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Resumen

Titulo: Caracterizacion de oligasacaridos crudos y evaluacién de alternativas de purificacion.

Autor: Maria Angélica Hernandez Grimaldos
Palabras clave: Hidrolizado hemicelulésico, bagazo de cafia, xilooligosacéridos, carbén activado,

resinas intercambio idnico, modelo pseudo-primer orden, isoterma Langmuir.

Descripcion: En el presente trabajo se extrajeron xilooligosacaridos (XOs) mediante autohidrolisis
de bagazo proveniente de la cafia de panela, uno de los productos agricolas mas representativos en las
cadenas productivas de Colombia. Los XOs se concentraron por rotoevaporacion y se liofilizaron para
retirar la humedad y parte de los compuestos de degradacion de la lignina, principalmente, furfural y
HMF. El objetivo del trabajo fue evaluar, de manera independiente, alternativas de purificacién mediante
adsorcion con carbdn activado, resina cationica y resina anionica, en modo batch y continuo, con el fin de
remover especificamente color y contenido de polifenoles. La cinética de adsorcién se establecid
mediante el modelo de pseudo-primer orden, ajustandose favorablemente a los tres métodos.
Adicionalmente, para cada método de purificacion se determind que la relacion 6ptima fue 20 mg de
carbén activado /mL de hidrolizado, 1:10 mL resina cationica/mL hidrolizado y 1:4 mL resina
anionica/mL hidrolizado, siendo esta ultima la que presentd mayor porcentaje de remocién de color y

contenido de polifenoles, obteniendo mejores resultados en el proceso continuo que en modo batch.

*Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.
Director: Ph.D Debora Alcida Nabarlatz, Co- Director: M.Sc. Rolando Andrés Acosta F.
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Abstract

Title: Characterization of oligasaccharides and evaluation of purification alternatives.

Author: Maria Angélica Hernandez Grimaldos
Keywords: Hemicellulosic hydrolyzate, cane bagasse, Xxylooligosaccharides, activated

carbon, ion exchange resins, pseudo-first order model, Langmuir isotherm.

Description: in the present work, xylooligosaccharides (XOs) were extracted by selfhydrolysis of
bagasse from the cane of panela, one of the most representative agricultural products in the productive
chains of Colombia. The XOs were concentrated by rotoevaporation and lyophilized to remove moisture
and part of the degradation compounds of lignin, mainly furfural and HMF. The objective of the work
was to evaluate, independently, purification alternatives by means of adsorption with activated carbon,
cationic resin and anionic resin, in batch and continuous mode, to specifically remove color and
polyphenol content. The adsorption Kinetics was established by the pseudo-first order model, adjusting
favorably. Additionally, for each purification method it was determined that the optimal ratio was 20 mg
of activated carbon / mL of hydrolyzate, 1:10 mL of cationic resin / mL hydrolyzed and 1: 4 mL of
anionic resin / mL hydrolyzed, the latter being the one that presented greater percentage of removal of

color and polyphenol content, obtaining better results in the continuous process than in batch mode.

* Bachelor thesis
**Faculty of Physical-Chemical Engineering. School of Chemical Engineering.Director: Ph.D
Debora Alcida Nabarlatz, Co- Director: M.Sc. Rolando Andrés Acosta F.
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Introduccion

Los xilooligosacaridos (XOs) son oligosacaridos obtenidos a partir de la hemicelulosa de
biomasa residual [1], los cuales son objeto de interés debido a sus diversas aplicaciones en la
preparacion de oligosacéridos prebidticos [2], su actividad inmunoestimulatoria [3], entre otras.
Una importante fuente de XOs es el bagazo de cafia panelera [4] (residuo sélido de la industria
de azlcar y panela), la cual estd compuesto por celulosa, lignina, y hemicelulosa, siendo esta
ultima la que concentra los XOs [5]. La extraccion de la hemicelulosa se realiza por diferentes
métodos, pero se resalta la autohidrolisis debido a su alta eficiencia y bajo costo en comparacion
con otras tecnologias [6]. Los productos derivados de la lignina, provenientes del tratamiento
hidrotérmico, corresponden la fraccion més grande de las impurezas asociadas a los
xilooligosacaridos [7], siendo compuestas principalmente por polifenoles y aromaticos [8],
ademas de hidroximetilfurfural (HMF) y furfural [9] [10], por lo que deben ser eliminados de la
mezcla de XOs [11]. No obstante, las investigaciones que abordan la remocién de impurezas de
los XOs provenientes del hidrolizado del bagazo de cafia panelera son limitadas.

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo del presente trabajo es producir xilooligosacaridos
crudos a partir de bagazo de cafia panelera y evaluar diversas alternativas de purificacion
involucrando adsorcién con carbdn activado y resinas de intercambio i6nico en proceso batch y

continuo, con el fin de obtener una mezcla de XOs libres de polifenoles y color.
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1. Antecedentes

1.1. Generacién de bagazo de cafia panelero

Colombia es un pais agroindustrial caracterizado, en gran medida, por la produccion de la
cafa
de azlcar panelera, actividad agricola que se extiende por todo el suroccidente del pais [12].
Para el 2017, se generaron méas de 6,5 millones de toneladas de bagazo de cafia en Colombia
[13], lo que quiere decir que por cada tonelada de cafia producida al afio, se producen 3,75
ton/afio de bagazo [14]. El departamento de Santander, especificamente, la produccién de cafia
panelera se da en forma artesanal (Ver Figura 1), de manera que el residuo de la cafia es
guemado para ser utilizado como combustible [15]. De modo indirecto, la quema del bagazo esta
causando un efecto nocivo en la poblacion [16], pues genera material particulado afectando a la
salud de la poblacion adyacente [17]. Ante esta problematica, el bagazo de cafia panelera podria
aprovecharse en procesos biotecnoldgicos, convirtiéndose en una alternativa atractiva, ya que es
abundante, renovable y de bajo costo; sin mencionar que, a partir de este residuo, pueden

obtenerse los XOs que se encuentran en la pared celular de los materiales lignocelulésicos [18].

1.2. Extraccion de XOs del bagazo de cafia

Los xilooligosacaridos, moléculas constituidas por la union de dos o mas mondmeros

mediante enlaces glicosidicos covalentes [19], estan situados en la hemicelulosa [20]. Para su
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extraccion, se destaca la autohidrolisis, proceso que degrada el material lignoceluldsico mediante

la accion del
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Figura 1. Proceso de obtencién de bagazo de cafia de panela. Tomado de [15]

agua como solvente a altas temperaturas [21], logrando la despolimerizacion hidrolitica de la
hemicelulosa hasta convertirla en oligosacaridos de alto peso molecular y en reacciones
subsiguientes, en oligosacaridos de cadena corta, monosacaridos y productos indeseados [3]
[22], siendo este un método de alta eficiencia, impacto ambiental negativo minimo y bajo costo
en comparacion con otras tecnologias [6].

Como punto de partida para el presente trabajo, se tienen en cuenta las condiciones de operacion
del proceso de autohidrdlisis determinadas previamente por el grupo de investigacion
INTERFASE-UIS. De esta manera, la obtencion del hidrolizado de bagazo de cafia fue evaluado
por Sandoval et al. [23] en reactores de 50 ml con una relacion PC/agua desionizada de 8 p/p,
alcanzando una concentracion de XOs de 12,38 g L%, con una region entre 170°C y 200°C y un
tiempo de 30 min como parametros éptimos de operacién [23].

En cuanto a estudios de caracterizacion de biomasa residual proveniente de la autohidrélisis de

bagazo de cafia, se han reportado concentraciones de xilosa desde 23 g L™ [24] y 30 g L [25]
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en el licor crudo, hasta 125 g L™ de xilosa en licor concentrado [24]. Respecto a los productos
indeseados del bagazo de cafia, se resalta la presencia de 59 mg g! de HMF
(hidroximetilfurfural), 17,2 mg g* de furfural [26] y 1,89 g L™ de acido acético [27] (Ver

Apéndice A).

1.3. Métodos de purificacion

Dadas las diversas aplicaciones biotecnoldgicas de los XOs como su actividad
inmunoestimulante [3] su efecto prebidtico en los alimentos [28], su uso como suplemento
dietario para prevenir la diabetes [29], sus propiedades antioxidantes [30], entre otras, se hace
necesario aumentar la pureza de los XOs. Para ello se deben remover compuestos indeseados
como el HMF, furfural, polifenoles y agentes de color, cuya presencia se debe a compuestos
fendlicos [31]. Por esta razon, se plantean variedad de propuestas de purificacion para diversos
tipos de biomasas residuales, siendo la adsorcién de carbdn activado y las resinas de intercambio

i6nico los que presentan mejores resultados [11], [24], [32], [33].

1.3.1. Adsorcion con Carbon Activado. Para la recuperacion de XOs mediante
adsorcion, Chen et al. [21] utiliz6 carbon activado en polvo en modo batch durante 60 min a 100
rpm, utilizando 20 %p/v de carbon/licor de Miscanthus X giganteus. Para otros tipos de
biomasas residuales como céscara de almendra en contacto con carbon activado durante 24 h a 2
rpm, se determind 16,7 g carbon / L hidrolizado como la relacion méas optima en comparacion
con las demas relaciones evaluadas [7]. Por otro lado, el uso de carbdn activado al 3%p en

contacto con bagazo de cafia durante 60 minutos a 120 rpm removié un 97,3% fenol, 81 % de
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furfural y 100% de HMF; mientras que la cantidad de acido acético no se vio afectada por la
adsorcion del carbon [25]. De acuerdo con lo reportado por el grupo de investigacion
INTERFASE-UIS [34] la relacion 6ptima fue 20 g CA L™* hidrolizado de pergamino de café
(24h), removiendo 91.4% de furfural, 88,3% de compuestos fendlicos y recuperacién de
91.2%p/p de XOS iniciales. (Ver tabla de referencias de purificacion de carbon activado en el

Apéndice B).

1.3.2. Resinas de intercambio idnico. En cuanto a las resinas de intercambio ionico,
Chen et al. [35] sefialo la eliminacidn de iones de sodio, metales pesados y acidos grasos usando
resina cationica, a 10 g de resina por cada 100mL de solucion para hidrolizado de Miscanthus X
giganteus durante 24 h. Para la resina anionica, se usé la misma relacién, eliminando sustancias
coloreadas atribuidas a compuestos fendlicos derivados de la lignina [35]. En cuanto al trabajo
de Népoles et al. [24] se logré una remocion de 99,7% de color, 80,9 % de acido acético, 100 %
de los grupos fendlicos para el bagazo de cafia en modo continuo, usando primero resina
catidnica y luego resina anidnica. Otro estudio de bagazo de cafia en contacto con ambas resinas
reportd una eliminacion de 45,9%, entre compuestos furfural y &cidos grasos y 96% de acido

acetico [25] (Ver detalles de resinas de intercambio ionico en Apéndice C).

1.4. Cinética de adsorcion de polifenoles.

Otro aspecto que se tiene en cuenta para evaluar los métodos de purificacion en modo batch

es la cinética de adsorcion, que se puede determinar mediante el modelo de pseudo-primer
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orden, el cual relaciona la tasa de adsorcion con la capacidad de adsorcién [36]. Se puede
presentar mediante la Ec (1) qr = qe * (1 — ekt 1)
donde ge y gt (mg g1) son las capacidades de adsorcion en el equilibrio y en el tiempo t (min),

respectivamente y k (mint) es la constante de velocidad del modelo.

1.5. Equilibrio de adsorcion de polifenoles.
El equilibrio del proceso de adsorcion se puede determinar mediante la isoterma de adsorcion
de Langmuir linealizada [37] [38]. A partir de este modelo se puede determinar la capacidad

maxima de adsorcion que se representa en la Ec. (2) para estado estacionario [39].

Ce 1 1
de dm € K*qm

()

Donde ge (Mg g?) es la cantidad de soluto removido por unidad de masa adsorbida, Ce (mgL™)
es la concentracion del adsorbible en equilibrio, gm (mg g) y K (L mg™) son las constantes de

Langmuir asociadas a la capacidad y tasa de adsorcion, respectivamente.

1.6. Curvas de ruptura

En cuanto al proceso en continuo, las dindmica de adsorcién se determina mediante curvas de
ruptura, que resultan de graficar la relacién C/Co (mg polifenoles en el equilibrio/mg polifenoles
iniciales) en funcion del tiempo [40]. Generalemente, esta gréfica tiene tendencia de “S”
marcado por el punto de ruptura [41], el cual es el valor maximo en la concentracion del

adsorbible que se puede permitir a la salida de la columna [42].
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1.7. Montaje de sistema en continuo

Para purificar oligdmeros en modo continuo, la literatura indica que se han usado columnas
de vidrio con flujo volumétrico de 1,5 mL min™ [24] [25], de plastico con flujo de 5 mL min
[43]y de metalcrilato con flujo de 6 mL min [7], siendo el primer montaje el que reporta mayor
remocion de polifenoles y furfural debido a las condiciones de operacion. Respecto a las alturas
de lecho, diferentes estudios sefialan valores desde 1cm [44] [45] hasta 50 cm [24] y en la
mayoria se concluye que, a mayor altura, mayor area superficial de adsorcion [40] [42] [44]. Asi
mismo, se ha determinado que el incremento del radio interno aumenta el tiempo de servicio de
la columna [45] y que el flujo volumétrico influye en la tasa de trasferencia de masa y en la
velocidad de adsorcion, por ende su incremento satura mas rapido el adsorbente [46] y

disminuye la eficiencia de la columna.

2. Metodologia

El desarrollo experimental se llevd a cabo de acuerdo con lo presentado en la Figura 2.

2.1. Materia prima

El bagazo de cafa panelera fue recolectado en San Gil, Santander; secado a 105°C durante 24

horas [23] y triturado por medio de un molino de cuchillas con malla No.2.Se determiné 6,22%
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de humedad y 1,69% de cenizas de acuerdo con el Protocolo de analisis de material

lignocelul6sico [47] [48].

J Bagazo de caila

Hidrolizado i &
ECUIN )\ ohidrolisis Caracterizacion
HPLC y GPC

L3
lHidmlizado ‘

Hidrolizado
S T concentrado
Concentracion
l Hidrolizado Carboén activado |+

S . redisuelto F s - .
Resina catidnica ’»I Espectrofotometria

Resina anionica |-

Purificacion

en continuo

Figura 2. Esquema general de la metodologia.

2.2. Extraccion de oligosacaridos

Los xilooligosacaridos se obtuvieron mediante autohidrolisis, usando un reactor Parr serie
4848, de acero inoxidable y con volumen de 1 gal, en el cual se cargaron 270 g bagazo de cafia
molido y 2160 mL de agua destilada. En el proceso de tratamiento hidrotérmico se usé una
rampa de calentamiento de 1,3 °C/min hasta llegar a 180 °C, para posteriormente enfriarlo
rapidamente con agua hasta temperatura ambiente para detener la reaccién (ver Apéndice E). El
hidrolizado obtenido se filtro con un filtro de tela, donde el residuo sdlido remanente se lavo,
secd y almaceno herméticamente. Posteriormente el licor (sin solidos) se centrifugd a 6000 rpm
durante 15 min y nuevamente se filtré con filtro de papel cualitativo al vacio para la eliminacion

completa de las particulas finas. Una muestra del hidrolizado se filtro con filtro de jeringa
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(tamafio de poro 0,22 um) y se almacené en viales de 2 mL para ser analizado por HPLC. El
licor restante se concentrd, alcanzando un factor de concentracion de 1:4 (mL hidrolizado:mL
agua), por medio de un rotoevaporador Hei-VAP Value Heidolph a 150 mbar y temperatura de
45 + 5 °C. Posteriormente, el hidrolizado concentrado se congel6 y se secé en un liofilizador
Labconco FreeZone Plus 12L durante 72 horas. Se determinG el porcentaje de cenizas y
humedad del liofilizado siguiendo la metodologia del Protocolo de anélisis de material

lignocelulésico [48].

2.3. Purificacién del hidrolizado en modo batch

El presente trabajo se centrd en la remocion de polifenoles y color, utilizando carbon activado
y resinas de intercambio ionico. Para todos los casos, se uso una solucion de hidrolizado de
bagazo de cafia liofilizado, diluido en agua destilada a una concentracion de 50 g liofilizado L™
solucién. Para cada una de las pruebas se prepard la respectiva solucion, manteniendo para

todas la misma concentracion de liofilizado.

2.3.1. Pruebas con carbon activado. Las pruebas se llevaron a cabo por duplicado en
tubos de ensayo sellados para evitar contaminacion, a temperatura ambiente y con agitacion
magnética constante de 250 rpm. La remocion de color se expresd solo en porcentaje de
remocién, mientras que los compuestos fendlicos se expresaron en porcentaje y mediante la
cinética de adsorcion (modelo pseudo-primer orden) y equilibrio de adsorcion (isoterma de

Langmuir linealizada).
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Todas las muestras se prepararon con 4 mL de solucion de hidrolizado liofilizado (diluido) en
contacto con carbon activado granulado comercial (CA), previamente lavado y secado en una
mufla a 300 °C durante tres horas. Se variaron las concentraciones de 10 a 30 mg CA/mL
hidrolizado durante 24 h. Posteriormente, se evalud la cinética de adsorcion manteniendo
constante la relacion optima tomando muestras cada diez minutos. Las muestras se centrifugaron

a 3000 rpm y el sobrenadante fue almacenado a - 4°C para su posterior analisis.

2.3.2. Pruebas con resinas de intercambio ionico. Las pruebas con resinas de
intercambio i6nico también se llevaron a cabo por duplicado en tubos de ensayo sellados, a
temperatura ambiente y con agitacion magnética constante de 250 rpm. Inicialmente se uso
resina cationica fuerte (RC) (Lewatit S108 H; densidad 790 g L) usando las relaciones (de
menor a mayor cantidad de resina) 1:40; 1:30; 1:20 1:10 mL RC/ mL de hidrolizado liofilizado
(concentracion 50 g liofilizado/L solucion) durante 25 min. Se evaluaron todas las
concentraciones de polifenoles y porcentaje de remocién de color con resina catiénica para
determinar la mejor relacion y el tiempo éptimo. Posteriormente, se repitié el proceso de
purificacion mediante RC con la relacion y el tiempo “Optimos”, esto para estabilizar el
hidrolizado, evitando la formacion de precipitados en el momento que se pone en contacto con
resina anionica [49]. De manera inmediata ese licor purificado con RC se puso en contacto con
resina anionica fuerte (RA) (Lewatit M800 OH; densidad 650 g L), usando las relaciones 1:10,
1:7, 1.5, 1:4 (v/iv) mL RA/ mL de hidrolizado liofilizado durante 25 min.

En ambos casos se tomaron muestras cada diez minutos durante una hora y el sobrenadante fue

almacenado a - 4°C para su posterior analisis. Se calculo el porcentaje de remocion de color y
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polifenoles y, por medio del modelo cinético de pseudo-primer orden y la isoterma de Langmuir

linealizada, se determind la capacidad maxima de intercambio iénico de las resinas.

2.4. Purificacién del hidrolizado en modo continuo

Se toma como punto de partida la relacion y tiempo de contacto éptimos determinados en
batch para establecer los pardmetros iniciales de operacion en columna en cada etapa de
purificacion.

El montaje para las pruebas en continuo consistié en una columna de vidrio Pyrex de 12 cm
de altura y 1,5 cm de diametro, con un soporte inferior de lana de vidrio y relleno de esferas de
vidrio de 0,3 cm de didmetro para garantizar un flujo homogéneo [44]. El flujo fue ascendente,
para ello se us6 una bomba sumergible de 4W y un recipiente de alimentacion de 1 L de
capacidad. El esquema del montaje se muestra en la Figura 3. Los métodos de purificacion se
realizaron de manera independiente y por duplicado, tomando muestras a la salida de la columna
cada diez minutos durante una hora. Las muestras recolectadas fueron almacenadas a - 4°C para
su posterior analisis. Para cada adsorbente se us6 la misma columna, pero caudales de bomba
diferentes (1,06 cm® min! para el carbon activado, 3,2 cm® min? para resina catiénica y 0,64
cm?® min! para resina anionica). De esta manera, con el caudal, el diametro de la columna vy el
tiempo de residencia necesario (determinado en modo batch), se calcul6 la altura del lecho
siguiendo las Ec (3), (4) y (5).

V=0t (3)

A = (Diérr;etro)z . T (4)
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H =

<

()

Donde V es volumen de columna (cm®), Q es caudal de bomba (cm®min™), t es tiempo de
residencia (min), D es diametro (m), A es area (m?) y H es altura de lecho.
En cuanto a la remocion de color, se analizé en funcion del tiempo de servicio de la columna.
Por su parte datos experimentales de concentracion de polifenoles fueron analizados mediante

curvas de ruptura para determinar el punto y tiempo de ruptura.

I. Tanque de alimentacion
2. Linea de entrada

3. Bomba

4. Entrada a la columna

5. Soporte inferior

6. Lecho adsorbente

7. Esferas de vidrio

8. Tapén superior

9. Linea de salida

10. Tanque colector

Figura 3. Esquema montaje de purificacién en modo continuo.

2.5. Métodos de cuantificacion

2.5.1. Caracterizacion del hidrolizado de bagazo de cafia. Para cuantificar los
oligosacaridos presentes en el hidrolizado, se requiere degradarlos a sus mondmeros
constituyentes, por ende, previo a la cromatografia, se realiz6 la poshidrolisis acida [50]. Para
este proceso se mezcld 1 mL de H2SO4 a 5 N con 5 mL de hidrolizado original en vasos
precipitados que fueron llevados al autoclave durante 45 minutos manteniendo la temperatura
constante a 120°C. El célculo de la concentracion de oligosacaridos se determind por medio de
la ecuacion (6).

Os = Msph— Ms (6)
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Donde Os (g L) es la concentracion de oligdmeros presentes en el hidrolizado, Msph (g L)la
concentracion de mondémeros de xilosa + mondémeros de arabinosa cuantificados posterior a la
poshidrolisis y Ms (g L) la concentracion de mondémeros de xilosa + mondmeros de arabinosa

cuantificados en el hidrolizado inicial [51].

2.5.2. Cuantificacion de polifenoles y color. Tanto el color, como los polifenoles
fueron analizados para todas las muestras antes y después de cada etapa de purificacion (en
batch y continuo). La muestra inicial corresponde al hidrolizado liofilizado, diluido en agua
destilada a una concentracion de 50 g liofilizado L™ solucion (Para la RA la muestra inicial
corresponde al licor purificado con RC). Para la medicion de absorbancia se utilizd un
espectrofotometro de microplacas Thermo Fisher Scientific Multiskan FC, facilitado por el

grupo de Investigacion CICTA-UIS.

2.5.2.1. Medicion Polifenoles. Fueron determinados utilizando el Protocolo para la
medicion de polifenoles totales, basado en el método de Folin-Ciocalteau [25] (Ver Apéndice F).
El contenido de polifenoles totales se midié a una longitud de onda de 765 nm y su
concentracion se determiné como mg polifenoles /mL hidrolizado liofilizado, mediante la curva
de calibracion utilizando como patron &cido galico (Ver Apéndice G). La concentracion inicial
de polifenoles correspondié a 2,50 + 0,62 g L™, promediando seis soluciones de liofilizado

disuelto en agua destilada a una concentracion de 50 g de liofilizado/ L de solucion.

2.5.2.2. Medicion Color. La determinacién del color se basd en el método ICUMSA

[32] y la norma colombiana NTC 5969 [52], ajustados a la metodologia de la presente
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investigacion. De esta manera, el color se midié en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 420 nm y se reportd como un porcentaje de remocion, ya que no se cuenta con curva de
calibracién. Se tomé como punto de partida del color inicial del hidrolizado liofilizado, que
correspondi6 a una absorbancia, en promedio, de 3,82 + 1,46. Los porcentajes de remocion de
color y polifenoles estan dados por la ecuacion (7).

o 4 100 )

% Remociéon =

Donde Cojes la concentracion inicial y Ceq; es la concentracion a tiempo t.

3. Resultados

3.1. Cuantificacion de xilooligosacaridos

La caracterizacion del hidrolizado de bagazo de cafia crudo y concentrado a vacio se realizd
mediante HPLC. La sumatoria de monosacaridos de xilosa y arabinosa representaron el total de
xilooligosacéridos (XOs) [51], dando como resultado una concentracion de 8,80 g de XOs L
para el licor crudo y 32,71 g de XOs L hidrolizado para el licor concentrado por
rotoevaporacion. La concentracién de XOs aumento 3,71 veces, ya que se redujo cuatro veces el
volumen de agua de la solucion, resultado similar a lo reportado por Néapoles et al. [24] cuyo
factor de concentracion fue 6, evaporando a una temperatura de 65 + 5 °C. Por su parte, la

concentracion de xilosa en el hidrolizado crudo correspondié a 3,08 g L y para el licor
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concentrado fue de 8,54 g L, aumentando tan solo 2,77 veces, valor menor al esperado lo cual
es, probablemente, el resultado de una degradacion de mondémeros de xilosa a furfural [5].

Respecto al hidrolizado liofilizado (posterior a la rotoevaporacion), su rendimiento fue de 22,24
%p/v (g de liofilizado/ mL de hidrolizado), con presencia de 6,6% de humedad y 1,9% de
cenizas. Las muestras liofilizadas y pulverizadas contienen en su mayoria XOS, ademas de

productos de mondmeros, compuestos fendlicos, &cido acético, furfural, entre otros [7] [53].

3.2. Evaluacion de los métodos de purificacion en modo batch

Siguiendo la metodologia, se puso en contacto el hidrolizado liofilizado de bagazo de cafa
(50 g liofilizado L™ solucion) con los tres adsorbentes. Los resultados se muestran a

continuacion.

3.2.1. Adsorcion con carbén activado. En cuanto a remocion de color y polifenoles.

3.2.1.1. Remocion de color. En cuanto al carbon activado (CA), los resultados de eliminacion
de color del hidrolizado liofilizado en modo batch se muestran en la Figura 4. EI aumento de la
relacion carbdn-hidrolizado (10, 15, 20, 25 y 30 mg CA mL™ hidrolizado, durante 24 horas)
favorecid la remocién de color, como se observa en Figura 4a. El porcentaje maximo de
remocién fue 26,12 %, correspondiente a la relacién 20 mg CA/mL de hidrolizado, ajustandose a
la relacion establecida para el carbdn activado en contacto con hidrolizado de pergamino de café
[34]. Ademas, esta relacion es cercana a la determinada para el carbédn activado en contacto con

hidrolizado de cascara de arroz, 16.7 g CA / L hidrolizado [7].
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Por otro lado, Figura 4b muestra el efecto porcentaje de remocion de color en funcion tiempo,
manteniendo constante la relacion 20 mg CA/mL de hidrolizado. Se observa que la tasa de
remocion de color fue rdpida durante los primeros 15 min, alcanzando un porcentaje de 23,48 %
Yy, posteriormente, no se observo cambio significativo en la tasa de eliminacion, manteniéndose
en 22 %. Este comportamiento se dio porque al principio del proceso, las moléculas de soluto

que dan color fueron adsorbidas por la superficie exterior de las particulas adsorbentes a una tasa
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Figura 4. Porcentaje de remocién de color del hidrolizado liofilizado en contacto con carbén activado (CA) en
modo batch a 250 rpm. a) Relaciones de carbdn activado-hidrolizado (10, 15, 20, 25 y 30 mg CA/mL hidrolizado)
durante 24 h de contacto. b) Efecto del tiempo de contacto (min) con relacién constante de 20 mg CA/mL
hidrolizado.

adsorcion significativamente rapida. Cuando la adsorcion de la superficie exterior alcanz6 la
saturacion, las moléculas se difundieron a través de los poros del adsorbente hacia la superficie
interior de la particula de manera muy lenta [38].

Los resultados obtenidos en esta seccidén para carbon activado estuvieron 36 % y 40 %
debajo de lo sefialado por Napoles et al. [24] y Ahmad & Hameed [38], respectivamente. Esta
diferencia significativa puede ser el resultado del carbdn activado en polvo usado por los
investigadores, pues este presenta mayor microporosidad, favoreciendo la formacién de la

cobertura de monocapa en la interfaz externa de manera mas eficiente, por lo tanto, la cinética de
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adsorcion es mayor [54] [55]. Ademas, influye la alta concentracion inicial del hidrolizado, en

comparacion con los otros estudios [33].

3.2.1.2. Remocidn de polifenoles. La capacidad maxima de adsorcion del carbon activado se
estudio mediante el modelo de pseudo-primer orden, y la isoterma de Langmuir linealizada. En
cuanto a la cinética de adsorcién, se evalud la cantidad de polifenoles adsorbidos usando la
relacion constante de 20 mg CA/ mL hidrolizado liofilizado redisuelto (concentracion 50 g L),
en funcion del tiempo, tal como se muestra en la Figura 5. La velocidad de eliminacion de

polifenoles fue rapida hasta los primeros quince minutos, luego, se mantuvo constante la
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Figura 5. Cantidad de polifenoles adsorbidos por gramo de carbén activado (CA experimental) en funcion del
tiempo, ajustado al modelo pseudo-primer orden (CA modelo). Relacion constante 20 g CA L™, agitacion 250 rpm.

concentracion, alcanzando un equilibrio mas alla del cual no hubo un aumento significativo en la
velocidad de eliminacion, lo cual indica el efecto de la difusion intra-particular. Los datos
experimentales se ajustaron adecuadamente al modelo pseudo-primer orden, con un R? de 0,98,
obteniéndose una capacidad méaxima tedrica de adsorcion de 46,46 mg polifenoles/g CA, valor
cercano al maximo experimental en quince minutos, 45,36 mg g*. En el Anexo H (Tabla H1) se
muestran los valores de las constantes del modelo cinético y el coeficiente de regresién para el

carbdn activado. De acuerdo con estos resultados, se establece 15 min como el tiempo éptimo de



PURIFICACION OLIGOSACARIDOS 30

contacto entre el carbon activado y el hidrolizado para realizar la eliminacion méxima posible de
polifenoles.

Respecto al equilibrio de adsorcion, los datos experimentales de eliminacion de polifenoles
para las relaciones 10, 15, 20, 25 y 30 g CA/ L hidrolizado durante 24 h de contacto, no se
ajustaron al modelo de isoterma de Langmuir linealizado como se observa en la Figura 11
(Anexo 1), ya que la capacidad maxima de adsorcién tedrica de polifenoles correspondio al valor
de 8,503 mg polifenoles/g CA, con un R? de 0,67, por lo cual no es favorable este modelo.
Teniendo en cuenta lo anterior, se determind 20 g CA L™ hidrolizado durante 15 min como la
relacion y tiempo 6ptimos en modo batch tanto para eliminacion de polifenoles como de color,

ya que alcanz6 los porcentajes mas altos de remocidn de estos compuestos indeseados.

3.2.2. Intercambio iénico mediante resinas. En cuanto a remocion de color y
polifenoles.
3.2.2.1. Remocion de color. En la figura 6a se muestra la variacién de relaciones (1:40; 1:30;
1:20 1:10; 1:8 mL RC por mL de hidrolizado liofilizado) para la resina catiénica durante 25
minutos de contacto, siendo 1:10 mL RC mL™ de hidrolizado (relacion con mas RC) la que
obtuvo mayor porcentaje de remocion, obteniendo un 22,32 %. Por su parte, la Figura 6b
muestra la remocion de color en funcion del tiempo para la relaciéon constante 1:10 mL RC mL?
de hidrolizado. Omitiendo los 15 y 25 min (que presentaron fallas en la agitacion, lo que afectd
considerablemente el intercambio iénico [56]), se puede establecer que la reduccion de color es
constante en el tiempo. Diferentes estudios sefialan un aumento progresivo al inicio del
intercambio i6nico y luego, una fase de equilibrio [57] [58], esto podria indicar que en la

presente investigacion la resina se agoté muy rapido con iones de la solucion, por lo cual no
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quedaron sitios libres para cargar mas iones. De esta manera, se determind como Optimo un
tiempo de contacto de 5 min (relacion de 1:10 mL RC mL? de hidrolizado), que fue suficiente
para remover un 41,46 % de color. Una vez determinadas las condiciones de operacion con
resina cationica, se preparé una muestra purificada con esta resina, por duplicado, y puso en
contacto con resina anionica (RA) usando las relaciones 1:10, 1:7, 1:5, 1:4 mL RA / mL de

hidrolizado liofilizado.
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Figura 6. Porcentaje de remocion de color del hidrolizado liofilizado en contacto con resina catiénica (RC) en
modo batch a 250 rpm. a) Relaciones de RC-hidrolizado (1:40, 1:30, 1:20, 1:10 mL RC/mL hidrolizado) a 25 min
de contacto. b) Efecto del tiempo de contacto (min) para relacion constante de 1:10 mL RC/mL hidrolizado.

Los porcentajes de remocion de color del hidrolizado en contacto con resina anionica
reportados en la Figura 7, se calcularon respecto al licor purificado con RC. En la Figura 7a se
observa que el aumento de resina anionica favorece el porcentaje remocion de color, llegando a
66,35 % con la relacion 1:4 mL RA mL™* de hidrolizado. Porcentaje similar se observa en la
Figura 7b, en la cual varia el tiempo manteniendo constante la relacién 1:4 (mL de resina por
mL de hidrolizado liofilizado). Igualmente, se observa que la remocién de color se mantiene
constante en el tiempo, lo que indicaria un agotamiento rapido de la resina aniénica. No
obstante, se determind usar un tiempo de contacto de 25 min, cuyo valor es recomendado para la

purificacion del pergamino de café [34] .
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De manera general para intercambio i6nico, se resalta que la relacion 1:10 mL RC mL™* de
hidrolizado correspondio a lo reportado por autores como Guerrero [34] y Chen et al. [35]. Por
el contrario, la relacion resina anionica-hidrolizado no coincidi6 con lo sefialado en la literatura
para biomasas residuales. Asi mismo, los resultados del efecto de tiempo en la remocion de
color, para ambas resinas, se ajusta a lo establecido por Guerrero [34], quien concluye que el
tiempo de contacto no es una variable significativa en la modificacion de la distribucién por peso

molecular de compuestos de degradacion de carbohidratos.
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Figura 7. Porcentaje de remocidon de color del hidrolizado liofilizado en contacto con resina aniénica (RA) en
batch. a) Relaciones de RA-hidrolizado (1:10, 1:7, 1:5, 1:4 mL RA/mL hidrolizado) a 25 min de contacto. b) Efecto
del tiempo de contacto (min) para relacién constante de 1:4 mL RC/mL hidrolizado.

3.2.2.2. Remocion de polifenoles. La remocion de polifenoles en las resinas se analizé mediante
la cinética del modelo pseudo-primer orden. En la Figura 8 se muestra la cinética de la resina
catidnica (relacion constante 1:10 mL RC mL* de hidrolizado) y de la resina anidnica (relacion
constantel:4 mL RA mL™* de hidrolizado, previamente purificada con RC). En ambos casos el
intercambio de iones se da rapidamente, en menos de diez minutos, sufriendo la pérdida de sitios
de intercambio activo y la rotura de los enlaces transversales de las resinas, disminuyendo su
capacidad de intercambio. En la Figura 8 se observa que a los 5 min de contacto, la resina
catidnica presento una capacidad de adsorcion de 5,84 mg polifenoles/g RC (valor constante en

el tiempo), expresado en pocentaje de remocion equivale a 31,52 % (RC). No obstante, para la
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resina anidnica fue favorable permanecer 25 min de contacto, ya que alcanz6 una capacidad de
adsorcion de 17,91 mg polifenoles retirados/g RA, es decir, 76,15 % de remocion. Asi pues, las
capacidades maximas tedricas de adsorcion para resina catiénica y anionica son 5,48 y 18,02 mg
polifenoles g2, respectivamente (R?=0,98) (Ver tabla H1 del Anexo H). Estos valores se acercan
a los datos experimentales, por lo cual se puede determinar que el modelo pseudo-primer orden

se ajusta adecuadamente a los resultados obtenidos.

25,00

>

RAexperimental ~  ------- RA modelo

RC experimental ~  ------- RC modelo

20,00

1500 4/

10,00 4
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Figura 8. Cantidad de polifenoles removidos mediante resinas de intercambio idnico a temperatura ambiente y
agitacion 250 rpm, en funcidn del tiempo, ajustandose al modelo de pseudo-primer orden. Relacién 1:10 (mL/mL)
resina cationica (RC) y 1:4 (mL/mL) resina anidnica (RA).

En cuanto al equilibrio en el intercambio idnico, los datos se no se ajustaron al modelo de
Isoterma de Langmuir linealizada. En la Tabla H2 (Anexo H) se muestran los parametros de este
modelo y se observa que el R? es muy bajo en ambos casos, ademas, la constante de Langmuir
es negativa para la resina anionica lo cual carece de sentido fisico [59], por lo que este modelo
no se acepta.

Con base a los resultados obtenidos en esta seccién, se determina como Optima la relacién

1:10 mL RC mL™ de hidrolizado para resina catidnica y 1:4 mL RA mL™* de hidrolizado para

resina anidnica; a los tiempos de contacto 5 y 25 min, respectivamente.
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3.2.3. Resumen modo batch. En la Tabla 1 se resumen los métodos de purificacion en
modo batch, con sus respectivas capacidades de adsorcion experimental y porcentajes de
remocion de polifenoles y color, respecto a la concentracion inicial del hidrolizado. Respecto al
carbon activado, el porcentaje de remocion de color y de polifenoles en el punto 6ptimo no es
muy alto (36,94 %), en comparacion con Vallejos [25] y Népoles [24] cuyos resultados fueron
de 97,3 % y 98 %, respectivamente, lo cual es el resultado del uso de un carbon activado
microporoso, asi como una concentracion inicial de hidrolizado mas baja que la del presente
trabajo.

En cuanto a la resinas de intercambio idnico, la remocion de polifenoles, al igual que de
color, fue muy buena en comparacién con los resultados de Guerrero [34], cuya remocion de
compuestos fendlicos alcanzé 50,5 % para catidnica y 58,1 % para anionica. La diferencia de los
porcentajes se debe a variaciones en el tiempo de contacto y el incremento en la cantidad de

resina anidnica usada.

3.3. Evaluacién de los métodos de purificacion en modo continuo

De acuerdo con los resultados de tiempo de contacto y relacion adsorbente-hidrolizado en

modo batch, se determinaron los pardmetros iniciales del montaje en continuo (Ver Ec. 5,6y 7).

Los experimentos en continuo se hicieron por separado para cada método de purificacion.

3.3.1. Evaluacion parametros del montaje en modo continuo. Para carbon activado y

resinas de intercambio ionico.
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Carbdn activado (CA). Para el carbdn activado, el tiempo de contacto éptimo en modo batch
fue 15 min con una relacion 20 mg CA/ mLhidrolizado. Con este valor y el caudal de la bomba,
1.06 cm®min‘, se calcul6 la altura de lecho, 8,98 cm. Para esta altura establecida se registré una
masa de 7,8 g CA hiimedo que, para mantener la relacién 20 g L™, se puso en contacto con 390
mL de hidrolizado liofilizado diluido (50 g L™?).

Resina cationica. En modo batch el tiempo de contacto para las resinas cationicas fue 5
minutos con una relacion de 1:10 mL RC mL? de hidrolizado, por lo que se us6 un flujo
volumétrico de 3.2 cm®min? y se calculd una altura de lecho de 9,03 cm. El lecho contenia 13.5
g de resina catiénica himeda, en contacto con 172.53 mL de hidrolizado liofilizado diluido (50 g
L.

Resina anionica. En modo batch el tiempo de contacto fue 25 minutos para la relacion 1:4
mL RA mL™, por lo que se utilizé un flujo volumétrico de 0.64 cm3min y una altura de lecho
de 9,03 cm. El lecho almacen6 11.8 g de resina aniénica himeda que entraron en contacto con
72.62 mL de hidrolizado liofilizado diluido (50 g L™?). Para el proceso en continuo no fue
necesario hacer pretratamiento con resina cationica, ya que no se evidencié precipitado con la
resina anionica a la salida del lecho, lo que seria el resultado del efecto filtro que tuvo el lecho,

reteniéndolas y ahorrando un paso adicional para la purificacion del licor.
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Figura 9. Porcentaje de remocidn de color en el tiempo, estado continuo. a) Carbén activado en columna, flujo
volumétrico de 1.06 cm®min. b) Resina catiénica (RC) en columna, flujo volumétrico 3.2 cm®min y resina
anionica (RA), flujo volumétrico 0.64 cm®min-?
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3.3.2. Remocion de color. En la Figura 9 se muestra el porcentaje de remocién de color
en funcion del tiempo de contacto. Como puede observarse, el carbon activado eliminé agentes
de color de manera gradual, alcanzando un porcentaje de remocion de 18,59% a los 20 min de
servicio y manteniendo una adsorcion constante hasta los 60 min, como se muestra en la Figura
10a. En contraste, las resinas de intercambio io6nico (Figura 10b) tardaron mé&s tiempo en
agotarse, pues a los mismos 20 min de servicio, la resina catidnica y anionica removieron 31,31
% y 30,99 % de color, respectivamente. Sin embargo, a los 60 min las resinas ya no eliminaron
mas agentes de color debido a que la velocidad de difusion de los iones en este punto era
minima, pues los agentes ionogénicos alcanzaron su capacidad méaxima de intercambio i6nico
[60]. De esta manera, el tiempo de servicio del lecho de resina cationica y anionica es 15 min y

35 min, respectivamente.

3.3.3. Remocion de polifenoles. Con el fin de determinar la remocion de polifenoles en
el tiempo, se usaron curvas de ruptura, para las tres técnicas de purificacion como se observa en
la Figura 10. La tendencia de los tres métodos no tuvo forma de “S” como reportaba la literatura

[41], lo cual fue resultado de una
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Figura 10. Curvas de ruptura para la remocion de polifenoles. (CA) Carbon activado, flujo volumétrico de 1.06 cm®min-2.,
(RC) Resina catidnica, flujo volumétrico 3.2 cm®min-ty (RA) resina anidnica, flujo volumétrico 0.64 cm®min-L.
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saturacion muy réapida, con punto de ruptura menor a un minuto. Este comportamiento pudo
ser predicho previamente por las isotermas de Langmuir en modo batch, ya que no fue favorable
este modelo. Por lo tanto, predominaron los fendmenos de dispersion axial en la transferencia de
masa y se redujo la difusién de los polifenoles y color, de manera que el soluto no tuvo tiempo
suficiente para difundirse en toda la masa adsorbente [42].

Ahora bien, para el carbon activado se perdié el 74% de capacidad de adsorcion a los 15 min,
y a partir de ahi la saturacién del carbon se dié de manera lenta, siendo el adsorbente que elimina
menor cantidad de polifenoles (1,87 mg polifenoles mL™ hidrolizado), debido a problemas
difusionales. En cuanto a la resina cationica, en 15 min se pierde el 60% de la capacidad de
adsorcion, sin embargo, a los 45 min ain mantiene el 25 % de su capacidad. Por el contrario, la
resina anionica a los 35 min empieza a saturarse hasta el 80% de la concentracion inicial,
logrando retener solo el 20% restante.

Respecto a otros trabajos, la eliminacion de compuestos no deseados es mayor dado el tiempo
de contacto usado y a las especificaciones de la columna. En el caso de Montané et al [7] evalud
el lecho durante 340 min. Por su parte, Napoles et al. [24], quien trabajé también con bagazo de
cafia y resinas en continuo, empled un ciclo de 5,5 horas y una la altura de la columna 55 c¢cm, lo
cual permite una mejor trasferencia de iones y aumenta la capacidad del lecho.

En sintesis, la Tabla 1 muestra las diferentes relaciones y tiempos de saturacion (CA) y
agotamiento (RC y RA) para cada etapa de purificacion, en modo batch y continuo. Los
porcentajes reportados para batch corresponden a la cantidad de color y polifenoles removidos,
mientras que los porcentajes del modo continuo expresan los polifenoles que permanecen en el
remanente al tiempo indicado. Se observa que en modo continuo el tiempo de saturacion del

carbon activado es el mismo que en modo batch. Por el contrario, las resinas de intercambio
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ionico presentaron un tiempo de agotamiento mayor en columna que en batch y adsorbieron una
cantidad significativamente mayor de compuestos no deseados, es decir que fue mas eficiente el
proceso en modo continuo porque tardd diez minutos mas la ocupacion de los espacios libres
con los iones liberados por parte del hidrolizado. Igualmente, fue més eficiente que la adsorcion

mediante el carbon granulado activado.

Tabla 1
Resumen de porcentaje de remocion de color y polifenoles para las tres técnicas de purificacién en batch y
continuo.

Batch Continuo
Técnica de Capacidad de . . . .
purificacion  adsorcién en Sorcentaj_e, Porcentaje Tec_n_lca _d’e Por_centaje Porcentaje
” o e remocion oy purificacion  polifenoles en color en
(Relacion y punto 6ptimo lifenol de remocion o
tiempo [mg polifenoles polifenoles (o .\ ¢ (%) (Relaciony remanente remanente
éptimo) o] (%) tiempo 6ptimo) (%) (%)
Carbén Carbén
activado activado
(Relacién 20 g 45,36 36,94+533 2348+057 (Relacisn20gL?t, /346+047  3595+0,56
L1, 15 minutos 15 minutos de
de contacto) contacto)
Resina Resina
catiénica catiénica
(Relacion 1:10 778 3152+ 1,73 4146374 ooieniqo 4808332 5593:38
(v/v), 5 minutos (v/v), 15 minutos
contacto) contacto)
Resina
anionica Resina
(Relacion 1:4 18,16 76,15+ 0,43 57,72+0,15 anionica 79,21+0,79  92,28+0,51
(vIv), 25 (Relacion 1:4
minutos de (v/v), 35 minutos

contacto) de contacto)
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4. Conclusiones

El bagazo de cafia, después de pasar por un proceso de autohidrdlisis y concentracion,
representa una opcion factible para continuar con el estudio de su valor agregado, ya que es
posible obtener una mezcla de azlcares con alto rendimiento de solido y de concentracion
mayoritaria de XOs correspondiente a 32,71 g L.

El modelo cinético de pseudo-primer orden se ajustd adecuadamente a los datos de adsorcion
con carbdn activado obteniéndose una capacidad de adsorcion de 45,36 mg g*. Igualmente, este
modelo cinético se ajustd correctamente a las resinas de intercambio i6nico. No obstante, el
modelo de Langmuir no fue favorable para ninguno de los tres métodos de purificacion.
Respecto a las curvas de ruptura para el proceso en continuo, se determind que hay saturacion
precipitada por parte del carbon y las resinas. Sin embargo, el tiempo de servicio es mayor para
la resina anionica. De esta manera, se concluye que las resinas anionicas presentan mayor
remocién de color y polifenoles en modo batch y continuo, logrando mejores resultados este

altimo.

5. Recomendaciones

Se propone optimizar el tratamiento de intercambio iénico y de carb6n activado con el

objetivo de obtener un licor mas claro y libre de compuestos fendélicos. Para ello seria necesario
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evauar el pH, pues la literatura indica que al aumentar este factor, mejora la adsorcion en
columna [61], sin embargo, para el presente trabajo no se evaluo esta variable. Adicionalmente,
la répida saturacion podria evitarse usando una altura de lecho mayor, haciendo una mejor
regulacion del flujo volumétrico y/o disminuyendo la concentracion inicial [33].

Ademas, seria recomendable realizar un lavado final al carbon y las reinas usadas, en batch y
continuo, con agua desionizada con el fin de remover y evaluar las moléculas de XOS y
monosacaridos que quedan adheridas a la superficie del adsorbente. Finalmente, tratar de

recuperar los XOS por medio de liofilizacion.
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Apéndices

Apéndice A. Estado del Arte de los compuestos presentes en el hidrolizado de biomasas

residuales obtenidos por autohidrolisis.

Composicion Condiciones

, Comp. Otros comp ” Referencia
mondémeros extraccion

Biomasa

xilosa(11,8%p),
arabinosa(0,3%p), 160°C, 60 min
glucosa (2,0%p);

xilosa(13,0%p),

Acido acético

Miscanthus X . 0 1,0% o . Chen, y otros,
e omn o
T 13w
xilosa(13,5%p),
arabinosa(0,3%p), 200°C, 5 min
glucosa (1,6%p);
, xilosa(2,4%), 0,27% HMF, furfural y
Cascara de arabinosa(1,5%), ac acetico, 4,8% 179°, 23 min Montane y
almendra ) - otros 2006
glucosa (0,78%p); cenizas
43.1%glucans, 23.8%
~_ xylans, 1.7% 4.8% extractivos y o . Vallejos y
Bagazo de cafia arabinans, 1.7% acetyl 1.5% ceniza. 180°C, 20 min otros, 2016

groups, 21.3%
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Apéndice B. Estado del arte de purificacion con carbon activado

Tabla B1. Carbén activado en batch

Biomasa Condiciones Resultados Referencia

Capacidad de adsorcion del carbén 0,14 g

XOS/ g carbon. La mejor purificacion la Chen,y
tuvo la relacion 10%, reteniendo el 98,3% otros, 2014
de los XOS iniciales.

Relaciones 1%, 5%,10% y 20%
(w/v). Agitacion 100rpm
durante 60min

Miscanthus X
giganteus

Relaciones 1.5, 3.3, 10.0, 16.7,
Céscara de 30.0, and 50.0 gAC/L. 24h de  El carbén AC1 a 16.7 gL esel que ajusta ~ Montane y
almendra contacto. Tres carbones mejor al modelo Freundlich otros 2006
diferentes.

Relaciones 5,10,15,20 y 25 La mejor relacién es 20 g/L (carbon-

Pergamino de CA/L agitacion constante hidrolizado), permite retirar 91.4% de (Guerrero,
café guranté Zglh furfural, 88,3% de comp. fendlicos y 2018)
' recuperacion de 91.2%p/p de XOS iniciales.
El contenido total de fenol disminuy6 de
. . 4.90 2 0.13 g eq.vanillin L — 1 (97.3%). La
0,
Bagazo de 50°ml de I_|c0r_y carbon al 3% a concentracién de furfural se redujo de 0.64 a Vallejos 'y
< 60°C y agitacion a 120rpm. o .
cana Durante 60 minutos 0.12 gL — 1 (81%), mientras que no se otros, 2016
detecté HMF (100% de eliminacion). El ac.
Acético no se vio afectado por el CA
29 9 d_e carbon (volu_m_en de Removio 74% furfural, 8,8% ac acético,
hidrolizado no especificado). .
L . 98% fenoles, y 62,6% color. Sin ,
Bagazo de Agitacion durante 15 min a 50 L Népoles,
b o - embargo,hubo pérdida de 38,2 % de
cafia C. Se filtra el remanente y se ; . 2006
arabinosa, 22,6 % de xilosa'y 18,9 % de
pone de nuevo en contacto con lucosa
7,5 g de carbon. g
Dos muestras de hidrolizado Elimin6 85% de furfural sin concentrar y un
(cony sin evaporar a vacio. 98% (0.084 g L-1) al concentrar. Con el Redrioues
Bagazo de Relacion 2,4% p/v de carbdn carbén (después de concentrar) sélo degrad6 otrogs
cafa vegetal activado (polvo 2,4% de azUcares. El carbdn no removio ac. 32/011 '

refinado). Agitacion (200 rpm) acético, pero si se retird con la
a 30 ° C durante 1 hora concentracion.
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Apéndice C. Estado del arte de purificacion con resinas de intercambio idnico

Tabla C1. Resinas intercambio idnico en bhatch

Biomasa Condiciones Resultados Referencia

Mejor resultado usando primero la resina
catidnica y después la anidnica.

La mejor relacion para ambas resinas es
1:0.1 (hidrolizado-resina), en un tiempo de

Relaciones de resina
catiénica y anionica de

Pergamino de 1:1;1:0,2; 1:0,1 v/v 20 minutos (Guerrero,
café (hidrolizado-resina) AN . 2018)
aditacion constante Con resina cationica se removio 40,3%p
dgrante 5 10 v 20 min furfural y 50,5%p comp. fendlicos.
Y Con resina anionica se removi6 66% furfural
y 58,1%p comp. fendlicos.
gjse?tger:eessilr]naaacr?itc!)cr)]?clga La resina cationica fuerte removio 81,9%
i AR A iones de sodio, la resina anionica débil logrd
Miscanthus X débil y resina anidnica A Chen, y
iganteus fuerte. Relacion para un 77% de pureza de XOS. La Gltima etapa otros, 2016
919 todas ias resinasli'lo (10 logra 91,3% de pureza. El intercambio ’
! ' i6nico reduce el color a amarillo pélido.
g resina en 100 ml).
Relacion de masa de
resina anidnica débil: Los porcentajes de recuperacion fueron 4.9-
Cascara de licor de 1:15. Contacto ~ 14.1% para monosacaridos, 38% para GOS, Gullén,
arroz durante toda la noche, 37.2% para XOS, 29% para Ara, 31,3% para 2010
agitacion suave a grupos acetilo.
temperatura ambiente.
Tabla C2. Resinas intercambio i6nico en continuo
Biomasa Condiciones Resultados Referencia

Las curvas de ruptura muestran que las
pérdidas de azlcares son minimas en
5mL de resina en columna  comparacién con la remocion de ac.
Madera pléastica, flujo volumétrico  Acético.
de 0.375, 1,0 y 5.0 mL/min  Las resinas se saturan mas rapido que las
membranas, es decir, tienen menor
capacidad de adsorcion.

Wickramasinghe
, 2007

Remocidn de 80,9 % de acido acético, 100
Columna de lecho fijo de % de los grupos fenolicos y 99,7 % de
Bagazo de vidrio, 50 cm de longitud,  color (Método ICUMSA). La pérdida de
cafa diametro 1.5cm. Velocidad azUcares fue minima.
de flujo, 1.5 mL/min El proceso con resinas fue méas efectivo
que con carbon activado.

(Népoles, 2006)
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Los &cidos en los licores o
eliminacion de 45,9%, entre compuestos

Bagazo de ga_stados’(prmmpalme_nte fendlicos, furfural y &cidos grasos, y 96%
cafia acido acético) se eliminaron s "
de acido aceético.

con resina Amberlite IRA

Vallejo y otros,
2016
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Apeéndice D. Rampa de Calentamiento y Enfriamiento del Reactor
200 -
160 -

120 4 '

Temperatura (°C)
[=:]
L= ]

40 /

1 I 1
0 50 100 150 200
Tiempo (min)

Figura C1. Perfil de temperatura de la reaccion de autohidrolisis en el reactor Parr
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Apendice E. Protocolo polifenoles totales
Cuantificacién del contenido de polifenoles totales (CPT) presentes en extractos
fendlicos de grano de cacao y cascara de cacao.
Objetivo.

El contenido de polifenoles totales (CPT) presentes en los extractos se cuantificard
empleando el método colorimétrico de Flolin-Ciolcalteu, siguiendo la metodologia descrita por
Wollgast (2000).

Teoria

El método de Folin-ciocalteu se basa en una reaccion de 6xido-reduccion. En el ensayo los
iones del complejo polimérico formado por los hetero-poliacidos y fosfomolibdenico y
fosfotungstenico, son reducidos por los compuestos fendlicos y forman complejos molibdeno-
tungsteno, de color azul oscuro. La intensidad del color azul oscuro depende del potencial redox
del patrén o de la muestra.

Reactivos.

v Reactivo Folin-Ciolcaltue
v' Acido Galico.

v" Carbonato de sodio.

v Agua destilada.

Materiales y equipos.
v' Balanza analitica.

v' Vortex.
v Espectrofotometro.

v" Tubos de ensayo de 5 ml.
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v Gradillas.
v’ Pipetas
v Micro pipetas
v Timer (reloj).
v Vasos de precipitados
v Microplatos de 96 celdas trasparente.
v" Puntos azules.
5.1.1.
5.1.2.

Procedimiento.
A continuacion se describe brevemente el procedimiento a seguir:

1. Preparar las soluciones presentadas en la tabla 1:

TABLA 1. SOLUCIONES PARA CUANTIFICAR CPT

Soluciones Condiciones

Proporcion: 10 ml:100 ml. Agitar a través de un mezclador de vértice durante 15
segundos y almacenar en frasco de vidrio color ambar. La solucién presentard un

Folin-Ciocalteu : agua :
color amarillo verdoso.

Proporcion: 7,5 g:100 ml. Agitar y almacenar en frasco de vidrio color &mbar. El
Carbonato de sodio : agua carbonato de sodio demora en disolverse.

Proporcion: 0,2 g:100 ml. Agitar y almacenar en frasco de vidrio color &mbar. El
acido galico demora en disolverse. Tener en cuenta que la sefial de absorbancia se
Acido gélico : agua satura al superar una concentracion de 1,8 mg/ml

2. Construir la curva de calibracion tomando como patrén acido gélico. Inicialmente
se preparan diluciones a partir de la solucion madre como se presenta a
continuacion:

5.1.3.
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TABLA 2. COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES PATRON DE ACIDO GALICO.

Concentracion final de la Volumen tomado de la solucién Volumen agregado de agua (ul)
solucién patrén (mg/ml) madre de fcido galico:agua (u)
Blanco 0 5000
0,05 125 4875
0,1 250 4750
0,2 500 4500
0,4 1000 4000
0,8 2000 3000
1,6 4000 1000

Luego se determina la absorbancia de las soluciones a una longitud de onda de 765 nm. En
todos los casos, se deben mezclar 1,5 ml de la solucion Folin-Ciocalteu:agua y 50 ul de la
solucion patron de acido galico, agitdndolos a través de un mezclador de vortice durante 15
segundos. La mezcla permanecera en reposo y protegida de la luz durante 5 minutos. Luego se
agregaran 1,5 ml de solucion de carbonato de sodio: agua Yy se realizara agitacion a través de un
mezclador de vértice durante 15 segundos. Esta mezcla permanecera en reposo y protegida de la
luz durante 60 minutos. Finalmente, la absorbancia de todas las soluciones sera evaluada por
duplicado, y la concentracién se correlacionara a través de la ecuacion de una linea recta. Se
hace una grafica de Absorbancia vs. Concentracion de acido galico, con un comportamiento

lineal que presente un R%> 0,98.
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Apéndice F. Curva de calibracion para la cuantificacion de compuestos fendlicos totales

Tabla F1. Datos calibracion polifenoles totales usando un patrén de acido gélico

Concentacion final de la Absorbancia

sln patrén [mg/mL] promedio
0 0,243
0,05 0,268
0,1 0,353
0,2 0,430
0,4 0,605
0,8 0,903
1,6 1,675
1,8
=
g 16 T
1]
a 1,4 .
c et
9 1,2
= E 1,1304
o y=1, X
c B . R?=0,9977
s £ 7
E r
E . "...
GJ -
2 2 L
=} ol
o

0,000 0200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600
Absorbancia (765nm)

Figura F1. Curva calibracion polifenoles totales usando un patron de acido galico
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Apéndice G. Curvas de calibracion HPLC

Tabla G1. Datos calibracion de xilosa.

Tiempo de retencion: 5.077 min

.l.é.lIEa

Concentracion

(/)

1.8142
32412
42189
6.8926

10.213

0

2

Concentracion (¢/)

Cguation y=a+0°%
Pt Cencentmeien -
Welght No Weanting
Intercept -0,11479 = 0,12428
6 - Shpe 0.70845 = 0,0243
Reskiunl SUm of SGusces ©, 15520
Paamonsr 0. 997848
R-Square(COD) 0,99532 -
Ad) R-Square 0,99414
4
-
2 - -
-
0 T
(s] 2 a =) 8 10
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Figura G1. Curva calibracion de xilosa

Tabla G2. Datos calibracion de arabinosa.

Tiempo de retencion: 5.58 nun

, Concentracion
Area
(g1

| 0

3.946 2

7.0969 3

11,0361 5

16,4296 7

215676 10

10 o

Equiation
Flat

3 = Waight
ntarce ot

o= v e
Conoant g cisn
Mo Wisighting

-0, 0004 = 0, 19873

. Slope 0,45037 £0,01803
= Residual Sum of Sguares 0,327
el Faarsars - 0,38740
R-Squam{COD) 0,90408
= -
- G A R-Sqguars 0.56937
(5]
i N
-—
=
8 4
C -
Q ’
L] M
Z - [ ]
o T T T T T
O 5 10 15 20

Area

Figura G2. Curva calibracion de arabinosa.
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Apéndice H. Pardmetros de cinética y equilibrio de adsorcion.

Tabla H1. Parametros para el modelo cinético de adsorcion de pseudo-primer orden

x [mg polifenoles P
Técnica de purificacién S-Tf‘ mop k [min] R?
Carbon activado 46,46 0,13 0,89
Resina catiénica 5,48 1,50 0,98
Resina anionica 17,01 1,00 0,98

Tabla H2. Pardmetros del modelo de Langmuir para cada técnica de purificacion

63

Qmax [mg

Técnica de purificacion polifenoles g'] K mg mL"] R® RL
Carbén activado 8,50 -0,002 0,67 -0,67
Resina cationica 1,71 -0,001 0,50 -1,42
Resina aniénica -1,30 -0,001 0,780 -1,440
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Apeéndice I. Isotermas de Langmuir linealizadas.

Gréafica 11. Aplicacion de la forma lineal de la isoterma de Langmuir para determinar
capacidad maxima de adsorcion en carbon activado (Relaciones 10, 15, 20, 25y 30 mg L%, 24
horas de contacto)

120

100 4 |

80 A y=0,1176x-74,786
R2=0,6767

60 - .-.‘

40 A ]

Ce/q[g L]

20 -

0 500 1000 1500 2000
Ce [mg L]

Gréfica 12. Aplicacion de la forma lineal de la isoterma de Langmuir para determinar
capacidad maxima de adsorcién en resina catiénica (Relaciones 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:8 mL
RC mLlicor liofilizado, 25 min de contacto)
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Grafica 13. Aplicacion de la forma lineal de la isoterma de Langmuir para determinar
capacidad méaxima de adsorcion en resina anionica (Relaciones 1:10, 1:7, 1:5, 1:4 mL RA mL™*
licor liofilizado, 25 min de contacto)
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