor relacion v/v hidrolizado-resina catiénica
y tiempo de contacto fue la 1:0,1 y 20 min de contacto, en la que se recuperd el 99,2 % p/p de los
XOs con una concentracion final de los mismos de 12,3 g/l presente en el hidrolizado
sobrenadante, una eliminacion de furfural del 40,3 % p/p y una eliminacion de los polifenoles
totales de 50,5 % p/p retenidos en la superficie de la resina (ver tabla F3 presente en el Apéndice

F).
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441 Tratamiento con resinas anionicas fuertes en modo batch. El hidrolizado de
pergamino de café fue pre-tratado con resina cationica a relacion 1:0,1 durante 20 min bajo
agitacion constante a temperatura ambiente, antes de ser sometido al tratamiento con diferentes
relaciones de resina anionica. EI mismo tiene una concentracion de 11,8 g/l de XOs, 39,7 ppm de
furfural y 0,76 g/l de equivalentes de &cido galico atribuidos a los polifenoles totales. Las
relaciones 1:1, 1:0,2 y 1:0,1 mencionadas en la leyenda de la Figura 9 y Figura 10, corresponden

a las relaciones hidrolizado-resina anidnica estudiadas.
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Figura 9: Efecto de la relacion hidrolizado-resina anidnica a relaciones 1:1, 1:0,2 y 1:0,1 v/iv y el
tiempo de contacto, sobre la concentracion de carbohidratos presentes en el hidrolizado
sobrenadante posterior a la operacién batch con resina anidnica fuerte bajo agitacion constante a

temperatura ambiente.
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La Figura 9, cuyo tiempo cero hace referencia al hidrolizado tratado con resina cationica,
muestra que la recuperacion de XOs (oligémeros de xilosa+oligdmeros de arabinosa) disminuye
con el aumento de la relacion hidrolizado-resina, sin ser el tiempo de contacto una variable
fuertemente significativa; el mayor porcentaje de recuperacion de XOs se logré a una relacion
1:0,1 hidrolizado-resina a 20 min de contacto con un valor de 86,7 %p/p respecto al tiempo cero.

En cuanto a la eliminacion de furfural, la Figura 10 permite apreciar un aumento en el porcentaje
de eliminacién del compuesto al aumentar la relacion hidrolizado-resina y el tiempo de contacto,
logrando una completa eliminacion del mismo para la relacion 1:1 hidrolizado-resina a un tiempo
de contacto mayor o igual a 10 min. Asi mismo, para la eliminacion de compuestos derivados de
la lignina, la Figura 10 evidencia que la eliminacién de fendlicos aument6 con el incremento de la
relacion hidrolizado-resina y el tiempo de contacto, logrando la mayor remocién de estos
compuestos a la relacion 1:1 hidrolizado resina y 20 min de contacto con un porcentaje de
remocion del 81,7 % p/p

La distribucion de peso molecular obtenida por GPC utilizando el detector UV a 280 nm
muestra la eliminacién de compuestos no sacaridos para todas las relaciones hidrolizado-resina y
tiempos de contacto estudiados, para la relacion 1:1 se logra una eliminacién casi total de los
compuestos presentes, cuyo efecto disminuye al reducir la cantidad de resina afiadida (Figura G4,
presente en el Apéndice G). Se puede confirmar la tendencia de eliminacion de furfural y otros
compuestos de degradacion en la Figura 10 evidenciada con la disminucién del pico de 0,096 kDa

atribuido a este compuesto.
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Figura 10: Efecto de la relacién hidrolizado-resina aniénica a relaciones a relaciones 1:1, 1:0,2 y
1:0,1 v/v y el tiempo de contacto, sobre la concentracion de furfural y compuestos fendlicos
presentes en el hidrolizado sobrenadante posterior a la operacion batch con resina anionica fuerte
bajo agitacion constante a temperatura ambiente.

Del andlisis anterior, se pudo evidenciar que el mejor relacién v/v hidrolizado-resina aniénica
y tiempo de contacto fue la 1:0,1 y 20 min de contacto, en la que se recuperd el 86,7 % p/p de los
XOs con una concentracion final de los mismos de 10,7 g/l presente en el hidrolizado
sobrenadante, una eliminacion de furfural del 66 % p/p y una eliminacion de los polifenoles totales

de 58,1 % p/p retenidos en la superficie de la resina (ver tabla F4 presente en el Apéndice F).
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4.5 Ruta de Purificacion

La Figura 11 representa la cuantificacion de oligosacaridos presentes en los hidrolizados pasados
por cada etapa. En la recuperacion de XOs (oligdmeros de xilosa+oligomeros de arabinosa) se
puede apreciar que el tratamiento con carbon activado permitio recuperar el 85% de los XOs
contenidos en el hidrolizado inicial. Posteriormente, la resina catidnica no generd pérdida de
oligosacaridos, mientras que el tratamiento con la resina aniénica generd una recuperacion de XOs
del 87,9 % p/p respecto al hidrolizado tratado con resina catiénica.

En cuanto a la eliminacion de furfural, la Figura 12A evidencia que todas las etapas disminuyen
la concentracion de furfural en el hidrolizado después de su operacién. El tratamiento con carb6n
activado remueve el 90,7% del furfural contenido en el hidrolizado inicial, la resina cationica el
15,8 % del furfural presente en el licor posterior a la etapa de carbon activado y la resina anionica
el 4,7 % p/p del compuesto presente luego de la operacién con resina cationica. Esto significa que,
en cuanto a la eliminacién de este compuesto, la etapa usando resina anionica no es favorable ya
que genera una alta pérdida de XOs en comparacion con la cantidad de furfural eliminado.

La eliminacion de compuestos fendlicos es presentada en la Figura 12A la cual evidencia una
eliminacién casi total de dichos compuestos luego de los tres tratamientos: la adsorcion con carboén
activado permite eliminar el 84,8 % de los compuestos presentes, la operacion con resina cationica
elimina el 51,6 % de los compuestos presentes luego de que el licor fue tratado con carbon, y
finalmente la resina anionica elimind el 84,2 % p/p de los compuestos remanentes luego de haber
sido tratados con la resina cationica. Esto demuestra que las resinas de intercambio ionico usadas
arelacion 1:0,1 son efectivas en la eliminacion de compuestos fenélicos una vez ha disminuido la

carga inicial.
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Figura 11: Efecto de cada etapa de la ruta de purificacion seleccionada (CA: carbén activado, RC:
resina cationica y RA: resina anidnica), sobre la concentracién de carbohidratos.

La distribucion de peso molecular para los compuestos no sacaridos (Figura 12B) muestra la
casi completa eliminacion de los mismos con sélo tratar el licor con carbon activado, pero
manteniendo la presencia de compuestos de alto peso molecular, a los cuales se asume el color del
hidrolizado. Asi mismo, se puede observar gque no se presenta sefial en este detector luego de que

el licor fuera tratado con resina anidnica bajo la secuencia de purificacion descrita.
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Figura 12: A: Efecto de cada etapa de la ruta de purificacion seleccionada (CA: carbén activado,

RC: resina cationica y RA: resina anionica), sobre la concentracion de compuestos fendlicos y B:

Cromatogramas GPC. Efecto de cada etapa de la ruta de purificacion seleccionada, sobre la

distribucion de peso molecular, detector UV 280 nm.

De los resultados obtenidos es posible evidenciar la necesidad de la ruta de purificacion para

obtener un hidrolizado con una remocién del 98,8 % p/p de los polifenoles totales, lo cual permite

obtener un hidrolizado transparente (ver Tabla F5 presente en el Apéndice F)
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5. Conclusiones

La adsorcion con carbon activado utilizando una relacion de 20 g carbon/l hidrolizado
permitio recuperar el 91,2 % p/p de los XOs, remover el 91,4 % p/p del furfural y eliminar
el 88,3% p/p de los compuestos fenolicos presentes en el hidrolizado inicial, siendo una
metodologia de purificacion altamente eficiente. La selectividad por peso molecular
mediante dialisis disminuy6 compuestos de bajo peso molecular y concentré6 compuestos
de alto peso molecular gracias al MWCO de las membranas; en la eliminacion de
compuestos no sacaridos se logro una disminucién de su concentracién menor al 60% p/p.
Por otra parte, la precipitacion con no solvente determin6 que el 2-propanol es el mas
adecuado, permitiendo un porcentaje de recuperacion de XOs del 61,1% p/p, la no
presencia de furfural en el precipitado re-diluido y una remocién del 94,7 %p/p de los
compuestos fenolicos presentes en el hidrolizado inicial.

La relacion hidrolizado-resina catiénica 1:0,1 v/v y un tiempo de contacto de 20 min
permitié recuperar el 100 % de los XOs contenidos en el hidrolizado inicial, remover el
40,3% p/p del furfural y eliminar el 50,5% p/p de compuestos fendlicos. Asi mismo, la
relacion hidrolizado-resina anionica 1:0,1 v/v y un tiempo de contacto de 20 min permitio
recuperar el 86,7 % p/p de los XOs, remover el 66 %p/p del furfural y eliminar el 58,1
%p/p de los compuestos fenolicos presentes en el hidrolizado, luego de haber sido tratado

con resina cationica a relacién 1:0,1 durante 20 min.



PURIFICACION DE HIDROLIZADOS 50

NTERTASE

La evaluacion de la ruta de purificacion realizada permitio obtener un producto final con
una recuperacion del 79,9 %p/p de los XOs con una concentracion de los mismos de 9,9
g/l, remover el 92,6 % p/p del furfural y eliminar el 98,8 %p/p de los compuestos fendlicos

presentes en el hidrolizado inicial, obteniendo un hidrolizado transparente.
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6. Recomendaciones

Se recomienda probar otras columnas en la cuantificacion de monosacéridos y furfural por
HPLC con el fin de determinar de manera adecuada estos compuestos cuando se encuentran
presentes a concentraciones menores a 1 g/l.

Se recomienda cuantificar otros compuestos de degradacion como el HMF, acido acético,
y otros compuestos derivados de carbohidratos y lignina con el fin de evaluar la eficiencia

de las metodologias estudiadas en la remocion de estos compuestos.
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Apéndices
Apéndice A: Estado del Arte de los Compuestos Indeseados Presentes en los Hidrolizados
Tabla Al: Compuestos indeseados presentes en el hidrolizado producido mediante autohidrolisis
Biomasa Condiciones de reaccion Compuestos derivados de Valor Unidades Referencia
azucares (CDA)
, L. - Furfural 887,1
. 8:1 kg liquido/kg thdo 5-Metil furfural 1111 mg/kg biomasa (Gil Garrote
Mazorcas de maiz  Rampa de calentamiento R
o 4,5-dimetilfurfural 20,6 seca et al., 2007)
hasta 202°C )
Acetilfurano 12,8
, L. - Furfural 456,3
. 8:1 kg liquido/kg so_lldo 5-Metil furfural 96,3 mg/kg biomasa (Gil Garrote
Céscaras de arroz Rampa de calentamiento dimetil I |
hasta 205°C 4 5- |me_t| furfura 12 seca et al., 2007)
2-Acetilfurano 10,8
Acido férmico 0,6
Grano gastado de 150° 60 min Acido levulinico 0,05 " (Kabel et al.,
la cerveceria 8:1 kg liquido/kg sélido Furfural 0,2 g 2002)
HMF 0,02
8:1 kg liquido/kg sélido Acido acético 0,36-2,19
Grano aastado de Temperaturas de 150, 170 Acido férmico 0,15-0,39 (Carvalheiro
la ce?veceria 0190 °C Acido levulinico 0-0,37 g/l et al., 2004)
Tiempo de calentamiento Furfural 0,01-1,16 N
de 32 a 44 min HMF 0,01-0,39
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, 8:1 kg liquido/kg solido Furfural 4,9
Casgg;zzde Rampa de calentamiento ~ HMF 0,65 g/l e(tGa' | Ggggg
hasta 216°C Acido acético 3 " '
9:1 kg liquido/kg s6lido Acido acetico 0,2-35
. . Furfural 0,2-5,6 .
Miscanthus X Rampa de calentamiento HME 0-0.6 % de biomasa  (Chenetal.,
giganteus hasta 140, 160, 180, 200 o f e ' seca 2014)
990°C 'ACIdO férmico 0-0,6
Acido levulinico 0-0,1
Tabla A2: Compuestos indeseados presentes en el hidrolizado producido mediante autohidrolisis
Biomasa Condiciones de reaccion Compuestos ?gggj 0s de lignina Valor Unidades Referencia
Vanilina
4-Vinylguaiacol 2?35938
_ 81kgliquido/kg slido 4-Vinilfenol 248 mg/kg biomasa  (Gil Garrote
Mazorcas de maiz  Rampa de calentamiento Siringaldehido
. : 1447 seca et al., 2007)
hasta 202°C Acetovanillona
. h 80,8
4 - Hidroxi - 2 - 292
metoxicinamaldehido !
Vanilina
4-Vinylguaiacol 28196’67
. 8:1 kg liquidorkg sqlldo 4_1-_\/|n|Ifen9I 153,4  mg/kg biomasa (Gil Garrote
Céscaras de arroz . Rampa de calentamiento Siringaldehido
o . 96,6 seca et al., 2007)
hasta 205°C Acetovanillona
4 - Hidroxi - 2 - 73,6
136,1

metoxicinamaldehido
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8:1 kg liquido/kg sélido Agido benzoico: 3,428 3,428 (G. Garrote

Céscaras de cebada Rampa de calentamiento Acido gélico: 0,564 0,564 g/l ot a{I 2008)
hasta 216°C Vanilina: 0,056 0,056 B '

Tabla A3: Compuestos indeseados presentes en el hidrolizado producido mediante autohidrolisis.

Compuestos que contienen nitrégeno

Biomasa Condiciones de reaccion (CCN) Valor Unidades Referencia
Mazorcas 8:1 kg liquido/kg .So"do 1 — pirrol-2- carboxaldehido 17,4 r_ng/kg (Gil Garrote
. Rampa de calentamiento S . biomasa
de maiz o Metilpirrolacarboxaldehido 12,2 et al., 2007)
hasta 202°C seca

Tabla A4: Compuestos indeseados presentes en el hidrolizado producido mediante autohidrolisis.

Biomasa Condiciones de reaccion Acidos grasos (AG) Valor Unidades Referencia
8:1 kg liquido/kg sélido Acido hexadecanoico 40,3 mg/kg (Gil Garrote
Mazorcas de maiz  Rampa de calentamiento Acido octadecanoico 30 biomasa etal., 2007)
hasta 202°C Acido tetradecanoico 28,4 seca N
] 8:1 kg liquido/kg sqlldo Acido hexadecanoico 27,9 r_ng/kg (Gil Garrote
Céscaras de arroz Rampa de calentamiento i . biomasa
o Acido octadecanoico 23,8 et al., 2007)
hasta 205°C seca
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Apéndice B: Estado del Arte de las Metodologias de Purificacién de Hidrolizados de BLR
Tabla B1: Revision bibliogréafica: Purificacion usando carbdn activado.
Biomasa Metodologia Resultados Referencia
. -Relaciones: 1%, 5%, 10% y 20% (g/ml). La adsorcion de XOS en el carbon fue del
M'Slcgmzﬂz X -Agitacion a 100 rpm por 60 min. 5,806, 46,8%, 98,3% y 100% (e'\t"élH'zgi‘Z;‘
g9 -Centrifugacion a 2600 g por 10 min. respectivamente. N
-Lavado del AC con HCI al 1%, lavado “PHISIn2,0,04 9 AQ/mI, 50°C durante 40
Tallo de maiz con agua desionizada, secado a 105°C por I min. . (Y. Wang etal,
’ -Anadido de 2%(p/v) de tierras diatomeas en 2017)

Mazorcas de
maiz, conchas
de almendras,

piedras de oliva,
paja de trigo,
paja de cebada y
cascaras de
arroz

8h y enfriamiento a Tamb.

-Operacion batch a relaciones 1.5 a 50
mg/ml a 30°C bajo agitacion durante 24 h.
-Operacion en columna con un flujo
ascendente de 6 ml/min empacada con 22
g de carbdn y un tiempo de residencia de
0.15h

la solucion de adsorcion.

-Obtencion de la relacion de 16.7 como la
mejor para la purificacion de los
hidrolizados.

-Retencion del 64% de los compuestos
derivados de lignina 'y 21% de los
carbohidratos en la operacion en columna

(Nabarlatz, 2007)
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Biomasa

Metodologia

Resultados

Referencia

Mazorcas de maiz,
conchas de almendras,
piedras de oliva, paja
de trigo, paja de
cebada y cascaras de
arroz

Madera

Cana de azucar

Ensayo de dialisis usando una bolsa de
12.4 kDa usando como solvente de
dialisis agua destilada y la
conductividad como variable de
control

-Alimentacion de 10 ml en un tubo de
didlisis de MWCO 1y 3 kDa.
-La dialisis se realiz6 en 200 ml de
agua desionizada controlando el pH 'y
la conductividad

-Uso para dializar el precipitado del
contacto con etanol con el fin de
recuperar carbohidratos.

-Tubo de dialisis de MWCO 3500 Da
en agua destilada durante 96h a Tamb.

Eliminacion de compuestos de bajo
peso molecular y quedando con los de
alto peso molecular.

-Disminucion de la lignina hasta una
concentracion de 0.72 y 0.42 mg/ml
respectivamente para cada MWCO.
-Pérdida del 57.5 y del 60% de los OS
respectivamente.
-Pureza del producto final del 94.1% y
del 95.6% de OS.

Liofilizacion del permeado obteniendo
una composicion de 11.2% arabinosa,
83.1% xilosa, 0.5% galactosa, 3.0%
glucosa, and 2.1% acidos urénicos.

(Nabarlatz, 2007)

(X. Chen et al., 2014)

(Bian et al., 2013)




PURIFICACION DE HIDROLIZADOS

Tabla B3: Revision bibliografica: Purificacion usando precipitacion quimica.

64

NTERTASE

Biomasa

Metodologia Resultados

Referencia

Miscanthus x
giganteus

Tallo de maiz

Harina de trigo

Mazorcas de maiz,
conchas de
almendras, piedras de
oliva, paja de trigo,
paja de cebada y
cascaras de arroz

2,7% de XOS eluid6 en una fraccién
al 5%; 19,1% en una fraccién al
30%; 16,2% en una fraccion al
50%; 6.4% en una fraccion al 70% y
1.0% en una fraccion al 95%.

Elucidn secuencial de la torta de carbén con
soluciones etanol-agua al 5%, 30%, 50%,
70% y 95 % (V/V).
-Eliminacién del etanol

La elucidn de XOS se investigo en cuatro Se encontré el mejor XOS en cuatro

regimenes: _ er
-Solo 50% gradientes de concentracion. La
-20% y 50% mayor pureza de XOS fue 97.87%

obtenida a partir de etanol al 30%,

-100 0, 0,
10%, 30% y S0% con el valor de color més bajo, 780.

-15%, 30%, 50% y 70%

-Se agreg0 etanol hasta una concentracion
de 60% (v / v) y se mantuvieron durante la
noche para recuperarlos por centrifugacion y
re disolver en agua. La concentracion de
etanol del sobrenadante se aumento
adicionalmente hasta el 90% (v/v) y la
fraccion precipitada, se recuperé como se
describe anteriormente.

-A bajas concentraciones de etanol
se precipitan altos DP y medias y
altas DS.

-Al aumentar la concentracion de
etanol precipitan DS Y DP mas
bajos

Recuperacion de los XOS de alto
peso molecular, pero pérdida de
los mismos de bajo peso
molecular debido a su baja
selectividad.

Ensayo de precipitacion con etanol a relacion
7:1 usando 7 ml de etanol y 1 ml de licor
permitiendo el contacto por 24 h y separando
por centrifugacion.

(M. H. Chen et al.,
2016)

(Y. Wang et al.,
2017)

(Swennen et al.,
2005)

(Nabarlatz, 2007)




PURIFICACION DE HIDROLIZADOS 65

il NTERTASE

Ensayo 1: El etanol condujo al
contenido minimo de ONVC, pero
con un rendimiento limitado en la

recuperacion de NVC y XOS. El
2-propanol tuvo una peor
remocion de ONVC, pero
aumento el rendimiento de

recuperacion de NVC y XOS. La

. S, acetona presento un
Caéscara de arroz Ensayo 2: -Contacto a relacion 5 kg P

solvente/kg licor liofilizado durante 12 h a comportamiento 5'”.‘""%“ al del 2-
Tamb. propanol con rendimientos de

recuperacion ligeramente
menores.

Ensayo 2: Las recuperaciones de
NVC y XOS mejoran
significativamente con respecto al
ensayo 1 pero, aun asi, fueron
deficientes.

Ensayo 1: Precipitacion con etanol, acetona y
2-propanol.
Contacto a relacion 4.5 kg solvente/kg licor
durante 12 h a Tamb.

(Vegas et al., 2004)

Separacion del precipitado por filtracion y
disolucion en agua.

Ensayo 1: El tipo y la cantidad de
Ensayo 1: -Precipitacion con etanol, acetonay  solvente tuvo poco efecto sobre la

2-propanol. - cantidad de NVDS precipitada.
Madera de eucalipto C_ontacto a relaciones volumétricas en el !Ensayo 2: Etanol mostr6 los (Vazquez et al.,
intervalo de 0,5:1 a 10:1 durante 24 h mejores resultados con el mas alto 2005)
Ensayo 2: -Contacto a relacién solvente/masa  porcentaje de HDNVS, la menor
de licor liofilizado 7:1 Tamb. cantidad de monosacaridos y la

mayor cantidad de XOS.
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Tabla B4: Revision bibliografica: Purificacion usando resinas cationicas fuertes.
Biomasa Metodologia Resultados Referencia
-Se puso en contacto con una resina catidnica - Porcentajes de XOS y TSOS en solucién de
Miscanthus x  fuerte a una relacion 1:10 (g resina/ml) durante 24  XOS seca aumentaron a 68.3 y 81.9% (p/p), (M. H. Chen
giganteus h. respectivamente etal., 2016)
-Separacion mediante filtracion. -Esta resina elimind los metales pesados.
-Después del tratamiento con cal se pasa a una
columna de lecho mixto (10 mm de didmetro . . .
S . -Captura de los iones de calcio derivados de la
interior x 200 mm de longitud) empacada con (X. Wang
Madera . o L cal.
resina anionica y cationica fuerte. . : . etal., 2015)
. - . -Proteccion de la resina anionica.
-Alimentacion en flujo ascendente con una bomba
a 20 ml/h durante 3h.
-Se eluyen primero con una solucion de xilosa a
una concentracion de 50 g/l a una velocidad de 3 -Las resinas cationicas no pueden remover el :
. . A . (De Mancilha
Maiz ml/min con un volumen equivalente a 2,1 BV _ acido acetlco., & Karim
(volumen del lecho). -La resina CS 14GC recuper0 el 100% de la 2003) '
-Lavado con agua desionizada y elucion con xilosa.
hidrolizados a 3 ml/min con un volumen de 3 BV.
Grano gastado O_pe_r acion batch con Ambfarllte 20(.)’ resina El producto final contenia 84% Os sustituidos (Gomez
de la catidnica fuerte, a relacién 1:15 g resina/g licor "
. LD y 8% de otros compuestos no volatiles. et al., 2015)
cerveceria bajo agitacion a Tamb durante 24 h.
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Tabla B5: Revisién bibliografica: Purificacion usando resinas aniénicas.

Biomasa Metodologia

-Finalizado el contacto con la resina
catidnica se pone en contacto con
una resina anionica débil a relacion
1:10 (g resina/ml).
-Siguiente a la anionica débil se pone
en contacto con una aniénica fuerte
1:10 (g resina/ml).
-Separacion mediante filtracion por
gravedad con filtros de fibra de
vidrio.

Miscanthus x
giganteus

-Después del tratamiento con cal se
pasa a una columna de lecho mixto
(10 mm de didmetro interior x 200
mm de longitud) empacada con
resina aniénica y cationica fuerte.
-Alimentacion en flujo ascendente
con una bomba a 20 ml/h durante 3h.

Madera

-Resinas en contacto con agua
desionizada durante 24 h a Tamb.
-Columnas de 1,5 cm de diametro se
eluyen primero con una solucion de
xilosa a una concentracion de 50 g/l
a una velocidad de 3 ml/min a un
volumen equivalente a 2,1 BV

Maiz

Resultados Referencia
-Mediante el uso de la resina de anion débil, la
proporcion de XOS y TSOS aument6 a 74.9 y 89.4%
(p/ p), respectivamente. -El tratamiento adicional
con resina de pulido dio como resultado XOS al (M. H. Chen
74.9% (p/p) y TSOS al 89.1% (p / p). L

. S P . - etal., 2016)
-La resina anidnica debil elimind los &cidos organicos
y la resina anionica fuerte elimind los compuestos de
color que se presume son compuestos fendlicos que se

derivan de la lignina.
- (X. Wang et al.,
Captura de compuestos fenolicos. 2015)

-La resina anidnica debil A 103S elimino el 100% del
HMF, el 99% del furfural y 95% del color y el 100%
del acido acético siendo la mejor resina.

- Entre las resinas anionicas fuertes la A 500P mostro
un mejor rendimiento de remocion que la A 860S.

(De Mancilha &
Karim, 2003)
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(volumen del lecho).
-Lavado con agua desionizada y
elucién con hidrolizados a 3 ml/min
con un volumen de 3 BV.

-Amberlite IRA 96 (resina anionica

_Contacto du(:grk::é)ia noche baio -Los porcentajes de recuperacion respecto al
Céscara de Aditacion suave a tem eraturé hidrolizado inicial fueron: 14,1% monosacéridos, (Patricia Gullén
arroz amb?ente relacion resinaF-)Iicor 115 38% GOS, 37,2% XOSM 29% Ara, 31,3% grupos etal., 2010)
-Liof1ilizacién de los licores o acetilo, 26,7% UA'y 2,28% ONVC.

resultantes.

-Amberlite IRA 400 y Amberlite IRA 96 retuvo una mayor cantidad de NVC, XOS y
Céscara de IRA 96. una cantidad similar de ONVC que IRA 400 por lo (Vegas et al
-Contacto de 12 h bajo agitacion cual la mejor resina para el proceso fue IRA 400 que g N
arroz Al . e 2004)
suave a Tamb arelacion 1:20 (kg de  presento una mejor purificacion que los ensayos con
resina/kg de licor) precipitacion.

-Resina anionica fuerte Source 15Q Madera de eucalipto: Los oligosacaridos neutros

en columna. (71%) se recuperaron por elucién con agua y los
Grano gastado . - A S i
de la cerveceria -Activacion con solucion acetato de cargados por los gradientes de elucién descritos (Kabel, Schols,
sodio 1 M con 5 BV. obteniendo un rendimiento de 13, 7, 4y 3% & Voragen,
y madera de - .
. -Lavado del exceso de iones con respectivamente. 2002)
eucalipto
agua 10BV.

Grano gastado de la cerveceria: Solo se realizaron dos

-La muestra se aplicd a la columna'y  agrupaciones ya que la mayoria de los oligosacaridos
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los oligébmeros acidos se separaron  eran neutros (elucion con agua) y el resto la mezcla de
de los neutros con el siguiente las eluciones con tampdn de acetato.
gradiente: (25 ml / min): 0-1250 ml
— solo agua; 1250-1750 ml —
tampon de acetato de sodio 0-17
mM; 1750-2250 ml — 17-30 mM de
tampdn; 2250-3000 ml — tampon
isocratico 30 mM y 3000-6000 ml —
100 mM de tampon.
-Columna de lecho fijo con un
volumen de lecho de 24 ml.

-Alimentacion por el tope de 24 ml a -Recuperacion del 93,09% XOs con una pureza del

0,4 ml/min i 60,09% -Recuperacion del (Liu, Ren,
Pajade trigo  Proceso de regeneracion: Lavado con 981030/0.de lianosulfonato mediante ello r0ceso de Zhang, Liu, &
2,3 BV de agua desionizada (bed OO0 g P Ouyang, 2018)

. regeneracion con una pureza del 91,92%.
volumen) a 0,8 ml/min, lavado con 6 9 P

BV de soluciones 10% NaCl y 2%
NaOH a 1 ml/min.
Mazorcas de
maiz, conchas

de almendras, -Ensayos en batch con Amberlite

pledras_de XAD-2 resina anionica debil. Eliminacion de compuestos derivados de la lignina de (Nabarlatz,
oliva, paja de -Formacion de 50 ml de lecho baio beso molecular 2007)
trigo, paja de himedo en un vaso de precipitado y 0P '

cebaday afiadiendo 20 ml de licor.

cascaras de
arroz
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Operacion batch usando relaciones a
Madera 1%, 2% y 3% permitiendo el Remocion de lignina del 40%, 63% y del 71% para (Z.Wang et al.,
contacto bajo agitacion durante 2 h a cada relacién de resina estudiada. 2014)
Tamb
Operac!on ba?gh_con Amberlite IRA Disminucion > al 50% de otros compuestos no )
Grano gastado 400, resina aniénica fuerte, a relacién - o . (Gomez et al.,
. i . ) L volatiles y pérdida por debajo del 10% de
de la cerveceria  1:10 g resina/g licor bajo agitacion a . - 2015)
oligosacaridos.
Tamb durante 24 h.
-Eliminacion completa de furfural y HMF.
Operacion en columna con resina -Eliminacion del 93,13% de la lignina respecto al
< L i s (X. Chen et al.,
Alamo anionica débil D311 y anidnica hidrolizado inicial. 2016)
fuerte D201 a un flujo de 3 ml/min.  Recuperacion de 41.7% de los OS con una pureza del
96.4%.
Pulpa de . .
manzana - Adecuacion de las resinas
Amberlite IRA400 y Amberlite Los medios suplementados con extractor de levadura .
suplementado o . (B. Gullon,
IRA96 a forma CI. - permitieron mayores recuperaciones de OS y
con extracto de Alonso, &

Operacién en columna de lecho fijo
con alimentacién por el tope a
5ml/min.

levadura o licor
macerado de
maiz

Amberlite IRA 96 fue la més eficiente para separar
oligosacaridos y acido lactico.

Parajo, 2010)
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-Resinas aniodnicas fuertes IRA
958CI IRA 9000H y Xad 16.
-Operacion en columna para cada (Zeitoun
Salvado de resina con un caudal de 10 BV/h _ _ Pontalier,
. pasando 15 BV por cada columna. La mejor decoloracion se logré con IRA 958 ClI ’
trigo e Marechal, &
-Lavado con agua desionizada y Rigal, 2010)
regeneracion con 2 BV de solucién ;
NaOH 1M a una velocidad de 4
BV/H
-Deficiente purificacion con resina directa debido a la
Estudio de resinas Lewatit S6368 y alta carga de compuestos coloreados. (Susanto,
-Eficiente purificacion para la mezcla de las resinas a Roihatin, &

Cafa de azicar OC1074 y mezcla de las mismas en
operacion batch.

Evaluacion de diferentes resinas en
batch afiadiendo 5 g de resina en un
matraz de 250 ml con el fin de
determinar la mejor resina y sus
Optimos parametros de operacion en
la decoloracion de los licores.

Toona Sinesis

relacion 1:1 como proceso siguiente a una
ultrafiltracién

-La mejor resina fue D941 con parametros de 45°C,
pH 8.5 y 90 min de contacto.
-Escalado a columna con 5.5 BV con un flujo de 2
BV/h.
-Eliminacion del 91.94 % de los compuestos

coloreados y recuperacion del 90.05% de los azucares.

Widiasa, 2016)

(Shi et al., 2017)
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Apéndice C: Rampa de Calentamiento y Enfriamiento del Reactor
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Figura C1: Perfil de temperatura de la reaccion de autohidrdlisis en el reactor Parr
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Apéndice D: Curvas de Calibracion para la Cuantificacion de XOs, Fenoles y Furfural
Curvas de calibracion HPLC. Cada experimento de calibracion se llevé por duplicado en

tubos de ensayo usando agua desionizada y el respectivo compuesto de grado analitico. Una vez

obtenida la muestra se filtr6 mediante filtro de jeringa de 0,23 um y se envaso en viales para su

andlisis por medio de la metodologia descrita en la seccion 3.6 del presente trabajo.

Tabla D1: Datos calibracion de xilosa.

Tiempo de retencion: 5,077 min

Concentracion

Area

(9/)
0 0
1,8142 1
3,2412 2
4,2189 3
6,8926 5

10,213 7
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Santander

8 -
Equation Y=a+Db'x
Plot Concentracion -
Weight No Weighting
Intercept -0,11479 = 0,12435
6 — Slope 0.70845 = 0,0243
—_— Residunl Sum of Squnres 0,1598206
B Peamson'sr 0,99768 =
S R-Square(COD) 0,99532 - o
= Adj. R-Square 0,99414 ol
2
© 4
-
=
S
= -
o -
O
2 4 -
(o8 VE— ; . ’ ; ; ; ¢ ; . . ‘
o} 2 < 6 8 10 12
Area

Figura D1: Curva calibracién de xilosa

Tabla D2: Datos calibracion de arabinosa.

Tiempo de retencion: 5,58 min

Concentracion

Area

(9/)
0 0
3,946 2
7,0969 3
11,0361 5
16,4296 7

21,5676 10
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Equation v=a + b*x
Plot Concentracién
8 - Weight Mo Weighting
Intercept -0,00594 = 0,19878
Slope 0,45037 =0,01503
—
= Residual Sum of Sguares 0,33017
D Pearson's r 0,99748
[t & R-Square(COD) 0,99495
O Adj. R-Square 0,937
[ ]
(]
_
-—
@
o 41
|
o
(&
2 -
0 T T 1
0 5 10 25

Area

Figura D2: Curva calibracién de arabinosa

Tabla D3: Datos calibracion de furfural.

Tiempo de retencion: 2,378 min

Concentracion

Area

(ppm)
2,155 5
4,8872 10
10,0799 15
17,4071 20
26,1323 30
46,1758 50

75

ASE
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Eguation y=a+ b*x
Plot Concentracion
Weight Mo Weighting
44 — Intercept 3,87867 = 0, 72806
— Slope 0,99335 = 0,03129
E Residual Sum of Squares 5,271
O Pearson'sr 0,59802
e R-Square(COD} 0,59505
— 33 = Adj. R-Sguare 0,599506
'S
[&]
4y ]
-
S 22 -
[&]
= [ ]
o
Q
11 4
]
0 T T T T 1 " 1
0 10 20 30 40 50
Area

Figura D3: Curva calibracion de furfural

Linea de calibracion GPC IR. Cada experimento de calibracién se llevd por duplicado en

tubos de ensayo usando agua desionizada y el respectivo compuesto de grado analitico. Una vez

obtenida la muestra se filtr6 mediante filtro de jeringa de 0,23 um y se envaso en viales para su

analisis por medio de la metodologia descrita en la seccion 3.6 del presente trabajo.
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Tabla D4: Datos calibracion GPC detector IR.

Peso Tiempo de
Compuesto
[g/mol] Retencion
Xilosa 150.13 13.211667
Glucosa 180.1559 13.128333
Celobiosa 342.29650 12.855000
Dextrano 6 6,000.00 10.600000
Dextrano 20 20,000.00 9.685000
Dextrano 40 40,000.00 8.678333
Xilano 329.201562 12.708333
Curva de calibracion GPC
100000
° y= 3E+09e—1,263x
5 R?=0,9913
é 10000
E
o
€
9 1000
&
"
o

100
8,0 8,5 9,0 9,5 100 105 11,0 11,5 12,0 12,5 13,0 13,5 14,0

Tiempo de retencién [min]

Figura D4: Curva calibracion GPC detector IR.
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Curva de calibracion para la cuantificacion de compuestos fendlicos totales. El proceso de
realizacion de la siguiente curva de calibrado sera descrito en el Apéndice E

Tabla D5: Datos calibracién polifenoles totales usando un patron de &cido galico

Concentracion

Area
(9/1)
0,0515 0,05
0,1625 0,1
0,349 0,2
0,6765 0,4
1,2245 0,8
1,82075 1.2
1,8 -
| 4 Yy b* -
1.5 4 ‘:’U‘"'o" Cun-c:n‘ra ‘x'n -
:\;e‘!ghl No Welloh::o
o Intercept -0,0214 2 0,016285
= Slope 0,67771 + 0,01298 i3
é 1.2 4 R‘:zdual Sum of Squares 0,00394 -
[ Panrson’sr 0,89908 -~
o R-Square(COD) 0,99817
8 0.9 Adj. R-Square 0,8078
= 1 -
by s
e
o 0,6
O -
'
0,3 ’
-
-
0,0 42—, ' . ' . ' . ' . )
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
Area

Figura D5: Curva calibracién polifenoles totales usando un patron de acido galico
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Apéndice E: Cuantificacion de Polifenoles Totales Usando el Reactivo de Folin-Ciocalteu

Este método cuantitativo se utiliza para medir la cantidad de compuestos fenolicos presentes en
los hidrolizados de biomasa. Su fundamento se basa en que los mismos reaccionan con el reactivo
de Folin-Ciocalteu a pH bésico, permitiendo una coloracion azul detectable por espectrofotometria
a 765 nm. EIl reactivo se compone principalmente de una mezcla de wolframato de sodio y
molibdato de sodio en &cido fosférico. El acido fosfomolibdotungstico, formado por las sales
presentes en medio &cido; el cual es de color amarillo se reduce por los grupos fenoles dando lugar
a un complejo azul intenso. EI mecanismo de reaccion redox que genera el complejo azulado
también puede ser considerado como una medida de la actividad antioxidante total (Garcia,

Fernandez, & Fuentes, 2015).

OH 0H

» . A Reactivo de Folin
o . r -
[ “ | | (W*, Mo™) color
7 “‘\T?"’" amarillo

,U. Jl Reactivo de Folin
“ T “ n reducido (W™,

.. N Mo*") color azul

Figura E1: Mecanismo de reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu. Tomado de (Garcia et al., 2015)
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Procedimiento (Facilitado por el Grupo de investigacion CICTA)

1. Preparar una solucion patron de &cido galico [2 mg/ml] en un bal6n de 50 ml.

2. A partir de la solucion patron, preparar disoluciones entre 0,2 y 1,8 mg/ml en tubos de
ensayo de 5 ml. Cada punto de la curva se debe realizar por duplicado.

3. En tubos de ensayo de 5 ml, protegidos de la luz, adicionar 50 ul de la solucion patron o
del extracto fendlico. El blanco consiste en reemplazar el patrén y/o la muestra por 50 ul de
agua destilada.

4. Adicionar 1,5 ml de la solucién de Folin-Ciocalteu a los tubos de ensayo que contienen las
sustancias a analizar (blanco, estandar y muestras). Tapar y agitar 10 s en agitador vortex.

5. Dejar transcurrir 5 min, y adicionar después de ese tiempo afiadir a todos los tubos 1,5 ml
de solucién de Na2CO3 7,5% pl/v, tapar y agitar en vortex por 10 s. Se deben registrar los tiempos
de adicion del reactivo de Folin-Ciocalteu y del carbonato para cada muestra.

6. Almacenar durante 1 hora los tubos en condiciones de oscuridad.

7. Leer la absorbancia de cada sustancia bajo estudio (muestras, patrén y blanco) en un
espectrofotometro a 765 nm. Ajustar el cero de absorbancia con el blanco.

8. Con la ecuacion de calibracién presente en el Apéndice C, se remplaza el valor de la
absorbancia y se termina la concentracion de polifenoles totales, equivalente a la concentracion

de &cido galico.

Apéndice F: Resumen de los Resultados Obtenidos en el Presente Trabajo
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El presente Apéndice muestra los resultados obtenidos para la evaluacion de cada metodologia de
purificacion llevada a cabo en el presente trabajo, donde C: concentracion, RP: recuperacion, RM:
remocion y R: relacion hidrolizado-resina v/v. Los porcentajes de recuperacion y eliminacion
tabulados corresponden a los tiempos cero de cada experimento segun lo definido en la
metodologia. Por otra parte, los porcentajes de remocion menores a cero para las relaciones 1:1y
1:0,2 v/v hidrolizado-resina, en el tratamiento con resinas cationicas fuertes se han tomado como
una remocion del 0 %p/p.

Tabla F1: Resultados adsorcion solido-liquido usando carbon activado

Relacion
0
carbon % RP de Cde % RM de C de % RM de
. C XOs ) polifenoles
activado- XOs furfural  furfural (% polifenoles
. (o) totales
licor (% p/p) (ppm) p/p) totales (g/l) (% plp)
(g CA/l) °pip

5 13,4+1,9 100,7+4,3 24,4+0,8  56,4+2,3 0,66+0,08 46,3%6,5
10 12,4+1,0 96,1493  9,9+0/4 82,2+0,5 0,39+0,02 68,4+1,9
15 12,4+0,7 94,3x0,3 6,2+0,1  89,0+0,03 0,26+0,01 78,9+1,1
20 11,3+0,8 91,2+1,1 4,8+0,03  91,4+0,2 0,14+0,01 88,3+0,4
25 11,0+0,2 89,1+38 4,4+0,06  92,1+0,3 0,12+0,02 90,0+1,4

Tabla F2: Resultados precipitacion quimica utilizando diferentes no solventes

% RM de

o Cx0s %RPdexos (Cd¢  WRMde o Cde pgitongies
solvente (@) (% plp) furfural furfural polifenoles totales
utilizado (@ PP pom)  epln)  totales (@) 0,0

Etanol 5,0+0,1 40,3+1,8 0,0+0,0 100,0+0,0 0,06+0,00 95,6+0,00

6,9+0,0
1

2-propanol  7,6+0,1 61,1+2,4 0,0+0,0 100,0+0,0 0,06+0,00 94,7+0,00

Acetona 55,5+1,1 0,0+0,0 100,0+0,0 0,04+0,00 97,0+0,00

Tabla F3: Resultados tratamiento con resinas cationicas fuertes en operacion batch
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% RM % RM de
0,
- C XOs % RP de C de de C de polifenoles
Condiciones XOs furfural polifenoles
(a/) (% plp) (ppm) furfural totales (g/1) totales
PP PP (% plp) 9 (% plp)
R1:15min 121+03 974428 13114454 00200  13%001  0,0£0,0
R ?r;ilnlo 114410 918480 1223%430 00200 114002 10,0422
R 1:1 20
e 107412 867404 12044222 00200 104001 187423
R 1@?;]2 > 109427 87’8521’ 10214344 00400  16:006 0000
R 1&?{5 10 116404 934434 996425 00£00 144001  0,0£0.0
R 1;]?{5 20 154108 995:65 111.3+260 00+00  003:001 233045
R 1@?;]1 > 93101 751+08 403+17 281+31 075£005  37.8+4.0
RIOII0 12201 981306 368+17 343:30 0682005 434443
R 1&?{# 20 153102 992413 334407 403+12 060£004  50,5+33

Tabla F4: Resultados tratamiento con resinas anionicas fuertes en operacion batch

0
%RPde Cde  %RMde  Cde % RM de
N C XOs ) polifenoles
Condiciones o) XOs furfural furfural polifenoles totales (%
g %plp)  (ppm) (% plp)  totales (g/l) oln) ’
R1:15min 7,840,8 63,0£6,0 6,0+0,4 89,3+0,7  0,14+0,01 81,5+2,0
R rlr;ilnlo 85:02 68,7+1,7 00:00  100:00  0,14+000 8150,
RIL20 72108 582:64 00£00 100600 014000 81702
R 1m(|)n2 5 8,2+0,8 66,4+6,8 19,1+5,3 65,8494 0,3+0,01 57,1+1,1
R 1;T?i'§ 10 8,5+1,1 68,8+8,8 8,9+24 68,2+4,2 0,3+0,02 61,0+2,9
R 1;T?i'§ 20 8,4+0,4 67,6£7,8 54+0,2 71,3%0,36  0,22+0,01 71,2+1,4
R1:0,15

min 10,4+0,3 84,1+21 23,6+51  57,849,1  0,42+0,01 37,8+4,0
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RIOGLI0 106101 854405 204431 636455 034201 434443
RIOGLZ0 107:04 867432 10:043 660108 032101 505433

Tabla F5: Resultados ruta de purificacion

Etapa de C XOs % RP de C de % RM de C de o(/)OIiifel\r/lloflllss
:apa de XOs furfural  furfural polifenoles P
purificacion (a/h) totales

(Yop/p)  (ppm) (% plp)  totales (g/l) (% plp)
CA 10,6+0,1 858+18 52+0,1 90,7+0,2  0,18+0,00  84,8+0,2
RC 10,740,2 86,5+0,8 4,4+0,0 92,2+0,0  0,08+0,02  92,6+1,5
RA 9,9+0,4 79,9432 42+0,1 92,6+0,01 0,01+0,00  98,8+0,2
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Apéndice G: Resultados Complementarios en la Evaluacion de Metodologias de
Purificacion

1,5+

Polifenoles totales (g/l)

Hidrolizado inicial Retenido MWCO 0,1 a 0,5 kDa Retenido MWCO 0,5 a 1 kDa

Hidrolizado analizado

Figura G1: Efecto del uso de membranas dialiticas con diferente MWCO 0,1a0,5kDay0,5a1
kDa sobre la concentracion de compuestos fenolicos presentes en el hidrolizado retenido una vez

estabilizada la conductividad del medio dializante.

Polifenoles totales (g/l)

Hidrolizado Acetona Etanol 2-propanol

No solvente relacion 7:1(ml de no solvente-ml hidrolizado)
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Figura G2: Efecto de la precipitacion quimica con distintos no solventes a relacion 7:1 v/v no
solvente-hidrolizado, sobre la concentracion de compuestos fenolicos totales presentes en el

precipitado re-diluido obtenido en operacién batch durante 24 h bajo agitacion a temperatura

ambiente.
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Figura G3: Cromatogramas GPC. Efecto de la relacion hidrolizado-resina cationica (A: 1:1, B:
1:0,2 y C: 1:0,1 v/v) y el tiempo de contacto, sobre distribucion de peso molecular (Detector UV
280 nm), posterior a la operacion batch con resina cationica fuerte bajo agitacion constante a

temperatura ambiente.
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Figura G4: Cromatogramas GPC. Efecto de la relacion hidrolizado-resina aniénica (A: 1:1, B:
1:0,2 y C: 1:0,1 v/v) y el tiempo de contacto, sobre distribucion de peso molecular (Detector UV
280 nm), posterior a la operacion batch con resina anidnica fuerte bajo agitacion constante a

temperatura ambiente.
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Apéndice H: Registro Fotografico

Figura H2: Montaje experimental selectividad por peso molecular mediante el uso de membranas

de diélisis.
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Figura H4: Montaje experimental tratamiento con resina cationica fuerte en operacion batch
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Figura H5: Montaje experimental tratamiento con resina anionica fuerte en operacién batch



