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RESUMEN
Los residuos agricolas y agroindustriales se componen principalmente de celulosa,
hemicelulosay lignina. La hemicelulosa puede ser hidrolizada parcialmente para la produccion
de xilooligosacaridos (XOS), prebiodticos emergentes que destacan entre otros por su gran
estabilidad a altas temperaturas (mayores a 100°C) y a diferentes niveles de pH (en el rango de
2,5-8). Las hojas de cebolla utilizadas se componian de 26,40% de celulosa, 5,05% de
hemicelulosa y 5,37% de lignina y las pancas de maiz de 34,06% de celulosa, 31,70% de
hemicelulosa y 4,65% de lignina. Después del tratamiento hidrotermal bajo las mejores
condiciones (50 min a 180°C) en reactores Parr sin agitacion, se obtuvo un extracto con 0,9 ¢
de XOS por 100 g de hojas de cebolla. En el caso de las pancas de maiz, en reactores sin
agitacion (75 min a 180°C), se obtuvo 4,8 g de XOS por 100 g de material y en el reactor con
agitacion (30 min a 180°C) se obtuvo 3,1 g de XOS por 100 g de material. El hidrolizado de
pancas de maiz obtenido en 75 min fue sometido a operaciones combinadas de UF (10 kDa a
pH 7) y NF (500 Da a pH 4 y 150-300 Da a pH 4 y pH 7), concentrdndose aproximadamente
en el retentado final 89% y 67% del total de XOS a pH 4y pH 7, respectivamente. En el caso
del hidrolizado de maiz obtenido en 30 min, un proceso previo, aplicado a una fraccion del
hidrolizado, logré retener aproximadamente 85% de compuestos fenolicos en columnas C18,
pero también 47% del total de XOS. Esto favorecioé un proceso de filtracién por membranas
con menos etapas, empleando solo operaciones de NF (600-800 Da a pH 7 y 150 Da a pH
3,73), concentrandose en el retentado final aproximadamente 94% del total de XOS. La
fraccidn no sometida a retencidn de compuestos fenolicos requirié operaciones combinadas de
UF (10 kDa a pH 7 y 1000 Da a pH 7) y NF (600-800 Da a pH 7 y 150 Da a pH 3,78),

concentrandose aproximadamente en el retentado final 94% del total de XOS.

Palabras clave: XOS, Allium cepa, Zea mays, lignocelulosicos, tratamiento hidrotérmico,

membranas.
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ABSTRACT
Agricultural and agro-industrial residues are mainly composed of cellulose, hemicellulose, and
lignin. Hemicellulose can be partially hydrolyzed to produce xylooligosaccharides (XOS),
emerging prebiotics that stand out among others for their high stability at high temperatures
(above 100°C) and at different pH levels (in the range of 2.5-8). The onion leaves used were
composed of 26.40% cellulose, 5.05% hemicellulose and 5.37% lignin and the corn husks of
34.06% cellulose, 31.70% hemicellulose and 4.65% lignin. After hydrothermal treatment under
the best conditions (50 min at 180°C) in non-stirred Parr reactors, an extract with 0.9 g of XOS
per 100 g of onion leaves was obtained. In the case of corn husks, in non-stirred reactors (75
min at 180°C), 4.8 g of XOS per 100 g of material was obtained and in the stirred reactor (30
min at 180°C), 3.1 g of XOS per 100 g of material was obtained. The corn husks hydrolysate
obtained in 75 min was subjected to combined UF (10 kDa at pH 7) and NF (500 Da at pH 4
and 150-300 Da at pH 4 and pH 7) operations, concentrating approximately 89% and 67% of
the total XOS at pH 4 and pH 7, respectively, in the final retentate. In the case of the corn
hydrolysate obtained in 30 min, a previous process, applied to a fraction of the hydrolysate,
managed to retain approximately 85% of phenolic compounds in C18 columns, but also 47%
of the total XOS. This favored a membrane filtration process with fewer stages, using only NF
operations (600-800 Da at pH 7 and 150 Da at pH 3.73), concentrating in the final retentate
approximately 94% of the total XOS. The fraction not subjected to phenolic compound
retention required combined UF (10 kDa at pH 7 and 1000 Da at pH 7) and NF (600-800 Da
at pH 7 and 150 Da at pH 3.78) operations, concentrating approximately 94% of the total XOS

in the final retentate.

Key words: XOS, Allium cepa, Zea mays, lignocellulosics, hydrothermal treatment,

membranes.
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INTRODUCCION
La cebolla (Allium cepa L.) es uno de los cultivos alimentarios mas importantes del mundo, su
produccion y procesamiento generan toneladas de residuos anualmente, a nivel mundial, los
cuales presentan ciertas complicaciones para eliminarse de maneras convencionales, ya que su
uso como forraje y para compostaje es limitado, ademas de que, debido a su alto contenido de
humedad, la combustion de estos residuos resulta bastante cara 2. De la misma manera, el
maiz (Zea mays) es uno de los principales cultivos en la mayoria de paises con una
productividad agricola relevante, donde su produccion presenta tendencias de incremento junto
con la produccion anual de rastrojo de maiz; residuo que se compone de las hojas, tallos y
mazorcas desechados luego de la cosecha; un gran porcentaje de este material residual podria
utilizarse para la produccion de biocombustibles, sin embargo, casi la mitad del rastrojo de
maiz producido permanece sin utilizar debido a la falta de métodos de eliminacion adecuados:
mientras que una parte de este material es utilizado como alimento para animales, otra es
quemada al aire libre, lo cual favorece la liberacién de contaminantes hacia la atmosfera

generando un impacto negativo en el ambiente 2.

Los problemas que surgen respecto a la inapropiada eliminacién de los residuos agricolas y
agroindustriales no solo acarrean un efecto poco favorable para el ecosistema, sino que
repercuten en la economia, ya que generalmente se desconoce el potencial que poseen estos
residuos para valorizarse. La cebolla, uno de los principales vegetales representativos en el
comercio del Per(, cuenta con una mayor produccién en la region de Arequipa, la cual
concentra alrededor del 60,9% de la produccion nacional 4. Por otro lado, el maiz, en este caso
el perteneciente a la variedad blanco Urubamba, raza Cusco gigante, el cual cuenta con
denominacion de origen, solo se produce en las provincias de Calca y Urubamba del Cusco,
donde el 90% del area cultivable esta destinado a esta variedad, teniendo niveles de rendimiento

que oscilan en el rango de 3 a 4,8 t/ha °. Dado este escenario es innegable que, al producirse
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grandes cantidades de estos cultivos, se genere de igual manera una gran cantidad de residuos,

ya sea luego de la cosecha o en etapas posteriores correspondientes a su procesamiento.

Los residuos generados de estas actividades, al ser biomasa lignocelulésica, son una materia
prima de bajo costo, abundante y renovable, que puede ser empleada para la produccién
sustentable de diversas biomoléculas de valor agregado, como también de biocombustibles y
bioenergia ©. Debido a la naturaleza lignocelulésica de la biomasa vegetal, esta puede ser
fraccionada en celulosa, hemicelulosa y lignina, convirtiéndola en una materia prima
prometedora en el contexto de biorrefinerias, ya que, como se ha ido mencionando, puede ser
transformada en productos de alto valor ”. Los residuos de cebolla, como pieles y hojas, podrian
ser una potencial y novedosa fuente de recursos biopoliméricos, ya que se componen
aproximadamente de 41% y 46% de celulosa, 16% y 26% de hemicelulosa, y 39% y 26% de
lignina, respectivamente 8. De la misma manera, los residuos de maiz han demostrado ser una
opcion atractiva de materia prima para los mismos fines, reportandose la siguiente composicién
aproximada para los diferentes elementos que constituyen esta biomasa residual: tallos: 40-
50% de celulosa, 20-30% de hemicelulosa y 10-15% de lignina °; hojas: 29% de celulosa, 43%
de hemicelulosa y 10% de lignina (porcentajes en peso) % y por dltimo mazorcas (polvo seco):
45% de celulosa, 33% de hemicelulosa y 14% de lignina **. Cabe resaltar que mientras la
celulosa es un componente uniforme de la mayoria de los tipos de biomasa celulésica (presente
en alrededor de un 40%), las proporciones y la composicion de hemicelulosas y lignina difieren

entre especies *2,

La hemicelulosa contiene entre sus principales fracciones poliméricas al xilano, que al
despolimerizarse da paso a la xilosa y a los xilooligosacaridos (XOS); estos Gltimos son
oligbmeros de azlcar (con grados de polimerizacion que van de 2 a 10) producidos, como se
ha mencionado, por la hidrélisis parcial del xilano, el cual es un heteropolisacarido con un

esqueleto homopolimérico de xilosa. Los XOS tienen un potencial reconocido como
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prebioticos, siendo una de sus aplicaciones mas importantes su uso como alimentos
funcionales, ya que son compuestos que se mantienen estables bajo un amplio rango de pHs y
temperaturas. De la misma manera, se ha destacado su funcion como aditivos hipocal6ricos no
cariogénicos, lo que favorece su implementacion en dietas de adelgazamiento; ademas son
utilizados como gelificantes, para el tratamiento de la diabetes, como inmunomoduladores,

inmunoestimuladores, y antioxidantes &2,

La obtencion de xilooligosacaridos (XOS) a partir de biomasa lignocelulésica se realiza
generalmente mediante dos estrategias. La primera estrategia consiste en un solo paso, donde
se lleva a cabo una hidrolisis, mediante tratamiento térmico, ya sea con vapor de agua 0 agua
caliente, a temperaturas y presiones elevadas. La segunda estrategia consiste en dos pasos,
combinando un tratamiento hidrotérmico o quimico con hidrélisis enzimatica, en la cual se
emplean endo-1,4-B-xilanasas; esta enzima cataliza la hidrélisis de los enlaces 1,4-B-xilosa del
xilano, teniendo como resultado la liberacion de moléculas mas pequefias como Xxilotriosa,
xilobiosa y xilosa *. El tratamiento hidrotermal se considera un proceso de refineria de biomasa
ecoamigable ya que no hace uso de quimicos mas que de agua; ademas, no provoca problemas
significativos de corrosion y permite la solubilizacion de los hidrolizados de hemicelulosa sin
que se produzca una hidrdlisis completa 2. Sin embargo, durante el tratamiento de la biomasa
lignoceluldsica, no queda exenta la formacion de diversos compuestos (impurezas) no
deseados, que incluyen monosacaridos, acido acético, derivados de lignina soluble, compuestos
inorganicos solubles y furfural, lo cual afecta de manera adversa la propiedad prebidética de los
XQOS, por lo que una eficiente purificacion de estos compuestos resulta ser un proceso necesario

de vital importancia 4.

Para la purificacion de XOS existen diversos métodos con el objetivo de eliminar productos
secundarios no deseados. Entre las metodologias generalmente empleadas se encuentra la

cromatografia de intercambio idnico, el uso de carbon activado, el sobre encalado y la
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extraccion por solventes. Sin embargo, estas metodologias presentan ciertas desventajas: la
cromatografia de intercambio i6nico implica altos costos y no es adecuada para la produccion
a gran escala; el uso de carbdn activado involucra la necesidad de emplear grandes cantidades
de este material aumentando los costos operacionales, ademas de que una cierta cantidad de
XOS puede perderse cuando se utiliza carbon activado y en el caso de la extraccion por

solventes, el tiempo de proceso es largo y el rendimiento de recuperacion bajo 4.

Dentro de las diferentes estrategias de purificacion, la tecnologia basada en membranas ha
surgido como una alternativa prometedora para purificar XOS, haciendo uso generalmente de
membranas de ultrafiltracion (UF) y nanofiltracion (NF). Esta tecnologia resulta atractiva
debido al ahorro de energia que implica, su alta eficiencia y por ser amigable con el medio
ambiente °. Los trabajos empleando esta tecnologia para la purificacion de XOS aln son
escasos, sin embargo, ya se ha explorado el fraccionamiento en serie de XOS empleando
membranas a partir de diferentes fuentes como tallos de algodon y céscaras de almendra 6, 7.
Diversos antecedentes en el uso de esta tecnologia para fraccionar y purificar oligosacaridos
(como los XOS) en moléculas de tamafios especificos deseados, le han conferido un merecedor
reconocimiento de aplicabilidad para este fin. Algo en lo que coinciden diversos estudios es
que el rendimiento, en el caso de utilizar membranas de nanofiltracion, puede verse afectado
tanto por las caracteristicas de las membranas o de los oligosacaridos a purificar 8. Con
relacion a este tema, el proceso de diafiltracion (DF) surge como una operacion beneficiosa, la
cual consiste en la adicidn de un disolvente, generalmente agua, al deposito de alimentacion
con el fin de concentrar un producto en el retentado o recuperarlo en el permeado, este enfoque
es una estrategia para mejorar el rendimiento de la concentracion o recuperacion de XOS de
bajo peso molecular como xilobiosa (X2) y xilotriosa (X3), los cuales poseen un alto potencial

prebiotico. Al tratarse de una operacion simple y con resultados notables, la diafiltracion tiene
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potencial para aplicarse ampliamente en futuros estudios basados en la tecnologia de

membranas °.

En el presente trabajo, con el fin de producir XOS a partir de residuos agricolas de cebolla
(Allium cepa) y de maiz (Zea mays), se evaluard la aplicacion de un tratamiento hidrotermal
utilizando agua como solvente, seguido de una etapa de purificacion y concentracion basada
en tecnologia de membranas, empleando membranas de ultrafiltracion (UF) y nanofiltracion

(NF).
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HIPOTESIS
Dado que los residuos agroindustriales de cebolla y maiz son materiales lignocelulésicos
compuestos por fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina con potencial para producir
xilooligosacaridos (XOS), es posible que se logre una eficiente obtencion de XOS al emplear
un proceso de hidrélisis hidrotérmica seguido de una etapa de purificacion y concentracion de

los oligosacaridos obtenidos, mediante filtracion por membranas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el proceso hidrotérmico para la hidrdlisis de la fraccion de hemicelulosa de residuos
de cebolla (Allium cepa) y maiz (Zea mays) y posterior purificacion con membranas de los

xilooligosacaridos (XOS) producidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de las hojas de cebolla y
pancas de maiz, obtenidos de un campo agricola del distrito de Tiabaya y del mercado
“La Chavela”, respectivamente.

2. Evaluar diferentes condiciones de temperatura y tiempo, con el fin de determinar las
mejores condiciones para la reaccion de hidrélisis hidrotérmica necesaria para la
hidrolisis de la fraccion de hemicelulosa presente en los residuos de cebolla y maiz.

3. Evaluar el potencial de membranas de ultrafiltracion (UF) y nanofiltracion (NF) para la
purificacion y concentracion de XOS.

4. Cuantificar la xilosa y XOS obtenidos, en las diferentes etapas de hidrdlisis
hidrotérmica y filtracion por membranas, mediante la técnica de cromatografia liquida

(HPLC).
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES
A continuacién, se muestra el cuadro con las variables dependientes e independientes,
considerando solo las etapas donde se evaluarad la influencia de variables. Las etapas no
consideradas en el cuadro de variables se realizaran acorde a procedimientos ya establecidos

en otros estudios.

Tabla 1. Variables e Indicadores.

VARIABLES
ETAPAS Independientes Dependientes
Indicadores Unidades Indicadores Unidades
Tiempo de Compuestos
Minutos (min) geac/L
hidrolisis fenolicos totales
Tratamiento Concentracion
g de xilosa/L
hidrotermal | Temperatura del de xilosa
°C
proceso Concentracion
g de XOS/L
de XOS (X2-X4)
Tamafio de poro Dalton (Da) Concentracion
g de xilosa/L
Filtracion por Presion Bar de xilosa
membranas pH - Concentracion
g de XOS/L
Temperatura °C de XOS (X2-Xa4)
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO
1.1. Cebolla
1.1.1. Importancia del cultivo
La cebolla (Allium cepa L.), es uno de los cultivos alimentarios mas importantes del mundo
ocupando el tercer lugar después de la papa y el tomate *°. Su cultivo se conoce desde hace mas
de 4000 afios, con un posible origen en Asia Central; actualmente se extiende por todo el mundo
gracias a su alta adaptabilidad a diferentes climas y suministros de agua. El bulbo, la parte mas
utilizable de esta hortaliza, finaliza su formacion luego del primer afio de crecimiento, por lo
que es considerado como cultivo anual, a pesar de tratarse de una planta bienal %,
Morfologicamente el bulbo consta de bases de hojas orientadas cilindricamente, Ilamadas
escamas, las cuales se encuentran unidas a un tallo corto en forma de disco (placa basal). Estas
escamas acumulan agua y productos de la fotosintesis, lo que las lleva a hincharse formando el
bulbo. A medida que este madura, las escamas externas se convierten en una piel seca e
impermeable, lo que ayuda a prevenir la desecacion *°. Desde la antigiiedad, la cebolla se ha
utilizado tradicionalmente en medicina popular y como ingrediente casi universal en la
preparacion de alimentos, por lo cual su cultivo se realiza de diferentes maneras, segin su
forma, color, tamafio, contenido de materia seca y picor 2.
1.1.2. Produccion
La produccion de cebolla se divide en tres segmentos principales de productos: bulbos para el
mercado de productos frescos, cebollas deshidratadas para el procesamiento de alimentos y
cebollas verdes para ensalada para consumo fresco 2. La produccion mundial de bulbos de
cebolla en 2018 se estim6 en 96,7 millones de toneladas, segun datos recopilados por la FAO
en 2020, siendo los mayores productores los paises asiaticos, los cuales representan el 67,5%

de la producciéon mundial, donde destacan China e India; por otro lado, los paises europeos
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generan el 9,3% de la produccion mundial, del cual el 66% proviene de paises pertenecientes
a la Uni6n Europea, siendo los mas importantes Espafia y Holanda °. Los paises de América
del Sur aportan un 9% a la produccion mundial, con Brasil, Peru, Argentina, Colombia y Chile
a la cabeza ?2. A nivel nacional, 04 regiones concentraron el 90,1% de la produccion de cebolla
en 2017, estas regiones fueron: Arequipa con una participacion de 62,3%, Ica con 20,9%, La
Libertad con 3,8% y Lima con 3,3% 23, Siendo considerado el principal productor de cebolla
el departamento de Arequipa, el cual concentré el 60,9% de la produccion nacional en 2019 *,
Respecto a su almacenamiento, las cebollas se pueden almacenar hasta por 9 meses si se
dispone de refrigeracion o almacenamiento en atmdsfera controlada, esta caracteristica resulta
ventajosa para su produccion masiva, lo cual beneficia su prevalencia en todo el mundo 2*. Aun
asi, el almacenamiento prolongado de cebollas a granel puede resultar en pérdidas notables de
hasta un 25-30%, por lo cual una estrategia para garantizar la estabilidad del producto y
proteger su calidad sensorial especifica es su procesamiento. Es por esto por lo que el mercado
internacional se encuentra cada vez mas enfocado a productos deshidratados como hojuelas,
aros, grénulos, polvo, etc., y a cebolla procesada, congelada o enlatada, en vinagre y en
salmuera. Cabe resaltar que la demanda y produccién de cebolla viene en aumento cada afio,
esta tendencia quedo evidenciada en los afios 2008 a 2018 ya que, entre esos 10 afios, la
produccion de cebolla aumentd aproximadamente un 30% %,

1.1.3. Generacion de residuos

Por lo general, las hojas de esta hortaliza se descartan en el campo después de la cosecha, ya
que el producto de interés es el bulbo #; por otro lado, durante el procesamiento de cebolla se
generan desechos como las pieles, escamas carnosas externas (generalmente 2), raices y la
parte superior (punta) de los bulbos; resultado del pelado mecéanico de los mismos; también
llegan a descartarse los bulbos deformados, dafiados o podridos, al no ser aptos para su uso o

consumo 2°. A manera de ilustrar la cantidad de residuos de cebolla generados, se presenta el
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caso de la Union Europea, la cual, segun la bibliografia disponible, produce de manera anual
500.000 toneladas de residuos de cebolla, principalmente en paises con una produccion
significativa, como Espafia, Paises Bajos y Reino Unido 2?4 La eliminacion por maneras
convencionales de los desechos de cebolla plantea ciertos problemas ya que estos residuos no
pueden utilizarse como forraje debido a su aroma y posible toxicidad; también su compostaje
es limitado por la alta susceptibilidad al crecimiento del fitopatdgeno Sclerotium cepivorum
(podredumbre blanca) y al alto contenido de compuestos azufrados; asimismo, la combustion

de los residuos de cebolla es bastante cara debido al alto contenido de humedad 2.

1.2. Maiz Blanco Urubamba (Blanco Gigante Cusco)

1.2.1. Importancia del cultivo

El maiz (Zea mays) blanco gigante es originario del departamento del Cusco, del Valle Sagrado
de los Incas, comprendido en las provincias de Urubamba y Calca, entre los 2600 y 3050
m.s.n.m. de altitud. Pertenece a la variedad blanco Urubamba y a la raza Cusco gigante,
denominado asi por el tamafio de sus granos. Esta raza pertenece al grupo de maiz amilaceo y
es el mas importante, en materia econdmica, entre las otras variedades de maiz cultivados en
la region del Cusco por la calidad de sus granos, determinada por su gran tamafio, textura suave
y color blanco °.

1.2.2. Produccion

El maiz blanco gigante, como ya se ha mencionado, es de procedencia cusquefia, cultivado en
las provincias de Calca y Urubamba, donde el 90% del area cultivable esta destinado a este
maiz. Los aspectos climaticos y del suelo en las zonas de cultivo hacen que presente
caracteristicas Unicas, que no podrian darse en otros lugares del Per(. Estos factores
ambientales han permitido que este tipo de maiz sea una de las razas mas evolucionadas del

pais, con alta fertilizacion y poblaciones de 55000 plantas/ha. La provincia de Calca es la
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principal zona para este cultivo, presentando los mayores indicadores de produccion, llegando
a producir casi 5 toneladas al afio, con un nivel de rendimiento de 4,6 t/ha °. El maiz Blanco
Gigante Cusco es una de las variedades de mayor volumen de comercializacion en el mercado
nacional y el de mayor volumen de exportacion. En el pais y en algunos lugares del exterior
existen variedades de granos similares en apariencia externa, pero no cuentan con las
dimensiones, suavidad y densidad o peso especifico del maiz blanco gigante, caracteristicas
aparentemente determinadas por el origen genético o por la influencia ambiental de la zona de
produccion %,

1.2.3. Generacion de residuos

La mayor parte de generacion de residuos se da en la etapa de cosecha, los tallos son cortados
tanto para obtener choclo como para obtener grano. Por lo general es costumbre vender las
plantas en pie y el comprador se encarga de la cosecha dejando el follaje para el productor 2°.
Los principales residuos generados resultantes del cultivo de maiz son sus mazorcas y hojas,
estos residuos representan el 20-30% de la cosecha de maiz y son considerados subproductos
de bajo beneficio ?°. En general, el rastrojo de maiz generado es clasificado como un residuo,
y no como un cultivo energético ni mucho menos como un desperdicio. El rastrojo de maiz es
dejado en los campos luego de la cosecha, y su valor se deriva de su contribucion a la materia

organica del suelo %'.

1.3. Biomasa lignocelul6sica

Generalmente, la mayoria de los desechos agroindustriales estan compuestos de materiales
lignoceluldsicos o polimeros basicos como: lignina, una estructura fendlica; celulosa, una
cadena de polimero lineal formada por unidades repetitivas de celobiosa (disacarido) y
hemicelulosa, un heteropolisacarido; el porcentaje de cada compuesto varia segun el tipo de

biomasa, aun asi los rangos suelen oscilar entre el 30% y el 50% (p/p) de celulosa, el 15% y el
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25% (p/p) de lignina y entre el 20% y el 40% (p/p) de hemicelulosa ?®2°. Esta biomasa
lignoceluldsica es considerada el residuo agricola mas abundante disponible en el mundo . Es
por tanto una materia prima muy prometedora para las biorrefinerias, su valorizacion es una
fuente abundante de vectores energéticos Utiles, compuestos quimicos e ingredientes,
pudiéndose obtener productos de valor agregado como: monosacaridos (glucosa, xilosa,
manosa, fructosa, arabinosa y mas), oligosacaridos (fructo- o FOS, xilo- o XOS, galacto- o
GOS, lactosacarosa, etc.), biocombustibles (etanol, butanol, dimetiléter, biodiesel e
hidrogeno), compuestos bioactivos (flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, terpenoides y
carotenoides), nanocelulosa (bacteriana y la relacionada con la madera), lignina y sus derivados
(fuente de compuestos aromaticos a partir de biomasa y posible sustituto de la fraccion
aromatica o BTEX producida en refinerias de petréleo) 3. Es por ello por lo que los oligémeros
de celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina y otros polimeros relacionados con la biomasa
lignocelulésica, como la quitina, componen una clase de compuestos de valor agregado con un
enorme potencial =,

1.3.1. Lignina

Reconocidos por su rica variabilidad y nimero de grupos funcionales, los oligémeros de lignina
se han aplicado multiples veces en productos basicos, materiales avanzados y revestimientos
32 Sin embargo, su despolimerizacion resulta compleja de controlar hoy en dia, mientras que
la propia lignina es relativamente inerte como ingrediente material, lo que dificulta su inclusion
en materiales novedosos. La lisis efectiva de polioles, importantes en la formulacion de
poliuretano, parece una aplicacion prometedora de lignina, la cual representa el 15 al 40% del
peso seco de la biomasa lignocelulésica. Para hacerla mas reactiva, la lignina puede convertirse
en fracciones de menor peso molecular mediante una variedad de rutas cataliticas (acidas,
béasicas, con déxidos metalicos, liquidos idnicos y enzimas) y en condiciones subcriticas y

supercriticas utilizando varios disolventes. Sin embargo, estos procesos necesitan potenciarse
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tanto en el punto de vista técnico como econdmico, ya que las duras condiciones de presion y
temperatura requeridos hacen inviables estas operaciones 2.

1.3.2. Celulosa

La celulosa es un biopolimero homopolisacarido de muy alto peso molecular de naturaleza
refractaria (puede presentar de 90%-95% de cristalinidad), organizado en nanofibrillas de
celulosa ensambladas, las cuales componen microfibrillas, que a su vez conforman ensambles
de orden superior como las macrofibrillas . Generalmente, estas microfibrillas de celulosa
estan recubiertas, dentro de las regiones cristalinas, con diferentes porcentajes de matriz amorfa
de lignina, hemicelulosa, proteinas, compuestos organicos e impurezas. Esta region amorfa es
relativamente facil de romper, lo que no se repite con la region cristalina debido a los enlaces
de hidrégeno de los grupos hidroxilo presentes en ella. EI dominio amorfo puede eliminarse
mediante procesos mecanicos, quimicos o una combinacién de ambos, para la produccion de
materiales de valor agregado como nanofibrillas o nanocristales de celulosa, las cuales
presentan un potencial en aplicaciones alimentarias; sin embargo, existen algunas limitaciones
para su completa comercializacion debido a su elevado coste de produccion y consumo de
energia, ademas de ciertas preocupaciones sobre los riesgos potenciales de las nanoparticulas
para la salud humana y medio ambiente 2. Por otro lado, la celulosa también puede utilizarse
para la produccién de celooligémeros (COS), lo cual implica su despolimerizacion, ya sea por
hidrdlisis o por via oxidativa. Estos COS han demostrado creciente utilidad en la formulacion
de complementos alimenticios, sin embargo, son menos estudiados que otros oligosacaridos
debido a la naturaleza refractaria de la celulosa *2.

1.3.3. Hemicelulosa

Las hemicelulosas, también conocidas como poliosas, son el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza, estan presentes en la pared celular de las plantas con una asociacion

cercana con la celulosa y lignina, lo que contribuye a la rigidez de la pared celular. Estos
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polisacaridos son parcialmente solubles en agua y solubles en alcali diluido, lo que hace posible

33 La fraccién de hemicelulosa en la biomasa

su separacion en este tipo de medio
lignoceluldsica es una rica fuente de xilooligosacaridos y manooligosacaridos. Las
hemicelulosas son heteropolisacaridos ramificados linealmente, con un peso molecular
relativamente bajo (alrededor de 15 kDa), muy ricos en Xxilosa, galactosa, fructosa, glucosa y
manosa, ademas de arabinosa y acido urénico . Una de las principales fracciones poliméricas
de las hemicelulosas es el xilano, un polimero de xilosa unido por enlaces -1,4-xilosidicos
que puede despolimerizarse mediante operaciones acidas, enzimaticas, mecanicas y térmicas
(y algunas de sus combinaciones) a xilooligosacaridos (xilobiosa, xilotriosa, hasta xilodecaosa)
0 XOS. Por su lado, los manooligosacéaridos pueden derivarse de mananos (tanto a- y -
mananos, de levaduras y plantas, respectivamente), glucomananos, galactomananos y
glucogalactomananos, que pueden degradarse mediante una variedad de enzimas que actian
sobre los enlaces B-1,4 entre los restos glicosidicos: P-mananasas, [-manosidasas, [-
glucosidasas y algunas enzimas auxiliares (a-galactosidasas y acetilmanano esterasas) 3.
1.3.3.1. Purificacion fraccionada de hemicelulosas

Las hemicelulosas, por lo general, estan unidas a otros componentes de pared celular como
celulosa, proteinas, lignina y compuestos fendlicos mediante enlaces covalentes y de hidrégeno
e interacciones ionicas e hidrofobicas %. Existen diferentes métodos de aislamiento de
hemicelulosas, entre los cuales se destacan la extraccion mediante tratamiento alcalino,
extraccion con solventes organicos, tratamientos mecanico-quimicos (ultrasonidos o uso de
extrusor de doble husillo) y tratamientos hidrotermales (explosion de vapor o irradiacion con
microondas). También existen metodologias para la purificacion fraccionada de hemicelulosas
como precipitacion con etanol, precipitacion con sulfato de amonio, precipitacion con complejo
de yodo, precipitacion supercritica antisolvente, cromatografia de columna, separacion por

membranas, entre otras.
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Aislamiento de Hemicelulosas - Tratamiento Alcalino

El interés en el aislamiento de hemicelulosas a partir de biomasa lignoceluldsica se ha
incrementado en los ultimos afios, teniendo como principal objetivo encontrar una metodologia
adecuada para la liberacion selectiva de todas las hemicelulosas de otros componentes de la
pared celular, sin implicar su degradacion durante los procesos de aislamiento. El tratamiento
alcalino es uno de los métodos empleados para este fin. Se entiende que el aislamiento de la
matriz de hemicelulosa resulta restringido por los enlaces que forma con la lignina (enlaces
covalentes, principalmente enlaces a-bencil éter) y con unidades acetilo y A&cidos
hidroxicinamicos (enlaces éster), ademés de que los enlaces de hidrogeno entre los
componentes individuales (polisacéridos) de la pared celular impiden también el aislamiento
de los componentes de hemicelulosa. La extraccion alcalina ha demostrado ser una forma
efectiva para la remocion de hemicelulosas, los tratamientos alcalinos aplicados a materiales
lignocelul6sicos logran la ruptura de la pared celular al disolver hemicelulosas, lignina y silice,
hidrolizando ésteres urénicos y acéticos e hinchando la celulosa, disminuyendo su cristalinidad.
Ademas, este tipo de tratamiento corta los enlaces inicialmente mencionados, como los a-éter
entre la lignina y las hemicelulosas; asi como los enlaces éster entre las hemicelulosas y/o
ligninay los &cidos hidroxicinamicos, como los &cidos p-cumarico y feralico. Sin embargo, las
extracciones alcalinas tienen la desventaja de desacetilar las hemicelulosas *. Las
hemicelulosas extraidas alcalinamente se precipitan, en parte, por neutralizacién o
acidificacion suave, y en parte, por la posterior adicion de un exceso de acetona o etanol. El
tipo de alcali, la concentracion, el tiempo y la temperatura tienen un efecto notable en el
rendimiento de recuperacion de hemicelulosas .

Purificacion Fraccionada de Hemicelulosas - Precipitacién con Etanol

Las hemicelulosas, heteropolisacaridos no celulésicos de cadena ramificada corta, estan

constituidas por varias unidades diferentes de azUcar, dispuestas en diferentes proporciones y
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con diferentes sustituyentes. Varias técnicas de fraccionamiento han sido empleadas con el fin
de obtener fracciones mas homogéneas de estos heteropolisacaridos, ya que generalmente,
como ya se ha mencionado, estos varian en caracteristicas estructurales 3. Extracciones
sucesivas con solventes neutros o alcalinos lograrian el aislamiento fraccionado de
hemicelulosas, sin embargo, las hemicelulosas aisladas seguirian siendo una mezcla de
diferentes polisacaridos. Para la obtencion de fracciones hemiceluldsicas homogéneas es
necesaria una purificacion de las hemicelulosas aisladas. Como se ha descrito previamente, las
hemicelulosas pueden ser aisladas a partir de materiales lignocelul6sicos mediante extraccion
con soluciones alcalinas, y su recuperacion por neutralizacion y precipitacion con etanol ha
llevado a esta secuencia de procedimientos a ser la metodologia de fraccionamiento
convencional méas utilizada. Esta practica ha llevado a identificar tres tipos de hemicelulosas,
las “hemicelulosas A” representan la fraccion insoluble en agua que precipita al neutralizar un
extracto alcalino a un pH de 4,5-5,0 con acido acético; mientras que las “hemicelulosas B’ son
aisladas mediante una precipitacion con 3 volumenes de etanol, y la parte restante,
generalmente desechada, es denominada “hemicelulosas C”. Se cree que el primer tipo de
hemicelulosas son homogéneas, mientras que las hemicelulosas B son una mezcla de varios
polimeros diferentes, tanto lineales como ramificados y, por otro lado, las hemicelulosas C son
polimeros mas ramificados y de bajo peso molecular *°.

Como ya se ha mencionado, uno de los principales métodos de recuperacion y purificacion de
hemicelulosas es la precipitacion de las fracciones de polisacaridos mediante la adicion de
disolventes orgénicos miscibles a soluciones acuosas. El etanol es el solvente mayormente
utilizado, pero también pueden emplearse otros solventes organicos como metanol y acetona.
Las precipitaciones repetidas en etanol pueden aumentar la pureza de la hemicelulosa obtenida,
sin embargo, no siempre se cumple esto debido a que pueden coprecipitar otros polisacaridos

disueltos, lo cual significaria un problema. Esta operacion de precipitacion fraccionada esta
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influenciada por el tiempo y temperatura, variables que tienen influencia sobre los cambios

conformacionales que conducen a la agregacion molecular .

1.4.  Xilooligosacaridos (XOS)

Los xilooligosacaridos son oligdmeros de azlicar compuestos por unidades de [B-D-
xilopiranosil (xilosa) unidas a través de enlaces f (1—4)-xilosidicos. Estos azUcares, presentes
de forma natural en los brotes de bambd, frutas, verduras, leche y miel, son producidos
industrialmente mediante la hidrdlisis del xilano a partir de biomasa lignoceluldsica. Los
xilooligosacaridos han ganado valor en el mercado debido a su efecto prebidtico, en humanos
y animales, a dosis bajas (1,4 g/dia en adultos). Diversos beneficios para la salud han sido
documentados respecto a estos oligémeros, que incluyen la reduccion del colesterol en sangre,
aumento en la absorcién de calcio, efectos antioxidantes, mantenimiento de la salud
gastrointestinal, riesgo reducido de cancer de colon, efecto citotoxico sobre células leucémicas
humanas y beneficios para pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Los XOS fueron reconocidos
como oligosacaridos prebidticos por la Asociacion Internacional de Probioticos y Prebidticos
(ISAPP), sin embargo, son considerados como prebidticos emergentes debido a que se requiere
mayor evidencia de su resistencia a la digestion gastrica y estimulacién selectiva del
crecimiento de microbiota de bacterias beneficiosas. Los XOS poseen otras caracteristicas que
aumentan su atractivo industrial como su alto rango de estabilidad para temperaturas de hasta
100°C y rangos de pH de 2,5-8; su bajo valor caldrico y su poder edulcorante, convirtiéndolos

en ingredientes ideales para alimentos funcionales y edulcorantes dietéticos *°.

1.5.  Produccion de XOS

Los factores que afectan el costo total de produccion industrial de XOS incluyen la

disponibilidad de diferentes materiales lignocelulésicos y su pretratamiento, las enzimas
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xilanoliticas y su reciclabilidad, el tipo de hidrdlisis xilanolitica, el disefio del biorreactor y la
purificacién del producto. Estos factores deben investigarse y seleccionarse adecuadamente
para garantizar la produccion sostenible y limpia de XOS *. También se debe tener en cuenta
que de entre los XOS existentes, los que presentan mayor potencial prebidtico y, por tanto, un
mayor atractivo comercial, son aquellos con grados de polimerizacion de 2 a 6. Debido a esto
se han realizado varios estudios evaluando diferentes estrategias de produccion y purificacion,
con el fin de encontrar un proceso de produccion que permita obtener el mayor rendimiento de
XOS con grados de polimerizacion del rango deseado. Generalmente, la produccion de XOS a
partir de biomasa lignoceluldsica se realiza a través de dos principales estrategias: procesos de
un solo paso, generalmente empleando autohidrdlisis; y procesos que combinan dos etapas:
pretratamiento, donde se pueden emplear procesos térmicos, fisicos, quimicos o la
combinacién de ellos; y un tratamiento posterior, donde generalmente se aplica hidrolisis
enzimética. Actualmente, este ultimo enfoque (el de dos pasos) es la estrategia mas empleada
para la produccion de XOS, debido a que la autohidrolisis, en el enfoque de una sola etapa,
presenta desventajas como altos requerimientos energéticos y una alta produccion de
subproductos no deseados, los cuales encarecen los costos de produccion al generar dificultades
en la purificacion del producto final *°.

1.5.1. Primera estrategia: Procesos de una sola etapa

Como ya se ha mencionado, la autohidrodlisis es el tratamiento generalmente empleado cuando
se trata de esta primera estrategia. Este y otros tipos de tratamiento hidrotermal se consideran
altamente eficientes desde un punto de vista ambiental, energético y econdmico, y estan
asociados a la aplicacion de agua como solvente a altos rangos de temperatura y presion. El
tratamiento hidrotermal tiene diversas ventajas como un costo competitivo, la limitacion del
uso de catalizadores y sus propiedades sostenibles y eco amigables. Ademas, esta técnica

promueve la extension del area de contacto entre el agua y la superficie de la materia prima lo
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cual aumenta sensiblemente la disolucion de hemicelulosa (nhuestra fraccion objetivo) haciendo
posible la recuperacion del producto y aumentando el rendimiento de los procesos en caso de
aplicarse después una hidrolisis enzimatica, lo que corresponderia ya a la segunda estrategia
de produccion de XOS, donde se combinan dos etapas . Usar esta técnica de tratamiento
hidrotermal para el fraccionamiento de la biomasa puede resultar en la obtencion de un extracto
rico en hemicelulosa, la cual a menudo se compondréa de oligémeros de xilano. Adicional a ello
también puede utilizarse para la separacion enfocada a celulosa o lignina, aspecto que destaca
la relevancia que tiene este tipo de tratamiento en un concepto de biorrefineria . Los efectos
del tratamiento hidrotermal se pueden resumir en los siguientes cinco pasos *°: (i) escision de
hemicelulosa en oligémeros de peso molecular decreciente, ya que en esta etapa inicial se
produce el fraccionamiento completo de la estructura; (ii) autohidrdlisis, proceso que ocurre a
través de la desacetilacion de la hemicelulosa; (iii) disolucion de hemicelulosa y transferencia
de masa entre la fraccion solida y la liquida; (iv) produccion de monémeros de azdcar, asi como
de productos de degradacion, como furfural e hidroximetilfurfural (HMF); y (V)
modificaciones en la porosidad del sélido, que pueden causar extraccion, hinchamiento y
compactacion de la biomasa %4, En los procesos hidrotermales se debe tomar en cuenta la
naturaleza y alcance de las diferentes técnicas que pueden aplicarse, ademas de la severidad de
la reaccion, la cual esté relacionada con el tiempo de residencia, la temperatura y la carga del
catalizador. Los procesos mas severos tienden a generar concentraciones mas elevadas de
productos de degradacion (furfural e HMF) los cuales tienen un efecto adverso en organismos
fermentadores en etapas posteriores de conversion a otros productos *’. Las temperaturas
tipicas en los tratamientos hidrotermales son superiores a los 100°C, lo que implica que se
requiere una presion superior a la presion del vapor de agua con el fin de mantener el agua en
su estado liquido *2, Seguin la temperatura y presion de la reaccion se pueden identificar dos

tipos de tratamiento hidrotermal: el proceso subcritico y el proceso supercritico. Respecto al
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primero, este puede incluir explosidn de vapor no catalizada (Steam explosion — SE), explosion
de vapor catalizada por acido (Acid-catalized steam explosion - ACSE), y agua liquida caliente
(Liquid-hot water - LHW); y opera por debajo del punto critico del agua pura (374°Cy 22,1
MPa), contrario al proceso supercritico (Supercritical water hydrolysis - SCW), el cual opera
por encima de este punto . SE (también llamada autohidrolisis) y LHW son las dos técnicas
generalmente empleadas para el tratamiento hidrotermal de la biomasa lignocelul6sica y
consecuente recuperacion de hemicelulosa, ningin quimico es afiadido en el proceso (solo
agua) por tal motivo ambas técnicas son consideradas eco amigables *'.

1.5.2. Segunda estrategia: Procesos que combinan dos etapas

15.2.1. Etapa I: Pretratamiento

La eficiencia de la produccion de XOS depende del pretratamiento de los sustratos
lignoceluldsicos para hacer que las moléculas de xilano estén disponibles para las enzimas
xilanoliticas, por lo tanto, la eficiencia del pretratamiento determina el rendimiento final de
XOS *, Entre los varios métodos de pretratamiento conocidos, tenemos el pretratamiento
hidrotermal, que se lleva a cabo durante la autohidrolis, el cual utiliza altas temperaturas que
van generalmente entre los rangos de 160 a 210°C en la region subcritica del agua, este requiere
una cantidad muy baja de productos quimicos, pero tiene un alto consumo de energia, debido
a las condiciones de temperaturas y presiones altas con las que se trabaja *; esta metodologia
se apoya en el hecho de que la hemicelulosa es vulnerable a la exposicion al agua a altas
temperaturas y presiones, ya que esta penetra en las estructuras de las células vegetales,
hidratando la celulosa y despolimerizando la hemicelulosa *. Respecto al pretratamiento acido,
en este se utilizan diferentes tipos de reactivos como acidos inorganicos (acido sulfurico, acido
nitrico, acido clorhidrico y acido fosforico) y acidos organicos (&cido acético, acido formico y
acido propidnico) a altas temperaturas y presiones, los cuales causan la ruptura de los enlaces

glicosidicos en la cadena de hemicelulosa, y la seguida liberacién de oligosacaridos y de
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productos no tan deseados como monosacaridos y compuestos toxicos *. En el caso del
pretratamiento alcalino, este se realiza utilizando una solucidn alcalina suave en condiciones
de temperatura y presion leves, a diferencia de la autohidrdlisis y del pretratamiento acido, los
cuales emplean altas temperaturas y presiones ; este tipo de pretratamiento genera que el
enlace de hidrdgeno existente entre la celulosa y hemicelulosa se interrumpa por los iones
hidroxilo de la solucion alcalina *°. Para el pretratamiento oxidativo, se utilizan agentes
oxidantes como el perdxido de hidrogeno y el &cido acético, estos oxidan las moléculas de
ligninay facilitan la liberacion de hemicelulosa y celulosa *2. Existen diferentes complicaciones
con estos métodos de pretratamiento, a modo de sintesis se sabe que el tratamiento hidrotermal
durante la autohidrdlisis también produce componentes toxicos y no deseados como
monosacaridos, lignina, furfurales e hidroximetilfurfural; este pretratamiento también carece
de especificidad, produciendo una gran cantidad de XOS con un alto grado de polimerizacion
y xilosa, indeseable para aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica, y al requerir
altas temperaturas es necesario el uso de equipos especializados. Por otro lado, el
pretratamiento quimico, al utilizar fuertes condiciones alcalinas y &cidas para la hidrolisis,
causan corrosion de los equipos utilizados y contaminacion ambiental. Sin embargo, se sefiala
que el pretratamiento quimico, asi como el pretratamiento fisico, seguido de la hidrolisis
enzimatica, son mas efectivos cuando se usan en combinacién entre si que la aplicacion de
hidrdlisis fisica o hidrolisis quimica solas .

1.5.2.2. Etapa I1: Hidrolisis enzimatica

Después de la solubilizacion o extraccion de la hemicelulosa a partir de biomasa
lignocelulosica, los XOS pueden producirse mediante métodos quimicos, hidrotermales
(autohidrdlisis) o enzimaticos; sin embargo, actualmente la hidrdlisis enzimatica es el método
preferido en la produccion de XOS para la industria alimentaria, ya que es amigable con el

medio ambiente y no produce subproductos no deseados, lo que permite la aplicacion de
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procedimientos mas simples para la purificacion final de XOS. La hidroélisis enzimatica de la
cadena central es producida principalmente por endo-1,4-p-xilanasas, las cuales catalizan la
hidrolisis de los enlaces 1,4-B-xilosa en la cadena principal. La accion de la xilanasa se resume
en escindir los enlaces glicosidicos internos en la estructura principal del xilano, produciendo
XOS en los primeros pasos y luego moléculas mas pequefias como xilotriosa, xilobiosa y
xilosa. Sin embargo, cabe mencionar que este tipo de tratamiento requiere de tiempos de
reaccion mas largos a diferencia de la hidrolisis acida y autohidrolisis, ademas de ser un proceso
que requiere un poco mas de inversion economica debido a los altos precios de enzimas
comerciales 3. Las enzimas xilanoliticas incluyen exoxilanasas, [-xilosidasas, f-
endoxilanasas, y enzimas desramificantes; siendo de gran interés las endoxilanasas para la
produccion de XOS, ya que evitan la produccion no deseada de xilosa. Las enzimas
xilanoliticas pueden ser producidas por diferentes grupos microbianos como bacterias, hongos,
levaduras y actinomicetos, dentro de los cuales se han estudiado mas las xilanasas provenientes
de bacterias y hongos. Las xilanasas comerciales se obtienen principalmente de fuentes
fangicas y, como se menciond anteriormente, estas suelen ser caras. Como alternativa para ello,
algunos investigadores optan por producir sus propias Xxilanasas a partir de diferentes
microorganismos (silvestres y modificados genéticamente), con un gran potencial de
produccion 6. Otra alternativa viable y atractiva que ademas aumenta la eficiencia del
catalizador es el uso de enzimas inmovilizadas; esta estrategia permite obtener biocatalizadores
mas estables que se pueden recuperar y reutilizar varias veces; asimismo, al utilizar este tipo
de catalizadores inmovilizados, se obtienen productos libres de enzimas, facilitando los pasos
de purificacion y reduciendo los costos operativos *.

1.5.3. Downstream o purificacion de XOS

La aplicabilidad de XOS en las industrias alimentaria y farmacéutica depende de la pureza de

estos, siendo deseable que el producto final contenga Xilobiosa (X2), xilotriosa (X3), xilotetrosa

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¥ ‘ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

(Xa4), xilopentosa (Xs) y xilohexosa (Xe). Por ello es necesario separar, del producto final, los
oligosacaridos superiores y los azicares monoméricos como la xilosa y glucosa, ya que estos
altimos modifican el valor calorico del producto. La concentracion de XOS deseada para
aplicaciones alimentarias en forma de prebidticos para consumo humano, es de 75 a 95% de
pureza. Por ello se requiere de procesos de purificacion eficaces para su aplicacion posterior a
la produccion de XOS. Entre los diferentes métodos de purificacion se tienen la extraccion con
solventes, la cual tiene una tasa de recuperacion baja y no es un método ecolégico; las técnicas
cromatogréaficas, que no son econdmicas para la purificacion a gran escala de XOS ya que
poseen un alto costo; y la tecnologia por filtracion por membrana, la cual resulta ser mas
favorable desde el punto de vista industrial a comparacion de los otros métodos. Esta Gltima
tecnologia tiene varias ventajas dentro de las cuales se pueden resaltar su menor requerimiento
energético y su escalado, el cual resulta relativamente facil y la hace econémicamente mas
favorable. En base a esto, la tecnologia de filtracién por membrana es recomendada para la

produccion a gran escala de XOS *°.
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CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS
1.1.  Lugar de ejecucién
Para el presente trabajo se utiliz6 el laboratorio de Bioprocesos del pabellon F (F-405), del
campus principal de la Universidad Catdlica de Santa Maria (UCSM). Los anélisis de HPLC
se realizaron en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos, ubicado en el mismo pabellon F
(F-404).
1.2.  Materiales
1.2.1. Insumos
e Residuos (hojas) de Cebolla roja arequipefia Allium cepa.
e Residuos (pancas) de Maiz blanco Urubamba Zea mays.
1.2.2. Reactivos quimicos
e Alcohol, 96°, Alsucorp
e El Acido sulftrico (H2SO4) al 96-97%, el Carbonato de Sodio (Na2COs), el Hidroxido
de Sodio (NaOH), el reactivo fenol de Folin-Ciocalteu, el Acido acético (glacial) al
100% y el Bromuro de Potasio (KBr), se obtuvieron de Merck & Co., Inc.
e Estandar de alta pureza: D(+)-glucosa, anhidro para bioquimica, Emsure Merck
o Estandar de alta pureza: D(+)-xilosa, Sigma Aldrich
e Estandar de alta pureza: L(+)-arabinosa, para microbiologia, Merck Millipore
e Estandar de XOS: Xilobiosa, Xilotriosa y Xilotetraosa pureza >95% (HPLC),
Megazyme
1.2.3. Materiales de laboratorio (vidrio, porcelana, metal, etc.)
e Extractor Soxhlet, probetas de vidrio, vasos de precipitado, tubos de ensayo, baguetas
de vidrio, matraces, matraces Kitasato, crisoles filtrantes, balones volumétricos, crisoles

de porcelana y viales de vidrio de 1,5 ml, para HPLC
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e Papel filtro cualitativo Whatman 4 (medida: 460 x 570 mm) y Whatman 40 (125 mm)

e Pinzas de metal, adaptadores de filtro de caucho, jeringas de 1y 100 ml

e Filtros de jeringa de nylon de 0,22 pum, Millex-GV

e Cartuchos de columna C18 (Waters Sep-Pak Vac 35cc, C1g— 10 Q)

e Cartuchos de tratamiento C18 (para jeringa)

e Membranas de 10000 Da (UF), Sterlitech (Synder Flat Sheet Membrane, ST, PES, UF);
membranas de 1000 Da (UF), Sterlitech (TriSep Flat Sheet Membrane, UAG0, PPA,
UF); membranas de 600-800 Da (NF), Sterlitech (Synder Flat Sheet Membrane, NFG,
PA-TFC, NF); membranas de 500 Da (NF), Sterlitech (Microdyn Nadir Flat Sheet
Membrane, NP0O30, PES, NF); membranas de 150-300 Da (NF), Sterlitech (SUEZ (GE)
Flat Sheet Membrane, DK, TFC, NF) y membranas de 150 Da (NF), Sterlitech (TriSep
Flat Sheet Membrane, TS80, PA, NF)

1.2.4. Aparatos y equipos

e Horno de calor y secado Binder FD56

e Molino manual

e Analizador de humedad Mettler Toledo HE73

e Balanza analitica (0,001 g — 210 g), OHAUS AR2140

e Balanza (0,01 g — 2200 g), OHAUS SPX2202

e Manta de calentamiento Preasion 98-11-C

e Bafio Maria, Witeg DH.WBO Series

e Autoclave, Witeg WAC 47

e Bomba de filtracién al vacio, Millipore

e Espectrofotometro UV-Visible, Genesys 150

e Mufla Thermolyne, Thermo Scientific

e Cocinilla eléctrica
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e Campana extractora, Biobase FH1200(X)
e Termoreactor Spectroquant TR420
e Cromatografo Liquido de Alto Rendimiento (HPLC), Thermo Scientific Ultimate 3000
e Knauer RI-Detector RefractoMax 520
e 300%7,7 mm Carbohydrate H+ 8u HyperRez XP Column, 1 PK
e 50x7,7 mm Carbohydrate H+ 8um HypeRez XP Guard Col, 1 PK
e Columna cromatografica (azlcares y XOS)
e Equipo de FTIR, Thermo Scientific Nicolet Summit FTIR Spectrometer
e Accesorios para equipo FTIR, Specac
e Reactores Parr sin agitacion de 25 ml
e Reactor Parr con agitacion de 2 L
e Sistema de filtracion: Sterlitech HP4750 High Pressure Stirred Cell (S/P: HP4750)
e Vortex VWR 10153-814
e Potenciometro Mettler Toledo FiveEasy
e Centrifuga Gemmy PLC-05
e Agitador magnético, VWR Hotplate/Stirrer
1.2.5. Software
e Chromeleon 7

e OMNIC Paradigm Desktop Software
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1.3.  Métodos
1.3.1. Produccién de XOS a partir de hojas de Cebolla (Allium cepa L.)

1.3.1.1. Obtencion y caracterizacién composicional de hojas de cebolla
Hojas de cebolla

Las hojas de cebolla roja Arequipefia (Allium cepa L.) fueron recolectados de un campo
agricola ubicado en el distrito de Tiabaya, en el lindero limite de Tunales y Pampas Nuevas,
en el momento justo de la actividad de cosecha. Las hojas, usualmente denominadas “tallos
falsos”, fueron recogidas directamente. Estos residuos fueron transportados al laboratorio,
limpiados y separados de material no apto, secados hasta una humedad menor al 10%, molidos
con un molino manual y almacenados en bolsas herméticas para su posterior analisis

composicional (contenido de extractivos, celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas) (Figura 1).

Figura 1. Obtencion (ay b) y preparacion (c y d) de hojas de cebolla. Nota: autoria propia.
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Caracterizacién composicional de hojas de cebolla

Se realiz6 la caracterizacion composicional de los residuos a fin de conocer el contenido de
extractivos, celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas de la biomasa. Los anlisis fueron
realizados en base a las metodologias y procedimientos propuestos por la National Renewable

Energy Laboratory (NREL), con ligeras modificaciones, utilizando muestras molidas 6%,
Determinacion de contenido de extractivos

Esta etapa se inicid con la medicién del contenido de humedad (porcentaje de humedad) de las
muestras, con el fin de trabajar con los valores de peso seco de cada una de ellas. El peso seco
se determind, para esta y otra muestras en esta y las siguientes etapas, con la ecuacion 1. La
extraccion se realizé mediante el método Soxhlet (Figura 2), y se adicion6 1-4 g de muestra
molida a sobres tarados de papel filtro. Se registro el peso de cada muestra contenida en los
sobres (la cantidad de muestra necesaria dependid de la densidad aparente de la biomasa). Este
ensayo se realizé por triplicado, es decir, se consideraron tres sobres de trabajo que, al colocarse
dentro de la cAmara del equipo Soxhlet, su altura no debia exceder la altura del tubo de sifon
del equipo. Tomando en cuenta ello, se procedio a ensamblar el resto del equipo Soxhlet. Las
muestras fueron sometidas a dos extracciones exhaustivas de 6 horas cada una, con etanol al
96% utilizando en cada extraccion un volumen de 350 ml de solvente. Al finalizar la extraccion
con etanol, los sobres fueron puestos a secar a temperatura ambiente para luego poder registrar
el peso de los contenidos de los sobres de trabajo, con el fin de determinar el porcentaje (%) de
extractivos solubles en etanol. Para poder determinar el porcentaje de extractivos solubles en
agua, el procedimiento se repitié de la misma manera con la biomasa resultante luego de la

extraccion con etanol. Los porcentajes de extractivos se calcularon siguiendo la ecuacién 2.

%H
Wseco = Weotar — <Wtotal X (ﬁ)) (1)
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Donde:
® Wseco: PESO Seco.
e  Wiotal: Peso total, sin correccidon de humedad.

e 9%H: Porcentaje de humedad de la muestra.

w W .
% Extractivos = ( seco inicial seco fmal) x 100 (2)

Wseco inicial

Donde:
o Weecoinicial: PeS0 seco de la muestra registrado antes de la extraccion Soxhlet.

o Weecofinal: PESO seco de la muestra registrado después de la extraccion Soxhlet.

Figura 2. Extraccion Soxhlet. (a) Sistema completo armado, (b) Sobres de papel filtro que
contenian la muestra en polvo. Nota: autoria propia.

Determinacion de carbohidratos estructurales y lignina

El procedimiento a continuacion se realizo utilizando el material libre de extractivos (solubles
tanto en etanol como en agua) (Figura 3.a) y consistié en una hidrolisis acida de dos pasos, que
permitio fraccionar la biomasa de manera que pudo cuantificarse mas facilmente mediante
espectroscopia UV-Vis y HPLC (1). Los ensayos se realizaron por triplicado, el analisis se
inicio pesando 300,0 £ 10,0 mg de muestra en cada tubo de vidrio de trabajo tarado. Se registro

el porcentaje de humedad de la muestra y el peso de muestra contenido en cada tubo. Luego,
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se agregaron 3,00 + 0,01 ml de acido sulfurico al 72% p/p a cada tubo y con la ayuda de una
varilla de vidrio se mezclo el contenido de cada uno de ellos. Los tubos se colocaron en un
bafio de agua a 30 + 3 °C durante 60 + 5 minutos. Durante el tiempo de incubacion, las muestras
fueron agitadas cada 10 minutos, sin retirar los tubos del bafio de agua. Completada la hidrolisis
de 60 minutos, los tubos se retiraron del bafio de agua y se procedio a diluir el acido a una
concentracion del 4% agregando 84,00 + 0.04 ml de agua destilada, para este fin el contenido
de los tubos fue transferido a matraces de 100 ml. Los matraces fueron colocados en la
autoclave durante una hora a 121°C. Después de completar el ciclo de autoclave, los

hidrolizados se dejaron enfriando hasta llegar a temperatura ambiente.

Figura 3. Determinacion de carbohidratos estructurales y lignina; (a) Material libre de
extractivos, (b) Incubacion a 30°C, (c) Dilucion del &cido hasta una concentracion del 4%.
Nota: autoria propia.

Determinacién de lignina insoluble en &cido

Para la determinacion de lignina insoluble en &cido se filtraron al vacio los hidrolizados
esterilizados en autoclave a través de crisoles filtrantes asignados, previamente pesados. El
filtrado se recolectd y se tomé una alicuota de aproximadamente 50 ml, reservados en tubos
Falcon de la misma capacidad, para poder determinar posteriormente la lignina soluble en &cido
y los carbohidratos presentes; para este fin, los filtrados, se conservaron en refrigeracion para
su posterior analisis. Luego de haber recolectado apropiadamente la alicuota de hidrolizado, se
utilizé agua destilada para la transferencia cuantitativa de todos los solidos restantes de los

matraces a sus respectivos crisoles filtrantes. Los crisoles junto con los residuos insolubles en
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acido fueron secados a 105 £ 3 °C por 4 horas, al finalizar el tiempo de secado, las muestras se
enfriaron en un desecador para después registrar los pesos del crisol junto a los residuos secos.
El calculo del porcentaje de lignina insoluble en acido (LIA) fue realizado empleando la

ecuacion 3.

%LIA — ODWlignina insoluble x 100 (3)

oD Wmues tra

Donde:
e ODWiignina insoluble: PeSO seco de los residuos insolubles en &cido, en gramos.
o  ODWimuestra: Peso seco de la muestra, en gramos.

Determinacién de lignina soluble en écido

Para la determinacion de lignina soluble en &cido se llevo a cabo un andlisis de
espectrofotometria UV-visible, utilizando como blanco agua destilada. Se analizaron las
alicuotas recolectadas previamente y se midio la absorbancia de las muestras a una longitud de
onda apropiada, la cual se defini6 considerando lo reportado por Sluiter et al. (2012) 4" para el
tipo de biomasa bagazo, de esta manera se trabajo con una longitud de onda de 240 nm. Cabe
resaltar también que para este tipo de biomasa se utiliz6 un valor de & = 25. Las muestras fueron
diluidas con agua destilada, segun fue necesario, para llevar las absorbancias obtenidas al rango
de 0,7 - 1,0. El célculo del porcentaje de lignina soluble en acido (LSA) fue realizado

empleando la ecuacién 4.

UVabsxVolumengjtrqqo*XDilucion

%LSA =

100 (4)

EXODWinyestraXLongitud de trayectoria

Donde:
e UV abs: Absorbancia UV-Vis promedio para la muestra a la longitud de onda

apropiada.
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e Volumen firado: Volumen de filtrado (licor de hidrolisis) de 0,087 L.

Volumenmyestrat Volumengoente diluyente

e Dilucién: T —
e ¢: Capacidad de absorcion de la biomasa a una longitud de onda especifica.

e  ODWnmgestra: peso seco de la muestra en gramos.

e Longitud de trayectoria: Longitud de trayectoria de la celda UV-Visen cm, que es igual

al.

Determinacidn de carbohidratos estructurales

Los carbohidratos estructurales fueron determinados por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). Por cada muestra de alicuota recolectada en las etapas previas se prepararon
viales por duplicado. Para la preparacion de cada vial, las muestras fueron pasadas por filtros
de jeringa de nylon de 0,20 pum. Cada vial contenia aproximadamente 1 ml de muestra. Los
resultados se expresaron en g/L de Glucosa, Xilosa y Arabinosa, a partir de estos valores se
calcul6 el porcentaje de Celulosa y Hemicelulosa con los resultados de concentracion obtenidos
de Glucosa y Xilosa-Arabinosa respectivamente. El porcentaje de celulosa se calcul6 con la

ecuacion 5, por otro lado, el porcentaje de hemicelulosa se calcul6 con la ecuacion 6.

Volumenyiitrado

% Celulosa = [AzUcar] X %X 0,90 x 100 (5)

oD Wmuestra

Donde:
e [Azucar]: concentracion de glucosa en g/L.
e Volumensiirado: VOlumen de trabajo (licor de hidrdlisis) en L.
o  ODWnmgestra: peso seco de la muestra en gramos.

e 0,90: indice para el célculo del porcentaje de celulosa.

% Hemicelulosa = [Azlcar] x Youmenyitrado 0,88 x 100 (6)

oD Wmues tra
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e [Azucar]: suma de las concentraciones de xilosa y arabinosa en g/L.
e Volumensiirado: VOlumen de trabajo (licor de hidrdlisis) en L.
o  ODWnmuestra: peso seco de la muestra en gramos.

e 0,88: indice para el célculo del porcentaje de hemicelulosa.
Determinacion de cenizas

Para este fin se trabajo con los solidos residuales resultantes de la determinacion de lignina
insoluble en &cido. Los crisoles de trabajo se prepararon previamente secandolos en una mufla
a 250°C por 30 minutos. Al finalizar el tiempo de secado, los crisoles se Ilevaron a un desecador
para luego registrar su peso. El contenido de cada repeticion (triplicado) capturado en los
crisoles filtrantes fue transferido a un crisol, para luego registrar su peso junto con el peso de
la muestra que contenia. Los crisoles fueron llevados a una mufla a 550°C por 6 horas. Al
finalizar, los crisoles fueron llevados a un desecador, para luego registrar el peso de cada uno
junto con el peso de las cenizas que contenia. El cdlculo del porcentaje de cenizas fue realizado
empleando la ecuacion 7, ademas de ello, utilizando estos valores, se realiz6 la correccion del

porcentaje de lignina insoluble (ecuacion 8) y del porcentaje de lignina total (ecuacion 9).

. masa de producto obtenida
%Cenizas = A 100 (7)

materia prima empleada

Donde:
e Masa de producto obtenida: Peso de cenizas, en gramos.
e Materia prima empleada: Peso de materia prima inicial empleada, en gramos. En este
caso se consideraria la suma de pesos secos de biomasa empleada inicialmente para la

caracterizacion.

WLIA, g = Weenizas™) o 10 (8)

0 muestra
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Donde:
e Weenizas: Peso de las cenizas en gramos.
e n: Numero de crisoles filtrantes cuyo contenido fue depositado en un solo crisol de
porcelana.

o  ODWnmuestra: Peso seco de la muestra en gramos.

%Lignina total,eq = YLIAyeq + %LSA (9)

Donde:
e %LIArea: Porcentaje de Lignina Insoluble en Acido real, valor previamente corregido.
e %LSA: Porcentaje de Lignina Soluble en Acido, obtenido luego de lecturas

espectrofotométricas.

Extraccion de hemicelulosas

Se realizaron pruebas de extraccion de hemicelulosas, con material libre de extractivos, en base
a lo reportado por Ghosh et al. (2021) #°. Las hojas de cebolla fueron sometidos a un tratamiento
alcalino bajo diferentes concentraciones de NaOH (0,5, 1,5y 2,5) M, expresados también como
2, 6y 10 % plv, respectivamente, por duplicado. Se adicionaron aproximadamente 10 g de
material seco con 100 ml de NaOH, de cada concentracion, a matraces de vidrio de 250 ml y
se llevaron a la autoclave por 1 h a 121 °C. Al terminar el ciclo de autoclave se filtro el
contenido de cada matraz con ayuda de bolsas de tela, donde la fraccion liquida fue sometida
a un proceso de extraccion de hemicelulosas. Se midi6 el volumen recuperado de cada fraccion
liquida obtenida (Figura 4.a), para luego acidificarlas con &cido acético hasta un pH 5. Luego
del cambio de pH, se adicionaron 3 volimenes de etanol al 96%, con respecto al volumen de
cada fraccion obtenida, para ello se promediaron los volimenes obtenidos y se agregaron los 3

volimenes de etanol respecto al promedio calculado, siendo para esta ocasion 223 ml (Figura
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4.b). Los extractos se dejaron en refrigeracion a 10 °C por 24 horas. Al finalizar el tiempo
establecido, se cambid el volumen de etanol inicial por otros 223 ml, esto se llevd a cabo
retirando cuidadosamente el sobrenadante, conservando el sélido sedimentado, y se dejé en
refrigeracion a 10°C por otras 24 horas (Figura 4.c). El etanol fue nuevamente decantado
cuidadosamente, y al s6lido remanente se le agregaron 50 ml de etanol, nuevamente se dejo en
refrigeracion a 10°C por 24 horas (Figura 4.d), luego de este tercer lavado con etanol, el
precipitado fue recuperado por decantacion y se dejo secando en una estufa a 60°C por 24
horas. Para poder verificar cualitativamente la validez del fraccionamiento, los solidos
obtenidos a partir de la fraccién liquida fueron analizados por espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR) y se determind también su porcentaje de cenizas.

Figura 4. Extraccion de hemicelulosas de hojas de cebolla; (a) Fracciones liquidas
recuperadas del tratamiento alcalino, (b) Extractos luego del cambio de pH y la adicion de
etanol, (c) primer y (d) segundo cambio de etanol, el precipitado se recuper6 posteriormente.
Nota: autoria propia.

Para el analisis por FTIR es necesario el uso del reactivo bromuro de potasio (KBr), el cual
servird como blanco para las lecturas. Inicialmente se dej6 secando tanto el KBr como las
muestras a analizar a una temperatura de 103°C por 30 min, para luego dejarlos enfriar en un
desecador. Para la preparacion del blanco se pes6é 50 mg de KBr seco, de la misma manera se
peso la misma cantidad para cada muestra a analizar, la cantidad de muestra a adicionar fue

de 0,5 mg. Tanto el blanco como las muestras fueron molidos en un mortero especial, para
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luego generar pastillas correspondientes a cada polvo obtenido y su posterior lectura en el

equipo de FTIR (Figura 5).

Figura 5. Equipo de FTIR y accesorios empleados para el analisis de hemicelulosa cruda
obtenida. Nota: autoria propia.

1.3.1.2. Tratamiento Hidrotermal de hojas de cebolla

El tratamiento hidrotermal empleado fue el proceso subcritico con Agua liquida caliente
(Liquid-Hot Water - LHW) y se llevo a cabo en reactores Parr sin agitacion, de un volumen de
trabajo de 25 ml (Figura 6). Se trabajé con 2,5 + 0,2 g de biomasa seca, es decir, hojas de
cebolla en polvo, los cuales fueron colocados en el recipiente de PTFE del reactor asignado,
junto con 15 ml de agua destilada. Como primera etapa se trabajé con una temperatura
constante de 180°C bajo diferentes tiempos de reaccion (40, 45, 50, 55, 60, 75, 90) min, para
poder determinar el mejor tiempo de reaccion para el tratamiento hidrotermal. Los reactores
fueron colocados dentro de una estufa en los tiempos de trabajo anteriormente mencionados,
cabe resaltar que para cada ensayo se considero la velocidad de calentamiento y enfriamiento
reportada por el fabricante de los reactores siendo esta < 5 °C/min, con el fin de calcular el
tiempo de espera necesario para llegar a la temperatura de trabajo en cada caso. Los extractos
obtenidos luego de cada ensayo fueron evaluados para la determinacién de compuestos
fendlicos mediante el método de Folin-Ciocalteu y para la cuantificacion de xilosa y XOS

mediante la técnica de HPLC.
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Figura 6. Reactores Parr sin agitacion empleados para el tratamiento hidrotérmico de los
residuos. Nota: autoria propia.

Cuantificacion de Xilosa y XOS obtenidos mediante la técnica de cromatografia liquida
(HPLC)

Como ya se ha mencionado, los extractos resultantes de los ensayos para diferentes
temperaturas y tiempos de reaccion fueron sometidos a evaluacion bajo la técnica de HPLC
(Figura 7), por duplicado, con el fin de cuantificar la xilosa y XOS presentes luego de cada
tratamiento hidrotermal. Los azucares (glucosa, xilosa, arabinosa) y XOS (X2-Xas) se
cuantificaron en el equipo de cromatografia liquida (UHPLC) UltiMate 3000 marca Thermo
Scientific, la cual estd equipada con una columna y precolumna, HyperREZ XP Carbohydrate
H+ y un detector de indice de refraccion (IR). La temperatura del horno fue de 75°C, y el
volumen de inyeccion fue de 20 pL. Se utilizo una fase mavil de agua ultrapura, filtrada con

un filtro de Nylon de 0.22 mm, los cuales fueron comparados con estandares de entre X1y Xa.

Figura 7. Cromatografo Liquido de Ultra Alto Rendimiento (UHPLC) utilizado para la
cuantificacion de xilosa y XOS. Nota: autoria propia.
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1.3.2. Produccion de XOS a partir de pancas de Maiz Blanco Urubamba (Blanco Gigante
Cusco) (Zea mays)

1.3.2.1. Obtencion y caracterizacion composicional de pancas de maiz

Pancas de maiz

Las pancas del maiz Blanco Urubamba (Blanco Gigante Cusco) (Zea mays), fueron obtenidos
de los puestos de verduras del mercado “La Chavela” ubicado en el distrito de Miraflores. Estos
residuos fueron transportados al laboratorio, limpiados y separados de material no apto,
secados hasta una humedad menor al 10%, molidos con un molino manual y almacenados en
bolsas herméticas para su posterior caracterizacion composicional (contenido de extractivos,

celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas) (Figura 8).

Figura 8. Preparacion de residuos de maiz. (a) Pancas de maiz secas, (b) Molienda de
pancas de maiz. Nota: autoria propia.

Caracterizacion composicional de pancas de maiz

Se realiz0 la caracterizacion composicional de los residuos a fin de conocer el contenido de
extractivos, celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas de la biomasa. Los analisis fueron
realizados en base a las metodologias y procedimientos propuestos por la National Renewable

Energy Laboratory (NREL), utilizando muestras molidas %8,

Determinacion de contenido de extractivos
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Esta etapa se inicid con la medicion del contenido de humedad (porcentaje de humedad) de las
muestras, con el fin de trabajar con los valores de peso seco de cada una de ellas. El peso seco
se determind con la ecuacion 1. La extraccion se realizd mediante el método Soxhlet (Figura
9), y se adicion0 1-2 g de muestra molida a sobres tarados de papel filtro, registrandose el peso
de cada muestra contenida en los sobres. Este ensayo se realiz6 por triplicado, es decir, se
consideraron tres sobres de trabajo que, al colocarse dentro de la cdAmara del equipo Soxhlet,
su altura no debia exceder la altura del tubo de sifon del equipo. Tomando en cuenta ello, se
procedio a ensamblar el resto del equipo Soxhlet. Las muestras fueron sometidas a una
extraccion exhaustiva de 6 horas, con 350 ml de etanol al 96%. Al finalizar la extraccion, los
sobres fueron puestos a secar a temperatura ambiente para luego poder registrar el peso de sus
contenidos, con el fin de determinar el porcentaje (%) de extractivos solubles en etanol. Los

porcentajes de extractivos se calcularon siguiendo la ecuacion 2.

Figura 9. Extraccion Soxhlet para los residuos de maiz. Nota: autoria propia.

Determinacion de carbohidratos estructurales y lignina

El procedimiento a continuacion se realizé utilizando el material libre de extractivos (Figura
10.a) y consistio en una hidro6lisis acida de dos pasos, que permitié fraccionar la biomasa de
manera que pudo cuantificarse mas facilmente mediante espectroscopia UV-Vis y HPLC (1).

Los ensayos se realizaron por triplicado, el andlisis se inici6 pesando 300,0 + 10,0 mg de
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muestra en cada tubo de vidrio de trabajo tarado. Se registré el porcentaje de humedad de la
muestra y el peso de muestra contenido en cada tubo. Luego, se agregaron 3,00 + 0,01 ml de
acido sulfarico al 72% p/p a cada tubo y con la ayuda de una varilla de vidrio se mezcl6 el
contenido de cada uno de ellos (Figura 10.b). Los tubos se colocaron en un bafio de agua a 30
+ 3 °C durante 60 + 5 minutos. Durante el tiempo de incubacion, las muestras fueron agitadas
cada 10 minutos, sin retirar los tubos del bafio de agua. Completada la hidrélisis de 60 minutos
(Figura 10.c), los tubos se retiraron del bafio de agua y se procedid a diluir el &cido a una
concentracion del 4% agregando 84,00 + 0.04 ml de agua destilada, para este fin el contenido
de los tubos fue transferido a matraces de 100 ml. Los matraces fueron colocados en la
autoclave durante una hora a 121°C. Después de completar el ciclo de autoclave, los

hidrolizados se dejaron enfriando hasta llegar a temperatura ambiente.

Figura 10. Determinacion de carbohidratos estructurales y lignina; (a) Material libre de
extractivos, (b.) Adicion de H2SO4 al 72% p/p, (c) Muestras al culminar la incubacion de 60
minutos. Nota: autoria propia.

Determinacién de lignina insoluble en &cido

Para la determinacion de lignina insoluble en &cido se filtraron al vacio los hidrolizados
esterilizados en autoclave a través de crisoles filtrantes asignados, previamente pesados. El
filtrado se recolect6 y se tom6 una alicuota de aproximadamente 50 ml, reservados en tubos
Falcon de la misma capacidad, para poder determinar posteriormente la lignina soluble en acido
y los carbohidratos presentes; para este fin, los filtrados, se conservaron en refrigeracion para

su posterior analisis. Luego de haber recolectado apropiadamente la alicuota de hidrolizado, se
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utiliz6 agua destilada para la transferencia cuantitativa de todos los sélidos restantes de los
matraces a sus respectivos crisoles filtrantes. Los crisoles junto con los residuos insolubles en
acido fueron secados a 105 + 3 °C por 4 horas, al finalizar el tiempo de secado, las muestras se
enfriaron en un desecador para después registrar los pesos del crisol junto a los residuos secos.
El célculo del porcentaje de lignina insoluble en &cido (LIA) fue realizado empleando la
ecuacion 3.

Determinacién de lignina soluble en &cido

Para la determinacion de lignina soluble en &cido se llevd a cabo un analisis de
espectrofotometria UV-visible, utilizando como blanco agua destilada. Se analizaron las
alicuotas recolectadas previamente y se midio la absorbancia de las muestras a una longitud de
onda apropiada, la cual se defini6 considerando lo reportado por Sluiter et al. (2012) 4" para el
tipo de biomasa correspondiente a rastrojo de maiz, siendo esta 320 nm. Cabe resaltar también
que para este tipo de biomasa se utilizé un valor de € = 30. Las muestras fueron diluidas con
agua destilada, segun fue necesario, para llevar las absorbancias obtenidas al rango de 0,7 —
1,0. El célculo de la cantidad de lignina soluble en &cido (LSA) fue realizado empleando la
ecuacion 4.

Determinacidn de carbohidratos estructurales

Los carbohidratos estructurales fueron determinados por cromatografia liquida (HPLC). Por
cada muestra de alicuota recolectada en las etapas previas se prepararon viales por duplicado.
Para la preparacion de cada vial, las muestras fueron pasadas por filtros de jeringa de nylon de
0,20 um. Cada vial contenia aproximadamente 1 ml de muestra. Los resultados se expresaron
en g/L de Glucosa, Xilosa y Arabinosa, a partir de estos valores se calcul6 el porcentaje de
Celulosa y Hemicelulosa con los resultados de concentracion obtenidos de Glucosa y Xilosa-
Arabinosa respectivamente. EI porcentaje de celulosa se calculé con la ecuacion 5, por otro

lado, el porcentaje de hemicelulosa se calcul6 con la ecuacion 6.
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Determinacion de cenizas

Para este fin se trabajo con los sdlidos residuales resultantes de la determinacion de lignina
insoluble en &cido. Los crisoles de trabajo se prepararon previamente secandolos en una mufla
a 250°C por 30 minutos. Al finalizar el tiempo de secado, los crisoles se llevaron a un desecador
para luego registrar su peso. El contenido de cada repeticion (triplicado) capturado en los
crisoles filtrantes fue transferido a un crisol, para luego registrar su peso junto con el peso de
la muestra que contenia. Los crisoles fueron llevados a una mufla a 550°C por 6 horas. Al
finalizar, los crisoles fueron llevados a un desecador, para luego registrar el peso de cada crisol
junto con el peso de las cenizas que contenia. El calculo del porcentaje de cenizas fue realizado
empleando la ecuacién 7, ademas de ello, utilizando estos valores, se realizo la correccion del

porcentaje de lignina insoluble (ecuacion 8) y del porcentaje de lignina total (ecuacion 9).

Extraccién de hemicelulosas

Se realizaron pruebas de extraccion de hemicelulosas en base a lo trabajado por Puitel et al.
(2022)%°. Las pancas de maiz fueron sometidos a un tratamiento alcalino bajo una
concentracion de NaOH 2,25 M, expresado también como 9% p/v, por triplicado. Se
adicionaron aproximadamente 10 g de material seco con 300 ml de NaOH al 9% p/v y se
llevaron a la autoclave por 118 min a 116°C. Al terminar el ciclo de autoclave se filtro el
contenido de cada matraz con ayuda de bolsas de tela, la fraccion liquida obtenida fue sometida
a un proceso de extraccion de hemicelulosas. Se midi6 el volumen recuperado de cada fraccion
liquida obtenida, para luego acidificarlas con acido acético hasta un pH 5. Luego del cambio
de pH, se adicionaron 2 volumenes de etanol al 96% (Figura 11.a), con respecto al volumen de
cada fraccion obtenida, para ello se promediaron los volimenes obtenidos y se agregaron los 2
volumenes de etanol respecto al promedio calculado, siendo para esta ocasiéon 650 ml. Los

extractos se dejaron en refrigeracion a 10°C por 24 horas. Al finalizar el tiempo establecido, se
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retird cuidadosamente el sobrenadante, conservando el sélido sedimentado, y se adicioné 200
ml de etanol para dejarse nuevamente en refrigeracion a 10°C por 24 horas (Figura 11.b), al
finalizar el tiempo de espera luego del segundo lavado con etanol (Figura 11.c), el precipitado
fue recuperado por decantacion y se dejo secando en una estufa a 60°C por 24 horas. Para poder
verificar cualitativamente la validez del fraccionamiento, los solidos obtenidos a partir de la
fraccion liquida fueron analizados por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR) y se determin6 también su porcentaje de cenizas.

Figura 11. Extraccion de hemicelulosas de pancas de maiz; (a) Extractos luego del cambio
de pH y la adicion de etanol, (b) primer cambio de etanol y (c) muestras luego de 24 h, el
precipitado se recuperé posteriormente. Nota: autoria propia.

1.3.2.2. Tratamiento hidrotermal de pancas de maiz

Hidrdlisis en reactores Parr sin agitacion

El tratamiento hidrotermal empleado fue el proceso subcritico con Agua liquida caliente
(Liquid-Hot Water — LHW) y se llevé a cabo en reactores Parr sin agitacion, de un volumen de
trabajo de 25 ml. Se trabajé con 2,5 £ 0,2 g de biomasa seca, es decir, pancas de maiz en polvo,

los cuales fueron colocados en el recipiente de PTFE del reactor asignado, junto con 15 ml de
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agua destilada. Como primera etapa se trabajé con una temperatura constante de 180°C bajo
diferentes tiempos de reaccién (50, 65, 70, 75, 80, 85y 90) min, para poder determinar el mejor
tiempo de reaccién para el tratamiento hidrotermal. Por otro lado, también se trabajo con un
tiempo de reaccion constante de 75 min bajo diferentes temperaturas de reaccion (160, 175y
180) °C, con el fin de determinar la mejor temperatura para llevar a cabo la reaccion. Los
reactores fueron colocados dentro de una estufa en las temperaturas de trabajo anteriormente
mencionadas, cabe resaltar que para cada ensayo se consideré la velocidad de calentamiento y
enfriamiento reportada por el fabricante de los reactores siendo esta < 5 °C/min, con el fin de
calcular el tiempo de espera necesario para llegar a la temperatura de trabajo en cada caso. Los
extractos obtenidos luego de cada ensayo fueron evaluados para la determinacion de
compuestos fendlicos mediante el método de Folin-Ciocalteu y para la cuantificacion de xilosa
y XOS mediante la técnica de HPLC.

Tratamiento hidrotermal bajo las mejores condiciones

Luego de los ensayos previos se determinaron las mejores condiciones de reaccion
considerando un tiempo de 75 min a una temperatura de 180°C. Utilizando las mismas
proporciones biomasa/solvente se realizo la obtencion de un extracto rico en XOS, el cual pasé

por una posterior etapa de concentracion mediante filtracion por membranas.

Hidrdlisis en reactor Parr con agitacion

El tratamiento hidrotermal llevado a cabo en este reactor también correspondié al proceso
subcritico con agua caliente (Liquid-Hot Water — LHW) (Figura 12.a). Se trabajé con 50,0 +
1,0 g de biomasa seca y con 600 ml de agua destilada para tiempos de 15, 30 y 45 min. Los
ensayos fueron realizados considerando una temperatura de reaccion de 180°C y una velocidad
de agitacion de 100 rpm. Los extractos obtenidos luego de cada ensayo fueron filtrados a través
de papel filtro cualitativo Whatman 4 (Figura 12.b) para luego ser evaluados y realizarse la

cuantificacion de xilosa y XOS, presentes en los extractos, mediante la técnica de HPLC. Es
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asi como también se determinaron las mejores condiciones de trabajo empleando este tipo de
reactor, el extracto obtenido bajo estas condiciones también fue sometido a una etapa de

concentracién mediante filtracién de membranas.

Figura 12. Tratamiento hidrotermal en reactor Parr agitado; (a) Equipo Parr con agitacion
(b) filtracion de extractos obtenidos en diferentes tiempos de reaccion. Nota: autoria propia.

Concentracion de XOS mediante filtracion por membranas

Para esta etapa se empled un sistema de filtracion por membranas asistido con inyeccién de
gas nitrogeno (Figura 13) y membranas poliméricas MWCO de diferentes tamafios de poro. Se
realizaron diferentes ensayos tanto para el extracto obtenido del proceso con reactores Parr sin
agitacion y para el extracto obtenido del proceso en el reactor Parr con agitacion. Los extractos
utilizados en esta etapa fueron los resultantes de las mejores condiciones para cada ensayo, en
cada etapa de filtracion se registrd tanto el tiempo como el volumen de extracto obtenido, con
el fin de comparar el flujo de volumen registrado en cada filtracion, ademas de tomarse
alicuotas de los extractos de entrada y salida (permeado y retentado) para evaluar la
concentracion de Xilosa 'y XOS (g/L) mediante HPLC. Para los ajustes de pH requeridos se

utiliz6 NaOH (0,5 N) y HCI (0,5 N).
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Figura 13. Sistema de filtracion por membranas asistido con inyeccion de gas nitrégeno.
Nota: autoria propia.

Concentracion de extracto obtenido de reactores Parr sin agitacion

Pruebas con diferentes pH

El extracto fue inicialmente filtrado a través de papel filtro Whatman para eliminar las
impurezas que pudieran estar presentes en el extracto original, luego fue sometido a pruebas
preliminares bajo diferentes valores de pH (4, 55 y 7) utilizando una membrana de
ultrafiltracion de 10 kDa, a una presion de 20 bar.

Filtracién por membranas

El proceso de filtracion por membranas se realiz6 en 3 etapas: i) Ultrafiltracion (UF): 10 kDa,
pH 7, 20 bar; ii) Nanofiltracion (NF): 500 Da, pH 4, 30 bar y iii) Nanofiltracién (NF): 150-300
Da,pH 4y 7, 40 bar.

En la primera etapa, utilizando membranas de 10 kDa, se realizaron dos operaciones de
diafiltracion (DF) con agua destilada adicionales, para el retentado obtenido de la filtracion
principal y de la primera DF, respectivamente. El permeado de la filtracion principal y el

obtenido de la primera DF se mezclaron para poder pasar a la segunda etapa de filtracion,
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utilizando una membrana de 500 Da, el retentado resultante paso a la tercera etapa de filtracion

empleando membranas de 150-300 Da,apH 4y 7.

Concentracion de extracto obtenido de reactor Parr con agitacion

Retencion de compuestos fendlicos

El extracto fue inicialmente filtrado a través de papel filtro Whatman 40 para eliminar las
impurezas que pudieran estar presentes en el extracto original. Se realizaron dos tipos de
ensayos en esta primera etapa, parte del extracto original (150 ml) fue sometido a un proceso
de retencion de compuestos fendlicos empleando cartuchos de columna C18, el extracto pasé
dos veces consecutivas por esta columna, se utilizaron dos diferentes cartuchos en cada paso.
Otra fraccion del extracto original (150 ml) fue sometida directamente al proceso de filtracidn
por membranas. Los cartuchos de columna C18 fueron activados antes de su uso, haciendo
pasar a través de ellos 2 volumenes de etanol al 96% (20 ml) para luego ser lavados con 4
volimenes de agua destilada (40 ml); todo el proceso descrito se observa en la Figura 14. Se
tomaron alicuotas de los extractos en cada etapa posterior, las cuales fueron analizadas
utilizando HPLC para cuantificar la xilosa y XOS presentes en cada muestra y también para la

determinacion de compuestos fendlicos presentes por el método de Folin-Ciocalteu.
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Figura 14. Retencion de compuestos fenolicos; Extracto obtenido en 30 minutos a 180°C (a),
Filtracion del extracto a través de papel filtro Whatman 40 (b), Activacion de cartucho C18
(c), primer (d) y segundo (e) paso del extracto a través de cartucho C18. Nota: autoria
propia.

Filtracion por membranas de extracto sometido a retencién de compuestos fenélicos

El proceso de filtracion se realiz6 por duplicado y consté de dos etapas: i) Nanofiltracion (NF):
600-800 Da, pH 7, 30 bar y ii) Nanofiltracion (NF): 150 Da, pH 3,73, 40 bar.

En la primera etapa, utilizando membranas de 600-800 Da, se realiz6 una operacion de DF
adicional con agua destilada, para el retentado obtenido de la filtracion principal. EI volumen
de agua destilada afiadido dependié de la cantidad de retentado recuperada, teniendo que
triplicarse el volumen del retentado original solamente adicionando agua destilada, siendo este
el nuevo volumen de entrada para cada DF (a partir de esta en adelante). EI permeado de la
filtracion principal y el obtenido de la DF se mezclaron para poder pasar a la segunda etapa de
filtracion, utilizando una membrana de 150 Da.

Filtracion por membranas de extracto no sometido a retencidon de compuestos fendlicos

Este proceso de filtracion también se realiz6 por duplicado y consté de cuatro etapas: i)
Ultrafiltracion (UF): 10 kDa, pH 7, 20 bar, ii) Ultrafiltracion (UF): 1000 Da, pH 7, 20 bar, iii)
Nanofiltracion (NF): 600-800 Da, pH 7, 30 bar y iv) Nanofiltracion (NF): 150 Da, pH 3,78, 40

bar.
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En la primera, segunda y tercera etapa se realiz6 una operacién de DF adicional con agua
destilada, para el retentado obtenido de la filtracion principal de cada etapa mencionada. Los
permeados de la filtracion principal y los obtenido de la DF se mezclaron para poder pasar a la
siguiente etapa, consecutivamente. La cuarta etapa consistié en una sola filtracion empleando
la mezcla de permeados obtenidos en la tercera etapa (permeado de filtracion + permeado de

diafiltracion).

Cuantificacion de Xilosa y XOS obtenidos mediante la técnica de cromatografia liquida
(HPLC)

Como ya se ha mencionado, se tomaron alicuotas de los extractos en cada etapa del proceso de
obtencién de XOS a partir de pancas de maiz, para luego ser sometidos a evaluacion bajo la
técnica de HPLC por duplicado, con el fin de cuantificar la xilosa y XOS presentes. Cabe
resaltar que, a partir de la etapa de tratamiento hidrotérmico en reactor Parr agitado hasta la
etapa de filtracion por membranas, para la preparacion de cada vial, las muestras fueron pasadas
por filtros de jeringa del mismo material que los cartuchos de columna C18, con el fin de retener
parte de los compuestos fenolicos presentes en cada muestra. Cada vial contenia

aproximadamente 1 ml de muestra.
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1.4. Diagrama de flujo de actividades

1.4.1. Produccion de XOS a partir de hojas de cebolla

Obtencidn y caracterizacion
composicional (contenido de
extractivos, carbohidratos
estructurales, lignina y cenizas) de
hojas de cebolla y pruebas de
extraccion de hemicelulosa cruda.

Tratamiento hidrotermal de hojas
de cebolla.

Cuantificacion de Xilosa y XOS
obtenidos, mediante HPLC.

Figura 15. Obtencidn de XOS a partir de hojas de cebolla. Nota: autoria propia.

1.4.2. Produccion de XOS a partir de pancas de maiz

Obtencidén y caracterizacion
composicional (contenido de
extractivos, carbohidratos
estructurales, lignina y cenizas) de
pancas de maiz y pruebas de
extracciéon de hemicelulosa cruda.

Tratamiento hidrotermal (en
. reactores Parr sin agitacién y en
reactor Parr agitado).

Concentracion de XOS, obtenidos de
los tratamientos hidrotermales, —
mediante filtracién por membranas.

Cuantifiacién de Xilosa y XOS
obtenidos, mediante HPLC.

Figura 16. Obtencion de XOS a partir de pancas de maiz. Nota: autoria propia.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Produccion de XOS a partir de hojas de Cebolla (Allium cepa L.)

3.1.1. Caracterizacion composicional de hojas de cebolla

Las hojas de cebolla fueron caracterizadas en su contenido de extractivos, celulosa,
hemicelulosa, lignina y cenizas, los mismos que se muestran en la Tabla 2. Como se muestra,
las hojas de cebolla presentan un 26,40% de celulosa, 5,05% de hemicelulosa y 5,37% de
lignina. Los resultados obtenidos fueron mucho menores en comparacion con lo reportado por
Reddy & Rhim (2018) 8 donde la composicion quimica de este mismo material residual fue de
45,5% de celulosa, 25,5% de hemicelulosa y 26,2% de lignina, ademéas el porcentaje de
extractivos resulté también siendo menor con un valor de 2,8%. Sin embargo, de acuerdo con
las caracteristicas del material, el contenido de extractivos no podia ser muy bajo conforme a
lo reportado por Reddy & Rhim (2018) &, ya que el tratamiento con etanol removié mas del
31% del peso seco, adicionalmente el tratamiento con agua permitié la remocion del 36% del
peso, lo cual indica que el material presenta una compleja estructura y composicion elevada de
extractivos. Por ejemplo, las hojas de cebolla fresca contienen principalmente compuestos
como polifenoles, flavonoides, carotenoides, vitaminas y clorofilas °X. Por lo tanto, la diferencia
en los resultados de composicion obtenidos podria atribuirse a los distintos métodos analiticos
y a la variedad trabajada. Por otra parte, el contenido de cenizas (0,74%) se contrasta con lo
reportado por Bhadwal et al. (2022) ° donde el contenido de cenizas para hojas de cebolla fue

de 0,15 %.

Tabla 2. Composicién quimica de hojas de cebolla. Nota: autoria propia.

Extractivos (%) Celulosa (%0) Hemicelulosa (%0) Lignina (%) Cenizas (%)

66,82 + 1,00 26,40 + 0,00 5,05+0,00 5,37+0,17 0,74 +0,00
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Extraccion de hemicelulosas

Las hojas de cebolla, libre de extractivos, fueron utilizados para la obtencion de hemicelulosa
a través de procesos alcalinos utilizando diferentes concentraciones de NaOH (0,5, 1,5y 2,5
M), por 1 h a 121 °C, con una carga de solido-liquido de 10%. Los resultados se muestran en

la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de hemicelulosa cruda recuperada en el proceso alcalino. Nota: autoria

propia.
Hemicelulosa cruda recuperada
Tratamiento Alcalino | Biomasa inicial (g) Rendimiento
Peso (g) hemicelulosa Cenizas (%)
cruda (%)
NaOH 0,5 M 9,14 + 0,04 1,32 + 0,04 14,49 39,20 + 2,42
NaOH 1,5 M 9,31+0,04 1,84 +0,14 19,73 33,00+ 0,28
NaOH 2,5 M 9,28 + 0,04 3,02 £ 0,97 32,52 37,12+ 0,76

Esta seccion estuvo enfocada en la extraccion de hemicelulosas con NaOH, este tipo de
tratamiento alcalino altera la pared celular disolviendo la lignina de las hemicelulosas,
hidrolizando los ésteres urdnicos y acéticos, hinchando la celulosa y reduciendo su cristalinidad
y rompiendo los enlaces a-éter y los enlaces éster presentes entre la lignina y las hemicelulosas
%3, Los precipitados del filtrado tras la adicion de etanol se recogieron con un rendimiento de
hemicelulosa cruda entre el 14% y el 32%, entre los cuales se destaco, en este caso, el
rendimiento obtenido en base al tratamiento alcalino con NaOH 2,5 M (Tabla 3). Los
tratamientos alcalinos han sido ampliamente estudiados para la extraccion de fracciones de
hemicelulosa a partir de residuos, por ejemplo, Kundu et al. (2018) ** utilizaron NaOH para la
extraccion de hemicelulosa, a partir de mazorca de maiz, alcanzando hasta un 44% de
rendimiento de hemicelulosa cruda en condiciones no optimizadas (NaOH 2,5 M, 100°C, 60

min). Efectivamente, los resultados de Kundu et al. no pueden ser comparados con los
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obtenidos en este trabajo, ya que son materiales con caracteristicas diferenciadas, pero se puede
evidenciar que existen muchos factores que van a influenciar en el rendimiento y la pureza del
producto. En la Tabla 3, se puede observar también que el contenido de ceniza o material
inorganico en los polvos obtenidos por proceso alcalino es alto, esto se debe principalmente a
las sales formadas durante la neutralizacion con acido acético, el NaOH y el material inorganico
presente en el material. Ademas, es conocido que los extractos provenientes de procesos
alcalinos aplicados a materiales lignocelulésicos contienen hemicelulosas, oligbmeros de
lignina, mondmeros fenodlicos, &cido acético y sales inorganicas . Sin embargo, muchos de
estos componentes no son recuperados en la etapa de precipitacion con etanol.

Los soélidos recuperados de hemicelulosa cruda (Figura 17) fueron analizados por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) a fin de verificar la presencia de

hemicelulosa en el polvo, los mismos que se muestran en la Figura 19.

Figura 17. Sélidos recuperados de hemicelulosa cruda luego de su aislamiento a partir de

hojas de cebolla. Nota: autoria propia.

Los espectros FTIR fueron comparados con los reportados en la literatura cientifica. Por
ejemplo, Salam et al. (2012) %3 reporta la Figura 18 correspondiente a una hemicelulosa nativa,
donde se observan las absorbancias a 1638, 1580, 1467, 1414, 1342, 1268, 1170, 1129, 1045y
898 cm™. La presencia de una banda aguda a 897 cm™ seria caracteristica de los enlaces B-
glucosidicos entre las unidades de aztcares. La banda a 1045 cm™ se asignaria a los modos de
estiramiento C-O y C-O-C y de flexion C-OH. La aparicién de otras dos bandas prominentes a

1414 y 1467 cm™ se atribuiria a los modos de flexién C-H en la hemicelulosa, OH y CH,,
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respectivamente. En 3420 cm™ la banda ancha intensa se deberia a los grupos hidroxilo de
enlace de hidrogeno y en 2890 cm™ apareceria la banda de vibracion C-H simétrica *. La
ausencia de picos a 1700 cm™, que corresponden a grupos carboxilicos, indicaria que el
producto no contiene impurezas como el acido acético *3. Las bandas de absorcion de la
hemicelulosa nativa presentan semejanza a los obtenidos en las diferentes muestras de
hemicelulosa cruda obtenida, sin embargo, las diferencias en las intensidades de las bandas

pueden deberse a la pureza del tipo de material del cual fue obtenido la hemicelulosa nativa.

DS=0

1642 e *

% Transmitancia
g

T T T T T T
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Figura 18. Espectro FT-IR de hemicelulosa nativa. Adaptado de Salam et al. 53,
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Figura 19. Espectros de Infrarrojo correspondientes a los sélidos recuperados sometidos a

tratamiento alcalino con NaOH a 0.5 M (a), 1.5 M (b), 2,5 M (c). Nota: autoria propia.
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Como se ha observado, los polvos denominados hemicelulosa cruda presentan hemicelulosa
en su composicion, sin embargo, es necesario en una etapa posterior purificarla a fin de mejorar
los procesos de hidrolisis posteriores para la produccion de XOS. No obstante, considerando
el porcentaje de hemicelulosa en el material (hojas de cebolla), esta via no seria muy
conveniente. De esta forma, se evalud la via hidrotérmica para la conversion de la hemicelulosa

en el material de forma directa a XOS, lo que se muestra en la siguiente seccion.

3.1.2. Tratamiento Hidrotermal de hojas de cebolla para produccion de XOS

Las hojas de cebolla libre de extractivos fueron sometidos a un proceso hidrotérmico a 180 °C
a fin de producir XOS. Los experimentos fueron realizados por 40, 45, 50, 55, 60, 75 y 90 min,
los resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 4, en los extractos obtenidos en el
proceso hidrotérmico, se analizaron los contenidos de xilosa y XOS por HPLC y compuestos

fenélicos.

Tabla 4. Resultados de las pruebas realizadas a los hidrolizados obtenidos en diferentes
tiempos. Nota: autoria propia.

. ) ) Compuestos fendlicos totales Xilosa XOS (X2-Xa)
Tiempo de reaccion (min)

(9 eac/L) (9/L) (9/L)
40 3,27 £ 0,06 0,55 + 0,25 0,96
45 3,36 £ 0,38 0,36 + 0,14 0,97
50 3,69 +0,10 0,23 £ 0,00 1,45
55 3,20 £ 0,50 0,23 £ 0,05 1,42
60 3,48 £ 0,08 0,28 + 0,07 1,39
75 4,09 £ 0,09 0,23 £ 0,06 1,00
90 4,26 + 0,09 0,25 +0,01 0,77
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Figura 20. Concentracion de XOS obtenida bajo diferentes tiempos de reaccion a una
temperatura constante de 180°C. Nota: autoria propia.

Como se observa en la Tabla 4 y en la Figura 20, el mejor tiempo de reaccion a una temperatura
constante de 180 °C fue el de 50 min, debido a que en este tiempo de reaccién se observo la
mayor cantidad de XOS (1,45 g/L), donde el 19% correspondia a X2 y el 81% a Xs. Respecto
a la xilosa, se observé una disminucién en la concentracion con el incremento en el tiempo de
proceso, esto se debe principalmente a la conversion de xilosa en furfural, conforme reportado
por Jonsson & Martin 2. Ademas, tiempos prolongados de tratamiento hacen que los
oligdbmeros también disminuyan en su concentracion, como es observado en tiempo mayores a
60 min. El tiempo de tratamiento es fundamental y depende de las caracteristicas del material,
lo que significa que las condiciones ideales seran diferentes. Adicionalmente, 3,69 g/L de
compuestos fendlicos totales fueron determinados en el extracto obtenido en 50 min de
tratamiento.

La concentracion de XOS (X2-X4) obtenida luego del tratamiento hidrotermal a 180°C durante
50 min es de 1,45 g/L, cantidad muy baja para considerar este tipo de residuos como potencial
fuente de xilooligosacaridos, pues se estaria obteniendo 0,9 g de XOS por 100 g de material
(hojas de cebolla). Este tipo de procesamiento hidrotermal, el cual es considerado una
tecnologia libre de solventes organicos por solo utilizar agua como solvente, es capaz de

solubilizar la hemicelulosa en oligébmeros de interés. Esta tecnologia no fue previamente
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reportada para residuos de cebolla, sin embargo, esta misma técnica fue empleada para la
produccion de xilooligosacaridos a partir de bagazo de cafia de azucar, donde Monteiro et al.
(2022) reportaron la produccion de 6,76 g de XOS a partir de 100 g de bagazo de cafia de azucar
al trabajar a 180°C, con una presion de 2,5MPa en 15 minutos °. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo, al compararse con los resultados reportados por Monteiro et al., resultan
bastante inferiores, ademés de considerarse el bajo contenido de hemicelulosa en el material.

Hasta la fecha no existen reportes del uso de hojas de cebolla para la produccion de XOS, sin
embargo, se considerd este residuo como una posible nueva fuente de este tipo de compuesto
de interés al presentar una fraccion aprovechable para este fin, esto se reportd en el trabajo
realizado por Reddy & Rhim (2018), el cual estuvo enfocado en la extraccion y caracterizacion
de microfibras de celulosa a partir de residuos agricolas de cebolla y ajo; trabajo en el cual se
report6 que las hojas (tallos falsos) de cebolla utilizados contenian 2,8% de extractivos, 45,5%
de celulosa, 25,5% de hemicelulosa y 26,2% de lignina &, resultados que, como ya se ha visto,
difieren considerablemente de lo obtenido en el presente trabajo. Si bien, al parecer las hojas
de cebolla no son una potencial fuente para la produccion de XOS, considerando el bajo
porcentaje de hemicelulosa en su composicion, estos pueden presentar otro tipo de compuestos
de interés como compuestos fendlicos. Ademas, el contenido relativamente alto de celulosa en
los residuos de tallo de cebolla sugiere que tienen un alto potencial para su utilizacion como
una nueva fuente de recursos de biopolimeros 2. Otro tipo de residuo aprovechable de cebolla
es la piel de este bulbo, de la cual pueden aislarse fibrillas nanocelulésicas, como en el trabajo
de Datta et al. (2023) 7, mediante procesos de cloracion y extraccion alcalina; en este trabajo,
la presencia de 43,4% de celulosa con menor contenido de hemicelulosas (15,1%) y lignina
(39,3%) indicaba que este tipo de residuo era una fuente adecuada para la extraccion de
nanofibras de celulosa, las cuales pueden utilizarse eficazmente como membrana para

aplicaciones de barrera de gases y como relleno en biocompuestos *’. Existe otra forma de
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aprovechar los residuos de cebolla al estar estos incluidos en una matriz mixta de otros residuos
vegetales, es el caso presentado por Blue et al. (2023) %8 el cual utilizd un pretratamiento
alcalino con KOH de una matriz de residuos vegetales, que contenia predominantemente
cebollas, con el objetivo principal de encontrar una condicién que maximizara el rendimiento
de azucares fermentables y minimizara al mismo tiempo el de inhibidores de fermentacion; en
este trabajo se obtuvo un rendimiento optimo de azucar de ~0,46 g/g de residuos vegetales
secos a 150°C, 3,5% en peso de KOH y 30 min, este pretratamiento también dio lugar a un
rendimiento de acido organico de ~0,36 g/g de residuos vegetales secos, sin furanos
detectables. Los azucares y los acidos organicos podrian servir como productos quimicos de
plataforma para el desarrollo de una biorrefineria urbana .

En base a las consideraciones descritas, se optd por utilizar otro material lignocelulésico con
mayor porcentaje de hemicelulosa en su composicion, seleccionando las pancas de maiz blanco

de la variedad Urubamba para evaluar su potencial para la produccion de XOS.

3.2.  Produccion de XOS a partir de pancas de Maiz Blanco Urubamba (Blanco Gigante
Cusco) (Zea mays)

4.2.1. Caracterizacién composicional de pancas de maiz

Las pancas de maiz fueron caracterizadas en su contenido de extractivos, celulosa,
hemicelulosa, lignina y cenizas, los mismos que se muestran en la Tabla 5. Como se observa,
las pancas de maiz contienen un 34,06% de celulosa, 31,70% de hemicelulosa y 4,65% de
lignina, valores que se encuentran dentro de los reportados en la literatura cientifica. Teniendo
los datos mostrados en la Tabla 5 como referencia, se puede observar una notoria diferencia
entre el porcentaje de extractivos presentes en la muestra, considerando que el tratamiento con
etanol removié més del 32% del peso del material, lo que indicaria que el material de estudio

presenta una composicién relativamente elevada de extractivos. Por ejemplo, las pancas de
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maiz contienen otros componentes como proteinas, lipidos y almidén *° y compuestos fenélicos
como polifenoles, taninos y flavonoides %, de modo que los diferentes resultados de
composicion obtenidos podrian atribuirse a los distintos métodos analiticos utilizados y
variedades trabajadas.

Tabla 5. Comparacion de la composicion quimica de la fibra lignocelul6sica analizada

(pancas de maiz). NR: no reportado. Nota: autoria propia.

S Extractivos Celulosa Hemicelulosa Lignina Cenizas
uente
(%) (%) (%) (%) (%)
Este estudio 32,88 + 0,51 34,06 + 0,00 31,70 + 0,00 4,65+0,03 | 2,78 0,00
Chen et al. (2023) 1 NR 28,95 42,94 10,37 NR
Michelin & Teixeira
NR 32,50 30,40 15,5 2,00
(2016) &
Jantip & Suwanruji
17,92 56,39 21,93 7,64 3,65
(2011) &
6,60
Barl et al. (1991) &3 NR 38,20 44,50 2,80
(Klason)
7,10
Barl et al. (1986) ® NR 38,80 44,50 2,80
(Klason)

Existe una importante diferencia entre composicion lignocelulosica de los residuos utilizados
(Figura 21), donde claramente destacan las pancas de maiz por sobre las hojas de cebolla. Esto
podria deberse a varios factores empezando por el hecho de que son plantas de especies
diferentes lo que conlleva a las diferencias en la composicién quimica en sus tejidos. Ademas,
influye la parte de la planta sometida a analisis, ya que también existen variaciones en la
composicion debido a esto. Otra de las principales razones de esta diferencia puede deberse a
la necesidad de rigidez que deben tener estos tejidos y a la funcion que estos cumplen en las
plantas. Mientras que las pancas en el maiz deben proporcionar una mayor rigidez para soportar
la altura y peso de las mazorcas (lo que conlleva a una composicién rica en celulosa y
hemicelulosa), las hojas de cebolla, al tratarse de una planta bulbosa, no necesitarian ser tan

rigidas, ya que no deben soportan tanto peso.
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Figura 21. Diferencias en la composicion lignoceluldsica de residuos de cebolla y maiz.

Extraccién de hemicelulosas

Las pancas de maiz fueron utilizados para la obtencién de hemicelulosa a través de un proceso
alcalino utilizando NaOH 9% p/v, por 118 minutos a 116 °C, con una carga de sélido-liquido
de 3,33%. Los resultados se muestran en la Tabla Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de hemicelulosa cruda recuperada en el proceso alcalino. Nota: autoria

propia.

Hemicelulosa cruda recuperada

Biomasa inicial (g) _ i i
Peso (g) Rendimiento hemicelulosa cruda (%) Cenizas (%)

9,89 + 0,02 7,69+1,14 77,79 37,40 £ 2,52

Los precipitados del filtrado tras la adicién de etanol se recogieron con un rendimiento
aproximado de hemicelulosa cruda del 78% (Tabla 6). La separacién de componentes a través
del uso de solventes alcalinos combinados con precipitacion acida y extraccion con etanol tiene
su fundamento basado en que el sedimento después de la adicién del disolvente alcalino es
celulosa, el sélido remanente de la precipitacion acida del licor es lignina y el precipitado de la
extraccion con etanol del licor es hemicelulosa %. Como ejemplo tenemos lo realizado por
Sobri et al. ® donde utilizaron NaOH para la extraccion de hemicelulosa, a partir de hoja de

palma aceitera, alcanzando un 84% de rendimiento de hemicelulosa cruda en condiciones
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optimizadas (NaOH 6% p/v, 100°C y 60 min), también tenemos lo realizado por Mattos et al.
67 quienes utilizaron NaOH para la extraccion de arabinoxilanos, polisacaridos que forman
parte de la hemicelulosa, a partir de fibra de maiz (pericarpio del maiz), alcanzando un 22% de
rendimiento de arabinoxilanos bajo condiciones de NaOH 6% p/v, a temperatura ambiente en
agitacion por 5 horas. Ciertamente no es posible establecer una comparacion directa entre los
hallazgos de Sobri et al. y Mattos et al. y los resultados obtenidos en este estudio, debido a las
notables diferencias en las propiedades de los materiales utilizados. No obstante, es evidente
que diversos factores ejercen una influencia significativa en el rendimiento y la pureza del
producto. En la Tabla 6, tambiéen es evidente que los polvos obtenidos mediante el proceso
alcalino muestran un contenido significativo de cenizas o material inorganico, esto se atribuye
en gran medida, como ya se ha mencionado, a las sales que se forman durante la neutralizacion
con acido acético, al NaOH empleado y a la presencia de materiales inorganicos en la sustancia
original.

Los solidos recuperados (hemicelulosa cruda) los mismos que se muestran en la Figura 22,
fueron analizados por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) a fin de

verificar la presencia de hemicelulosa en el polvo, los mismos que se muestran en la Figura 24.

Figura 22. Sélidos recuperados de hemicelulosa cruda luego de su aislamiento a partir de

pancas de maiz. Nota: autoria propia.

El espectro FTIR fue comparado con lo reportado en la literatura cientifica. Por ejemplo, Tian
et al. (2017) ®8 reporta la Figura 23 correspondiente a hemicelulosa nativa, donde se observan

las absorbancias a 3241, 2923, 1424, 1044 y 897 cm™. La banda ancha a 3241 cm™ estaria
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asignada al grupo hidroxilo (O-H), la banda alrededor de 2930 cm™ se deberia al estiramiento
C-H de los grupos metilo, la banda alrededor de 1431 cm™ representaria la flexion C-H, OH
% la sefial a 1044 cm™ se originaria en la vibracion de estiramiento asimétrico C-O-C de la
hemicelulosa ° y una banda aguda a 897 cm™ se asignaria a los enlaces B-glicosidicos entre
las unidades de xilosa en las hemicelulosas ®°. Ademas, las absorciones en la region de 1200-
800 cm* pueden dar informacion sobre los tipos de polisacaridos presentes ®°. Las bandas de
absorcion de la hemicelulosa nativa presentan semejanza a las obtenidas en la muestra de
hemicelulosa cruda obtenida, sin embargo, las diferencias en las intensidades de las bandas
pueden deberse a la pureza del tipo de material del cual fue obtenido la hemicelulosa nativa.

Como se ha observado, los polvos denominados hemicelulosa cruda contienen hemicelulosa
en su composicion. No obstante, es necesario realizar una etapa posterior de purificacion para
mejorar los procesos de hidrolisis destinados a la produccion de XOS. Dado el porcentaje de
hemicelulosa presente en el material, en este caso, las pancas de maiz, esta ruta podria resultar
conveniente. Sin embargo, se llevo a cabo una evaluacion de la via hidrotérmica para convertir
directamente la hemicelulosa del material en XOS. Debido a la falta de disponibilidad de la

enzima (xilanasas) se procedio con la opcion térmica.
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Figura 23. Espectro FTIR de hemicelulosa nativa. Adaptado de Tian et al. .
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Figura 24. Espectro de Infrarrojo correspondiente al sélido recuperado sometido a

tratamiento alcalino con NaOH al 9% p/v. Nota: autoria propia.

4.2.2. Tratamiento hidrotermal de pancas de maiz para produccion de XOS

Hidrdlisis en reactores Parr no agitados

Las pancas de maiz fueron sometidos a un proceso hidrotérmico a 180 °C a fin de producir
xilosa 'y XOS en reactores no agitados. Los experimentos fueron realizados por 50, 65, 70, 75,

80, 85y 90 min, los resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de las pruebas realizadas a los hidrolizados obtenidos en diferentes

tiempos. Nota: autoria propia.

Tiempo de Compuestos fendlicos totales Xilosa XOS (X2-X4)
reaccion (min) (9 eac/L) (g/L) (/L)
50 4,02+£0,12 18,53 + 0,37 0,55
65 4,02 £0,16 20,75+ 0,96 6,83
70 3,34 £ 0,65 20,55 + 1,40 6,42
75 3,76 £ 0,17 20,39 + 2,56 10,28
80 3,85+0,11 20,83+ 0,76 7,53
85 4,17 £ 0,22 20,15+ 1,10 8,09
90 3,33+£0,03 11,46 £ 0,15 0,15

Como se observa en la Tabla 7, el mejor tiempo de reaccidn a una temperatura constante de
180 °C fue el de 75 min, debido a que en este tiempo de reaccion se observo la mayor cantidad

de XOS (10,28 g/L), ademas se obtuvo 3,76 g/L de compuestos fenolicos totales. Ademas, el
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extracto obtenido bajo estas condiciones presentd una concentracion de 8,17 g/L de glucosa,
10,80 g/L de xilosay 1,11 g/L de arabinosa.

Por otro lado, tomando el mejor tiempo de reaccion determinado previamente (75 minutos) se
evaluaron diferentes temperaturas de trabajo (160, 175 y 180) °C, los resultados se muestran
en la Tabla 8 y en la Figura 25. Como se observa, la mejor temperatura de reaccion a un tiempo
constante de 75 min fue 180 °C, debido a que en esta temperatura de reaccién se observé la
mayor cantidad de XOS (10,28 g/L), de los cuales el 78% correspondia a Xz, 17% correspondia
a X3y 5% correspondia a Xa, ademas se obtuvo 3,76 g/L de compuestos fendlicos totales. Bajo
estas condiciones (75 min a 180°C) se logré obtener 6,2 g de XOS por 100 g de material (pancas
de maiz).

Tabla 8. Resultados obtenidos de las pruebas realizadas a los hidrolizados obtenidos a

diferentes temperaturas. Nota: autoria propia.

Temperatura de reaccion Compuestos fendlicos totales Xilosa XOS (X2-X4)
0 (9 eacll) (/L) (9/L)
160 3,10 + 0,60 26,09 + 4,98 0,91
175 4,36 + 0,07 22,33 +£2,05 7,63
180 3,76 £ 0,17 20,39 + 2,56 10,28

12,00 1028

= 10,00
C 7,63
c 8,00
0
& 6,00
g 4,00
£
S 2,00 0,91

0,00

160 175 180

Temperatura (°C)

X0S

Figura 25. Concentracion de XOS obtenida bajo diferentes temperaturas de reaccion en un

tiempo constante de 75 min. Nota: autoria propia.
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Replicacion del tratamiento hidrotermal bajo las mejores condiciones

Posterior a la determinacion de la temperatura y tiempo que permitié obtener mayores
concentraciones de XOS (X2-Xs), en reactores sin agitacion, se procedid a realizar un
tratamiento hidrotérmico bajo las mejores condiciones (180°C por 75 min) a fin de obtener un
extracto rico en XOS (Figura 26), los resultados de los analisis realizados se muestran en la
Tabla 9. Como se observa, se obtuvo un extracto que contenia 8,09 g/L de XOS (X2-Xa), de
los cuales el 70% correspondia a Xz, 23% correspondia a X3 y 7% correspondia a Xa.

Obteniéndose asi 4,8 g de XOS por 100 g de material (pancas de maiz).

Figura 26. Extracto obtenido (a), alicuotas del extracto en viales para su analisis por HPLC
(b). Nota: autoria propia.

Tabla 9. Resultados de las pruebas realizadas al hidrolizado obtenido en las mejores

condiciones. Nota: autoria propia.

Mejores condiciones en Compuestos fendlicos totales Xilosa XOS (X2-Xa)
reactores no agitados (9 eac/L) (g/L) (g/L)
180°C por 75 min 3,563+0,10 20,63+0,71 8,09

Hidrdlisis en reactor Parr agitado

La reaccion de hidrdlisis de la hemicelulosa presente en los pancas de maiz también se llevé a
cabo en un reactor de mayor tamafio (2 L) con agitacion, donde se buscé determinar el mejor
tiempo de reaccidn, trabajando en 15, 30 y 45 min, a una temperatura constante de 180°C

(Figura 27), los resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 10 y Figura 28.
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Figura 27. Extractos obtenidos en diferentes tiempos de reaccion (a), filtros de jeringa de
cartuchos de tratamiento C18 (b) y viales de los extractos obtenidos en diferentes tiempos
(c). Nota: autoria propia.

Tabla 10. Contenido de xilosa y XOS en los hidrolizados obtenidos en diferentes tiempos.
Nota: autoria propia

Tiempo de reaccién (min) Xilosa (g/L) XOS (X2-X4) (g/L)
15 6,32 £ 0,70 1,78
30 6,60 = 0,06 2,56
45 6,49 £ 0,58 1,03

3,00 256
§ 2,50
c 2,00 1,78
S
g 150 1,03
g 1,00
c
S 0,50

0,00

15 30 45

Tiempo (min)

X0S

Figura 28. Concentracion de XOS obtenida bajo diferentes tiempos de reaccién a una

temperatura constante de 180°C. Nota: autoria propia.
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Como se observa en la Tabla 10, el mejor tiempo de reaccion en el reactor Parr agitado de 2 L
a una temperatura constante de 180 °C fue el de 30 min, debido a que en este tiempo de reaccion
se observé la mayor cantidad de XOS (2,56 g/L), de los cuales el 56% correspondia a X2, 22%
correspondia a X3 y 22% correspondia a X4. Obteniéndose asi 3,1 g de XOS por 100 g de
material (pancas de maiz).

La diferencia entre las concentraciones de XOS (X2-X4) obtenidas tanto en los reactores de 25
ml (no agitados) y el reactor Parr de 2 L (agitado), 8,09 y 2,56 g/L, respectivamente, se debe
principalmente a la relacion solido liquido utilizada, trabajandose en el reactor no agitado con
una carga de solidos de 16% y en el reactor Parr agitado con 8%. Sin embargo, considerando
los g de XOS por 100 g de biomasa, se observa que el reactor Parr agitado permitio obtener 3,1
g de XOS vy el reactor Parr no agitado 4,8 g de XOS. Esta ligera diferencia podria deberse al
diferente modo de llegar a 180°C en cada equipo. El incremento de temperatura en los reactores
no agitados, la cual fue asistida con una estufa de calentamiento, parece ser menos severa que
la asistida por el controlador del equipo Parr agitado, sin embargo, también puede deberse a
los diferentes mejores tiempos de reaccién establecidos para cada equipo, considerando que
los tiempos establecido en el Parr no agitado no eran exactos, ya que apenas fueron calculados
en base a las especificaciones del equipo (velocidad de calentamiento y enfriamiento: >5°C /
min) y la temperatura externa pudo influenciar en esa variabilidad.

Para la produccién de XOS a partir de los diferentes residuos agricolas considerados en este
trabajo se considerd una estrategia que involucraba un solo paso. Esta estrategia implica una
autohidrolisis basada en un tratamiento termal con agua caliente a altas temperaturas. Existe
otra estrategia que combina el primer paso mencionado, que puede consistir en un tratamiento
hidrotérmico o quimico, con una hidrolisis enziméatica usando una endo-1,4-- xilanasa, esta
catalizaria la hidrolisis de los enlaces 1,4-p-xilosa en el xilano, lo que resultaria en la liberacion

de moléculas mas pequefias como Xs, X, y xilosa 4. El tratamiento hidrotermal es considerado
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un proceso de refineria de biomasa ecoamigable debido a que no requiere mas quimicos que el
agua, no causa problemas significativos de corrosién y permite la solubilizacién de
hidrolizados de hemicelulosa sin que se produzca una hidrélisis completa 2. Sin embargo,
durante este tratamiento también se producen varios compuestos no deseados, incluyendo
monosacaridos, acido acético, derivados de lignina soluble, compuestos solubles inorganicos
y furfural *'2, La presencia de acido acético, furfural y compuestos fendlicos disueltos
derivados de lignina afecta negativamente las propiedades prebidticas de los XOS, por lo que
la produccion de XOS de alta pureza se considera importante 4. En el procesamiento
hidrotermal el agua penetra en la biomasa, hidrata la celulosa y elimina la mayor parte de las
hemicelulosas y una pequefia parte de la lignina. La solubilizacion de las hemicelulosas esta
catalizada por iones de hidronio resultantes de la autoionizacion del agua. El control del pH en
torno a valores neutros minimiza la formacion de inhibidores de la fermentacion 2.

El tratamiento hidrotermal mediante Liquid Hot Water (LHW), como otros procesos de
hidrolisis, tiene un impacto sobre la composicion de las materias primas, lo cual son el objetivo
principal de estos procesos de conversion de material lignocelulésico. Se espera que este tipo
de tratamiento remueva una gran fraccion de hemicelulosa de las materias primas,
disolviéndola y/o degradandola en los hidrolizados. Es posible también encontrar una pequefia
fraccién de glucosa en los hidrolizados resultantes de los tratamientos hidrotérmicos, ya que
esta puede derivarse de la misma hemicelulosa o de una pequefia parte de celulosa que haya
sido despolimerizada. Otra caracteristica del proceso de tratamiento por LHW, aparte del
fraccionamiento selectivo de la materia prima, es la liberacién de oligosacéaridos en los
hidrolizados. La liberacion de mas monosacéridos, en este caso xilosa, que oligosacéaridos
puede estar relacionada con el pH de la muestra .. Los tratamientos a valores de pH bajos
hidrolizan la mayor parte de hemicelulosa en monémeros, mientras que tratamientos llevados

a cabo a un pH neutro produce una mayor cantidad de oligosacaridos con algunos monémeros
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73, Carvalheiro et al. (2004) reporté que para la materia prima de grano usado en cerveceria
tratado por LHW a 190°C durante 20 min, obtuvo en el hidrolizado 6,75 g/L de XOSy 5,17
g/L de xilosa, aparte de una alta concentracion de productos de degradacién, tales como furfural
e hidroximetilfurfural (HMF) 7.

En el trabajo realizado por Kim et al. (2022) 4, se sometié a tratamiento hidrotermal los
residuos agricolas de palma de aceite, especificamente del racimo de fruto vacio. El
pretratamiento hidrotermal fue desarrollado utilizando un reactor Parr agitado de 2 L a escala
de laboratorio. La relacion solido:liquido en el reactor fue de 1:11,5 (p/v). El tratamiento
hidrotermal fue realizado bajo una agitacion de 150 rpm y 190°C por 10 minutos. Al finalizar
el tratamiento hidrotermal se determiné el rendimiento del xilano extraido, siendo este 51,2%.
Kim et al. (2022) ** menciona que una alternativa para mejorar la extraccion de xilano es
aumentar la temperatura de reaccion, sin embargo, los contenidos de Xilosa e impurezas como
compuestos fenolicos, &cido acético y productos de descomposicion de azlcar aumentarian
también . Kim et al. (2022) utiliz6 el tratamiento hidrotermal a modo de pretratamiento ya
que luego de la extraccion de xilano éste se sometio a una hidrolisis enzimatica para producir
XOS de bajo peso molecular, compuestos principalmente por xilobiosa (X2) y xilotriosa (X3),
los cuales son recursos altamente efectivos para el crecimiento de probidticos como
Bifidobacterium y Lactobacillus brevis spp. Cabe resaltar que cuando el xilano no fue sometido
a hidrolisis enzimética, el contenido total de X> y Xs fue de 21,3%, mientras que al utilizar una
xilanasa se logro obtener un 79,5% de contenido total de xilobiosa (X2) y xilotriosa (Xs) .
Concentracion de XOS mediante filtracion por membranas

Concentracion de extracto obtenido de reactores no agitados

Filtracion de extractos a diferentes pH

El hidrolizado obtenido luego de 75 min de procesamiento hidrotermal en reactores no agitados

de 25 ml fue sometido a un proceso de UF (10 kDa) a pH 4, 55y 7, para evaluar el
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comportamiento de las membranas en funcion a la concentracion de xilosay XOS 'y la cantidad
de XOS en g presente en los extractos de entrada, permeado y retentado, resultados que se
muestran en la Figura 29. A pH 4 se recuperd en el permeado 500 mg de XOS (X2-X4), de los
cuales el 83% corresponde a Xz, 11% corresponde a X3 y 6% corresponde a Xa; en el caso del
retentado, se recuperd 700 mg de XOS (X2-X4) de los cuales el 71% corresponde a X, 17% a
Xsy 12% a Xa. Por otro lado, a pH 5,5 se recuperd en el permeado 500 mg de XOS (X2-Xa),
de los cuales el 81% corresponde a X2, 10% corresponde a Xz y 8% corresponde a Xs; en el
caso del retentado, se recuperé también 500 mg de XOS (X2-Xs) de los cuales el 65%
corresponde a Xz, 24% corresponde a X3 y 12% corresponde a Xa. Por Gltimo, a pH 7 se
recuperd en el permeado 500 mg de XOS de los cuales el 77% corresponde a Xz, 12%
corresponde a Xz y 11% corresponde a Xa; en el caso del retentado, se recuperé 400 mg de
XOS (X2-X4) de los cuales el 63% corresponde a X2, 26% corresponde a X3y 11% corresponde
a X4. Respecto a los porcentajes de recuperacion de XOS (X2-X4), estos fueron calculados en
base a los pesos iniciales y finales obtenidos en g, para cada caso. A pH 4 se recuperd
aproximadamente en el permeado 46% del total de XOS y en el retentado 54%; por otro lado,
a pH 5,5 se recuperé aproximadamente en el permeado 47% y en el retentado 53%; finalmente,

a pH 7 se recuper6 aproximadamente en el permeado 57% y en el retentado 43%.

| pH 4 | pH 5.5 | pH7 |
[ | | |
Hidrolizado: 31 mL Hidrolizado: 26 mL Hidrolizado: 22 mL
XO0S (X2-X4): 0,12 g XO0S (X2-X4): 0,10 g XOS (X2-X4): 0,00 ¢
E] Xilosa: 10,00 g/LL Xilosa: 10,00 g/L. Xilosa: 10,00 g/L.
§ X0Ss (XZ-XF-): 3.90 g/L XO0S (X}Xf]: 3,90 g/L X0S (X2-Xf): 390 ¢g/L
E . p;: Q . Retentado: 11 mL L é: Q . Retentado: § mL L e': Q . Retentado: 6 mL
% ] & %.,0 o _, XOS (X2-X4): 0,07 ¢ 8. ggo o _, XOS (X2-X4): 005 ¢ g %%‘j‘f" _, XOS (X2-X4): 004 ¢
z X o0 Xilosa: 11,60 g/L 0,0, Xilosa: 14,17 g/L. * 0,0 0" Xilosa: 12,44 g/L.
8 XOS (X2-X4): 5,94 g/L. °0 XO0S (X2-X4):6,71 g/l o0 ~ XOS (X2-X4): 6,22 g/L
g ;a“ :)n“ o, o
E
E Permeado: 20 mL Permeado: 18 mL Permeado: 16 mI
- XO0S (X2-X4): 0,05 g XOS (X2-X4): 0,05 g XOS (X2-X4): 0,05 g
Xilosa: 8,88 g/l Xilosa: 8,62 g/ Xilosa: 8,90 g/L
XOS (X2-X4): 2,78 g/L XOS (X2-X4): 2,63 g/L XOS (X2-X4): 3,08 g/L.

Figura 29. Filtracion con diferentes pH para la concentracion del extracto obtenido. Nota:
autoria propia.
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La comparacion del volumen y flujo obtenido respecto al tiempo de filtracion para cada valor
de pH se observa en la Figura 30. Respecto a los flujos de trabajo promedio, apH 4,5,5y 7 se

obtuvo un flujo de 1,20, 0,80 y 1,46 ml/min, en 29, 23 y 15 minutos, respectivamente.

9,00
8,00 T
7,00

S 6,00

= 5,00
o 4,00

= 3,00

[N
2,00
1,00

0,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Tiempo (min)

—8—UF (10kDa), pH4  —@—UF(10kDa), pH5,5 —@—UF (10 kDa), pH 7

Figura 30. Flujo respecto al tiempo para los diferentes valores de pH evaluados. Nota:
autoria propia.

Es importante recordar, para este y los posteriores ensayos de filtracion por membranas, que
los XOS tienen un peso molecular relativo de 200-300 kDa "6, donde la xilobiosa (X2) pesa
282,24 Da, la xilotriosa (X3) 414,36 Da y la xilotetraosa (Xs) 546,47 Da. Rosas et al. (2023) ”’
obtuvo una mayor concentracion de Xz, X3y X4 en los permeados a valores de pH altos (6,6 -
7,6) empleando una membrana de UF de 10 kDa, comportamiento similar observado en este
estudio a pH 7, en comparacién con los otros dos valores de pH trabajados. El flujo de
operacién también se vio influenciado por el pH, obteniendo un flujo mayor (1,46 ml/min) a
pH 7 y menores flujos de permeado a pH 4 y 5,5, con valores de 1,20 y 0,80 ml/min,
respectivamente, comportamiento analogo obtenido por Rosas et al. (2023) 7', quienes
obtuvieron en los primeros 10 minutos, valores de 2,1, 1,9 y 1,8 ml/min a pH 6,6, 7,6 y 5,6,
respectivamente y menores flujos de permeado a pH 3,6 y 4,6, siendo en promedio 0,9y 1,3

ml/min, respectivamente. Esto se deberia a que a valores altos de pH las membranas
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poliméricas se vuelven mas hidrofilicas y con mas carga negativa, lo que permite un alto flujo
de permeado y un fuerte rendimiento antiincrustante, disminuyendo la retencion de moléculas
sin carga, como la xilosa y XOS 7. Ademas, estos valores de pH altos modifican la matriz de
la membrana hacia un estado mas expandido, lo que se atribuye a una mayor repulsion
electrostatica intramembrana "8, Por otro lado, se espera que a bajos niveles de pH exista una
mayor retencion de azlcares y XOS 7, tal y como se observ en los resultados a pH 4 y 5,5 en

este trabajo.

Filtracion por membranas

El hidrolizado obtenido luego de 75 min de procesamiento hidrotermal fue sometido a un
proceso de filtracion por membranas de 3 etapas, y la Figura 31 muestra los resultados
correspondientes a cada etapa de ultrafiltracion (UF) y nanofiltracion (NF). Como se observa,
40% del total de contenido de XOS (X2-X4) se encontré en el permeado luego del proceso de
UF (10 kDa) a pH 7. Dos procesos de diafiltracion fueron realizadas para recuperar los XOS
contenidos en el retentado, resultando en una recuperacion global de aproximadamente 80%
del total de XOS en el permeado durante el proceso de UF, por otro lado, considerando solo la
primera DF, se obtuvo una recuperacion global del 67%. El resultado obtenido en la primera
UF es 25% inferior que el obtenido en la recuperacion de XOS en el permeado del proceso de
UF (10 kDa) del extracto de céascara de arroz tratado hidrotérmicamente "y 4% inferior que el
obtenido en el permeado del proceso de UF (10 kDa) del extracto de tallo de quinua tratado de
la misma manera ’’. Esta diferencia puede atribuirse a la composicion de extractivos y
compuestos fenolicos presente en cada uno de los materiales, lo que podria afectar el proceso
de filtrado; debido a ello la diafiltracion resulta ser una buena estrategia en estos casos. Otras
técnicas que buscan eliminar los compuestos fenolicos presentes en el extracto, con el propésito
de mejorar el proceso de filtracidn, son la aplicacion de carbon activado o la polimerizacion

enzimatica 1. En esta etapa se utilizd una membrana de 10 kDa para UF que, considerando el
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peso molecular de los XOS, como Xz, X3y Xa, resulta amplia; el cambio a pH 7 mejora el flujo
a través de la membrana, reteniendo mayormente compuestos fendlicos y pigmentos,
favoreciendo el paso de moléculas sin carga como los aztcares "8, Cabe resaltar que el
retentado presentaba un color mas oscuro en comparacién con el permeado.

El permeado obtenido del proceso de UF, incluyendo solo la primera DF realizada
(recuperacion del 67% del total de XOS en el permeado), fue ajustado a pH 4 y sometido a un
proceso de NF. En el proceso de NF (500 Da), aproximadamente el 87% del total de XOS fue
retenido en el retentado, mientras que solo el 13% del total de XOS pas6 a través de la
membrana. A pH 4, la repulsion electrostatica entre la membrana y compuestos como los
pigmentos se habrian debilitado, dando lugar a una elevada adsorcion hidrofoba de pigmentos
en la membrana, afectando el flujo y el paso de moléculas no cargadas .

El retentado obtenido del proceso de NF (500 Da) a pH 4, fue sometido a otro proceso de NF
(150-300 Da) bajo el mismo pH 4 y también ajustado a pH 7. A pH 4, aproximadamente el
89% del total de XOS fue retenido en el retentado, mientras que solo el 11% del total de XOS
paso a través de la membrana. A pH 7, aproximadamente el 67% del total de XOS fue retenido

en el retentado, mientras que solo el 33% del total de XOS paso a través de la membrana.
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T Hidrolizado: 123 mL
XOS (X2-X4): 0,48 g
Kilosa: 10,24 g/L.

5
=
g XO0S (xz-x;): 3,90 g/l Agua Destilada: 69 mL Agua Desil]adl 80 mL
= )
T R d
= 42mL 35 mL 24 ml 18 mL o Retentado: 17 ml
E _, Xos (xz_.-x41:o,z9g_’ x0§ (X2Xd): 0248 _, XOS (X2-Xd): 0,12 XOS (X2-X4): 0,09 _, @Q& O XOS (X2-X4): 0,04 ¢
2 Xilosa: 13,72 g/l Xilosa: 13,72 g/l Xilosa: 7,10 g/l Xilosa: 7,10 g/l Xilosa: 1,71 g/l
= XOS (X2-X4): 6,83 g/l XOS (X2-X4): 6,83 g/l XO0S (X2-X4): 5,11 g/ XOS (X2-X4): 5,11 g/l XOS (X2-X4): 2,49 g/l
=
2
g Pel eadl 80mL l
é l’el:meudu: 81 mL XU:TXZ_;; : 011;3 Permendo: $1 mil
2 xo§ (X2-X4): 0,19 ¢ > ): 0,132 XO8 (X2-X4): 0,06 g
8 Xilosa: 8,43 g/L. Xilosa: 4,06 g/L Xilosa: 1,06 g/l

XOS (X2-X4): 2,38 g/l XOS (X2-X4): 1.59 g/l

L ]

XOS (X2-X4): 0,75 g/L.

Permead\}: 161 mL.
XO0S (X2-X4): 0,32 g
Xilosa: 7,63 g/L
XOS (X2-X4): 1,99 g/l

Permeado: 156 mL
XOS (X2-X4): 0,31 g
Xilosa: 7,63 g/l
XO0S (X2-X4): 1,99 g/
)

Nano-filtracion (500 Da), pH 4, 30 bar

FOT T Retentado: 31 mL
T XOS(X2:X4):027g
Xilosa: 28,18 g/L.
XO0S (X2-X4): 8,71 g/
! '
Permeado: 125 mL Nota: Al finalizar la prueba a pH 4,
XOS (X2-X4): 0,04 g el retentado y permeado fueron
Xilosa: 2,54 /L. nuevamente mezclados para realizar
4+ XOS (X2-X4): 0,32 /L. la prueba a pH 7.
pH4 pH7
I 1
Retentado: 22 mL Retentado: 14 mL
XO0S (X2-X4):0,19g XOS (X2-X4): 0,12 g
Xilosa: 28,18 g/l Xilosa: 28,18 o/L.
X0s (X2-Xl4 ): 8,71 g/l X0s (Xl—Xf]: 871 gL
i Retentado: 7 mL .8 ®: Retentado: 3 mL
_, XOS(X2-X4):0,17g Q&i& _, XOS(X2-X4): 0,08 ¢

Xilosa: 77,35 g/l
XOS (X2-X4): 24,29 ¢/l

Xilosa: 33,64 g/l
XOS (X2-X4): 27,51 g/l

Permeado: 15 mL Permeado: 11 mL

Nano-filtracion (150-300 Da), 40 bar

XOS (X2-X4%: 002 g XOS (X2-X4): 0,04 g
Xilosa: 5,37 g/l Xilosa: 8,98 g/l
XOS (X2-X4): 1,20 g/L XOS (X2-X4): 4,00 g/l

Figura 31. Concentracion del extracto obtenido en reactores Parr no agitados. Nota:
autoria propia.

Para cada etapa de filtracion por membranas, los flujos de volumen se muestran en la Figura
32. En la primera etapa, los flujos de trabajo promedio en el proceso de UF (10 kDa) a pH 7,
junto con los dos procesos de DF fueron de 0,90, 1,63 y 2,07 ml/min, obtenidos en 100, 56 y
44 minutos, respectivamente. En la segunda etapa, el flujo de trabajo promedio en el proceso
de NF (500 Da) a pH 4 fue de 0,42 ml/min, obtenido en 318 minutos. En la tercera y Gltima
etapa, los flujos de trabajo promedio en el proceso de NF (150-300 Da) a pH 4 y pH 7 fueron

de 0,12 y 0,39 ml/min, obtenidos en 215 y 45 minutos, respectivamente.
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a |4,00

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50

Flujo (ml/min)

1,00
0,50

0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo (min)

—e—UF (10kDa) —@—1°DF (10kDa) —@— 2°DF (10 kDa)

b (0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

0,00
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

Tiempo (min)

Flujo (ml/min)

—&— NF (500 Da), pH 4

c |2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Tiempo (min)

Flujo (ml/min)

—e—NF (150-300 Da), pH 4  —@— NF (150-300 Da), pH 7

Figura 32. Flujo de volumen de la primera (a), segunda (b) y tercera (c) etapa de filtracion
por membranas poliméricas. Nota: autoria propia.
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Concentracion de extracto obtenido de reactor Parr agitado

Retencién de compuestos fendlicos

El hidrolizado obtenido luego de 30 min de procesamiento hidrotermal en el reactor Parr
agitado, que contenia 2,72 g/L de compuestos fenolicos totales y 2,56 g/L de XOS (X2-X4),
fue distribuido equitativamente en dos partes, donde una se sometio a retencion de compuestos
fenolicos utilizando cartuchos de columna C18 y la otra se mantuvo sin modificaciones (Figura
33). Como se observa, aproximadamente el 85% del total de compuestos fendlicos totales
fueron removidos luego de utilizar los cartuchos de columna C18, sin embargo, también se

retuvo aproximadamente el 47% del total de XOS (X2-Xa).

Extracto obtenido luego
de 30 min a 180°C. pH
inicial: 3,6
440 ml X2: 143 giL
XO0S (X2-X4): 1,13 g X3: 0,57 glL
C. fendlicos: 2,72 g EAG/L X4:0,55 g/l
Xilosa: 6,60 g/L.
XOS (X2-X4): 2,56 g/L.
! l
Extracto sometido a retencién Extracto no sometido a retencién
150 ml 150 ml
XOS (X2-X4): 038 g XOS(X2-X4): 0,38 ¢

C. fendlicos: 2,72 g EAG/L

1° paso por columna C18: 2° paso por columna C18: __ Xilosa: 6,60 g/L.

H 172 ml - g 186 ml XOS (X2-X4): 2,56 g/L.
. XOS (X2-X4): 0.21¢ 1 XOS (X2-X4): 020 ¢ —
§§ C. fenélicos: 0,47 g EAG/L — ;‘i} C. fendlicos: 0,30 g EAG/L X2: 143 g/L

& Xilosa: 4,53 g/L. g Xilosa: 4,01 g/L X3:0,57 ¢/L

XOS (X2-X4): 1,20 g/L XO0S (X2-X4): 1,05 g/L X4:0,55 g/L.
—— —_—
X2:0,89 g/ X2:0,73 g/l
X3:0,21 g/lL X3:0,20 g/L
X4: 0,11 g/L X4: 0,11 g/L.

Figura 33. Etapa inicial para la concentracion del extracto obtenido del reactor Parr de 2 L.
Nota: autoria propia.
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Filtracién por membranas de extracto sometido a retencidon de compuestos fendlicos

El hidrolizado obtenido luego de 30 min de procesamiento hidrotermal y sometido a retencién
de compuestos fendlicos con un doble paso a través de columnas C18 fue llevado a un proceso
de filtracion por membranas de 2 etapas y la Figura 34 muestra los resultados correspondientes
a cada etapa de NF. Como se observa, 22% del total de contenido de XOS (X2-X4) se encontrd
en el permeado luego del proceso de NF (600-800 Da) a pH 7. Un proceso de DF fue realizado
para recuperar los XOS contenidos en el retentado, resultando en una recuperacion global de
aproximadamente 46% del total de XOS en el permeado durante el primer proceso de NF. En
esta etapa se utilizé una membrana de 600-800 Da para NF que, considerando el peso molecular
de los XOS, como Xz, X3y Xa, alin resulta grande; sin embargo, el cambio a pH 7 no tuvo el
efecto observado con las membranas de UF de 10 kDa, donde se mejoraba el flujo a través de
la membrana, que favorecia el paso de moléculas sin carga, como los azlcares, a la fraccion de
permeado.

El permeado obtenido del proceso de NF, incluyendo la DF realizada, fue ajustado a pH 3,73
y sometido a otro proceso de NF. En el segundo proceso de NF (150 Da), aproximadamente el
94% del total de XOS fue retenido en el retentado, mientras que solo el 6% del total de XOS
paso a través de la membrana de NF (150 Da). EI cambio a pH 3,73 tuvo el efecto esperado al

observarse una mayor cantidad de azUcares retenidos en el retentado.
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[ Hidrolizado: 88 mL
XOS (X2-X4): 0,09 g
Xilosa: 3,75 g/L
XOS (X2-X4): 1,02 g/l Agua Destilada: 25 mL
C. fendlicos: 0,19 g EAG/L i

! Retentado: 18 mIL. : 13 mL R do + Agua: 3 mL  Retentado + Agua: 35 mL . Retentado: 7 mL
XOS (X2-X4): 0,04 g
— Xilosa: 4,29 g/
XOS (X2-X4):5.71 g/l
C. fendlicos: 0,69 g EAG/L.

L@ XOS (X2-X4): 0,07 g XOS (X2-X4): 0,05 ¢ XOS (X2-X4): 0,07 g XOS (X2-X4): 0,06 ¢
SeT Xilosa: 801 g/ —  Xilosa: 8.01 g/L —  Xilosa: 2,86 g/L. —  Xilosa286gL  —
XO0S (X2-X4): 3,82 g/L. XOS (X2-X4): 3,82 g/L. XOS (X2-X4): 1,76 g/L. XOS (X2-X4): 1,76 g/l
C. fendlicos: 0.54 g EAG/L  C. fendlicos: 0.54 g EAG/L  C. fendlicos: 0,18 g EAG/L  C. fendlicos: 0.18 g EAG/L

Nano-filtracion (600-800 Da), pH 7, 30 bar

Permeado: 70 mL Permeado: 28 mL
XOS (X2-X4): 0,02 g XOS (X2-X4): 0,02 g
Xilosa: 2,70 g/L Xilosa: 2.50 g/L
XOS (X2-X4): 0,30 g/L XOS (X2-X4): 0,71 g/L
C. fenélicos: r 15 g EAG/L C. fenélicos: T.O? g EAG/L

-T- Permeado: 98 mL
XOS (X2-X4): 0,04 g
Xilosa: 2,69 g/L
XOS (X2-X4): 0.37 g/l
C. fendlicos: 0,13 g EAG/L

Permeado: 93 mL.
XOS (X2-X4): 0,03 g
Xilosa: 2.69 g/L.

XOS (X2-X4): 0,37 g/
C. fenolicos: 0,13 g EAG/L

,.1 Retentado: 20 mL
: ";' ®, .. XOS (X2-X4): 0,03 g
ST o — Xilosa: 12,52 o/l

o)

%

&)

o0 G,

XOS (X2-X4): 1,59 g/L.
C. fendlicos: 0,55 g EAG/L

Nano-filtracion (150 Da), pH 3,73, 40 bar

Permend{): 73 mL
XOS (X2-X4): 0,00 g
Kilosa: 0,05 g/l
XO0S (X2-X4): 0,03 /I
C. fendlicos: 0,06 g EAG/L

Figura 34. Filtracion por membranas del extracto sometido a retencion de compuestos
fenolicos, por duplicado (a) y (b). Nota: autoria propia.

Para cada etapa de filtracion por membranas, los flujos de volumen se muestran en la Figura
35. En la primera etapa, los flujos de trabajo promedio en el proceso de NF (600-800 Da) a pH
7, junto con el proceso de DF fueron de 2,16 y 1,40 ml/min, obtenidos en 37 y 24 minutos,
respectivamente. En la segunda etapa y Ultima etapa, el flujo de trabajo promedio en el proceso

de NF (150 Da) a pH 3,73 fue de 1,02 ml/min, obtenido en 72 minutos.
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a | 4,00

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50

Flujo (ml/min)

1,00
0,50

0,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

Tiempo (min)

—8— NF (600-800 Da), pH 7  —@— DF (600-800 Da), pH 7

o

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Tiempo (min)

Flujo (ml/min)

—@— NF (150 Da), pH 3,73

Figura 35. Flujos de volumen de la primera (a) y segunda (b) etapa de filtracion por
membranas poliméricas. Nota: autoria propia.

Filtracién por membranas de extracto no sometido a retencién de compuestos fendlicos

El hidrolizado obtenido luego de 30 min de procesamiento hidrotermal, sin someterse a
procesos previos de retencion de compuestos fenolicos con cartuchos de columna C18, fue
Ilevado a un proceso de NF (600-800 Da) a pH 7, tal y como se trabajé con el extracto sometido
a retencion de compuestos fenolicos, sin embargo, esta NF resulté siendo demasiado lenta,
como puede observarse en la Figura 36, teniendo un flujo de trabajo promedio de 0,15 ml/min,

obtenido en 61 min.
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0,60 8,00
0,50 7,00
6,00
,’g 0,40 500 E
% 0,30 4,00 g
S 020 300 5
2,00
0,10 1,00
0,00 0,00

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
Tiempo (min)

—@—Flujo (ml/min) —@—Volumen (ml)

Figura 36. Proceso de NF (600-800 Da) a pH 7 del extracto no sometido a retencion de
compuestos fendélicos. Nota: autoria propia.

Por la razén previamente mencionada, el hidrolizado obtenido luego de 30 min de
procesamiento hidrotermal fue sometido a un proceso de filtracion por membranas de 4 etapas
y la Figura 37 muestra los resultados correspondientes a cada etapa de UF y NF. Como se
observa, 53% del total de contenido de XOS (X2-X4) se encontrd en el permeado luego del
proceso de UF (10 kDa) a pH 7. Un proceso de DF fue realizado para recuperar los XOS
contenidos en el retentado, resultando en una recuperacion global de aproximadamente 69%
del total de XOS en el permeado, durante este primer proceso de UF. El resultado se asemeja
con la UF (10 kDa) a pH 7 aplicada al hidrolizado obtenido luego de 75 min en reactores de 25
ml sin agitacion, donde luego de la primera DF se obtuvo un porcentaje de recuperacion global
de aproximadamente 67% del total de XOS en el permeado.

El permeado obtenido del primer proceso de UF, incluyendo la DF realizada, fue sometido a
otro proceso de UF (1000 Da). Como se observa, aproximadamente el 25% del total de XOS
(X2-X4) se encontrd en el permeado luego del proceso de UF (1000 Da) a pH 7. Un proceso de

DF fue realizado para recuperar los XOS contenidos en el retentado, resultando en una
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recuperacion global de aproximadamente 38% del total de XOS en el permeado, durante este
segundo proceso de UF.

El permeado obtenido del proceso de UF (1000 Da), incluyendo la DF realizada, fue sometido
a un primer proceso de NF (600-800 Da). Como se observa, aproximadamente el 34% del total
de XOS (X2-X4) se encontrd en el permeado luego del proceso de NF (600-800 Da) a pH 7. Un
proceso de DF fue realizado para recuperar los XOS contenidos en el retentado, resultando en
una recuperacion global de aproximadamente 78% del total de XOS en el permeado, durante
este primer proceso de NF.

El permeado obtenido del primer proceso de NF, incluyendo la DF realizada, fue ajustado a
pH 3,78 y sometido a otro proceso de NF (150 Da). En el segundo proceso de NF (150 Da),
aproximadamente el 94% del total de XOS fue retenido en el retentado, mientras que solo el
6% del total de XOS paso a traves de la membrana.

Para cada etapa de filtracion por membranas, los flujos de volumen se muestran en la Figura
38. En la primera etapa, los flujos de trabajo promedio en el proceso de UF (10 kDa) a pH 7,
junto con el proceso de DF fueron de 1,08 y 0,59 ml/min, obtenidos en 48 y 26 minutos,
respectivamente. En la segunda etapa, los flujos de trabajo promedio en el proceso de UF (1000
Da) a pH 7, junto con el proceso de DF fueron de 2,22 y 0,96 ml/min, obtenidos en 22 y 10
minutos, respectivamente. En la tercera etapa, los flujos de trabajo promedio en el proceso de
NF (600-800 Da) a pH 7, junto con el proceso de DF fueron de 2,88 y 0,99 ml/min, obtenidos
en 14 y 7 minutos, respectivamente. En la cuarta y ultima etapa, el flujo de trabajo promedio

en el proceso de NF (150 Da) a pH 3,78 fue de 0,52 ml/min, obtenido en 66 minutos.
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Hidrolizado: 70 mL
XOS (X2-X4): 0,15 g
Xilosa: 5.57 g/L.
XOS (X2-X4): 2,18 g/l

Agua Destilada: 15 mL
C. fendlicos: 2,49 g EAG/L

XOS (X2-X4): 5.08 g/l XO0S (X2-X4): 5,08 g/l XO0S (X2-X4): 1,35 g/l XO0S (X2-X4): 1,35 g/l
C. fendlicos: 8,16 g EAG/L  C. fendlicos: 8,16 g EAG/L €. fendlicos: 2,60 g EAG/L ~ C. fendlicos: 2,60 ¢ EAG/L

Permeado: 56 mL
XOS (X2-X4): 0,08 g
Xilosa: 4,86 g/L
XOS (X2-X4): 1.45 g/l
C. fenolilcosr 1,38 g EAG/L

Ultra-filtracion (10 KDa), pH 7, 20 bar

C

Retentado: 14 mL R do: 7 mL R do + Agua: 22mL  Retentado + Agua: 19 mL " Retentado: 4 mL
XO08 (X2-X4): 007 g XO08 (X2-X4): 0,04 ¢ XO0S (X2-X4): 0,03 g XOS (X2-X4): 0,03 g - € @, . X0S (X2-X4): 0,01 ¢
— Xilosa: 8,29 g/L - Xilosa: 8,29 g/L. — Xilosa: 2,11 g/ - Xilosa: 2,11 g/ — o 2o . — Xilosa: 3,07 g/L

XOS (X2-X4): 3,13 g/L
C. fendlicos: 8,80 g EAG/L

Permeado: 15 mL
XO0S (X2-X4): 0,02 g
Xilosa: 2,23 g/
XOS (X2-X4): 1,33 g/l
. fendlicos: |1.27 g EAG/L

Permeado: 71 mL
XOS (X2-X4): 0,10 g
Xilosa: 4,22 g/l
XOS (X2-X4): 1,35 g/l
C. fendlicos: Il.21 2 EAG/L

Permeado: 60 mL
XOS (X2-X4): 0,08 ¢
Xilosa: 4,22 g/L.
XOS (X2-X4): 1,35 g/l
C. fendlicos: i,2| g EAG/L

Agua Destilada: 13 mlL.

Retentado: 12 mL R 6 mL R do + Agua: 19 mL Retentado: 16 mL
XO0S (X2-X4): 0,06 g XO0S (X2-X4): 0,03 g XOS (X2-X4): 0,03 g XO0S (X2-X4): 0,03 g
- Xilosa: 9,22 g/l - Xilosa: 9,22 /L. i Xilosa: 2,69 g/l d Xilosa: 2,69 g/l

XO0S (X2-X4). 4,96 g/l XOS (X2-X4): 4,96 g/ XOS (X2-X4): 174 g/L XOS (X2-X4): 1,74 g/
C. fendlicos: 4,15 g EAG/L. C. fendlicos: 4.15 g EAG/L.  C. fendlicos: 1,10 g EAG/L.  C. fendlicos: 1,10 g EAG/L

Ultra-filtracion (1000 Da), pH 7, 20 bar

Permeado: 48 mL
XOS (X2-X4): 0,02 g
Xilosa: 3,27 o/l
XOS (X2-X4): 045 g/l

C. fendlicos: 0.68 g EAG/L.
|

C.

-

Retentado: 4 mL
XOS (X2-X4): 0,02 g
Xilosa: 4,59 g/l
XOS (X2-X4): 5,58 /L.
C. fenélicos: 4,23 g EAG/L

—

Permeado: 12 mL
XO0S (X2-X4): 0,01 g
Xilosa:

3 gL
XOS (X2-X4): 0,46 ¢/

fendlicos: (l},55 g EAG/L

Hidrolizado: 60 mL
XOS (X2-X4): 0,03 g
Xilosa: 3,22 g/L
XOS (X2-X4): 0,5 g/
C. fenélicos: (1,66 g EAG/L

Hidrolizado: 50 mL
XOS (X2-X4): 0,02 g
Xilosa: 3,22 g/L
XOS (X2-X4): 0,5 ¢/l

C. fenélicos: (1.66 2 EAG/L Agua Destilada: 8 mL

Retentado: 9 mL R do: 4 mL R + Agua: 12mL  Retentado + Agua: 9 mL
XOS (X2-X4): 0,01 g XO0S (X2-X4): 0,01 g XOS (X2-X4): 0,01 g XOS (X2-X4): 0,00 g
- Xilosa: 7,16 g/L. bl Xilosa: 7,16 g/T. — Xilosa: 2,27 g/L. hnd Xilosa: 2,27 g/

XOS (X2-X4): 1.23 g/l XOS (X2-X4): 1,23 g/l XO0S (X2-X4): 0,39 g/L XOS (X2-X4): 0,39 g/
C. fendlicos: 1.47 g EAG/L €. fendlicos: 147 g EAG/L  C. fendlicos: 048 g EAG/L  C. fendlicos: 0,48 g EAG/L

Permeado: 41 mL
XOS (X2-X4): 0,01 g
Xilosa: 2,45 g/L.

XOS (X2-X4): 0,21 g/
C. fendlicos: ?.46 g EAG/L

Nano-filtracion (600-800 Da), pH 7, 30 bar

Retentado: 2 mL
XOS (X2-X4): 0,00 g
Xilosa: 2,39 g/L
XOS (X2-X4): 0,99 g/L
C. fendlicos: 1,22 g EAG/L

.8

‘e,
:)O
o

OJQ‘
o o,

—

Pl:l‘lllEBlliﬂ: 7mL
XO0S (X2-X4): 0,00 g
Xilosa: 1,98 /L.
XOS (X2-X4): 022 g/

C. fendlicos: 0.38 g EAG/L
J

Permeado: 48 mL
XOS (X2-X4): 0,11
Xilosa: 2,01 g/L
XO0OS (X2-X4): 0,21/l
C. fenélicos: 0,47 ¢ EAG/L

Permeado: 38 mL.
XOS (X2-X4): 001 g
Xilosa: 2,01 g/l
XOS (X2-X4): 0,21 g/
C. fendlicos: 0.47 ¢ EAG/L
Retentado: 8 mL
XOS (X2-X4): 0,01 g
Xilosa: 11,92 g/l
XO0S (X2-X4): 0,94 /1.
C. fendlicos: 2,61 g EAG/L

-"‘:O‘.
S’y
T®E

Nano-filtracion (150 Da), pH 3,78, 40 bar

Permeado: 30 mL
XOS (X2-X4): 0,00 g
Xilosa: 0,26 g/L.

XO0S (X2-X4): 0,02 g/
C. fendlicos: 0,12 ¢ EAG/L

Figura 37. Primera filtracion por membranas del extracto no sometido a retencion de

compuestos fendlicos. Nota: autoria propia.
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Figura 38. Flujos de volumen de la primera (a), segunda (b), tercera (c) y cuarta (d) etapa
de filtracion por membranas poliméricas. Nota: autoria propia.
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Como se ha podido observar en el proceso de filtracion por membranas del extracto obtenido
luego de 30 min de procesamiento hidrotermal en el reactor Parr agitado, la retencion previa
de compuestos fendlicos permitid el uso de menos recursos para la concentracion de XOS (X2-
X4), necesitandose solo 2 etapas de NF (con membranas MWCO de 600-800 Day 150 Da), lo
que contrasta con las 4 etapas requeridas (2 UF con membranas de 10 kDay 1 kDa y 2 NF con
membranas de 600-800 Da y 150 Da) en el caso del extracto no sometido a este preproceso. El
uso de cartuchos C18 permitié la retencion de aproximadamente 85% de compuestos fendlicos.
Estos compuestos fendlicos, resultantes del proceso de tratamiento hidrotermal previo, entre
otros compuestos inhibitorios sugieren una barrera para la actividad prebidtica de los XOS. La
mayoria de los inhibidores derivados de la biomasa lignoceluldsica se forman durante el
tratamiento previo, cuando las hemicelulosas y/o lignina se solubilizan y degradan, ademas los
extractivos y la celulosa que son afectadas, sin intencion, en los procesos de tratamiento
también son otras fuentes 2. El procesamiento hidrotermal, el cual tiene como mayor efecto la
solubilizacién de hemicelulosas sin una completa hidrélisis, tiene como subproductos acido
acético y pequefias cantidades de aldehidos furanicos *2. Por todo ello, se considera importante
la produccion de XOS de gran pureza, para evitar inhibidores indeseados de su actividad
prebidtica. Entre las técnicas de purificacion de XOS se encuentra el uso combinado de
membranas de UF y NF y/o el uso de membranas de UF con diferentes valores de corte de peso
molecular (MWCO) °,

En el trabajo presentado por Geetha & Gunasekaran (2017) 8 se sometié un hidrolizado
enzimatico de salvado de trigo a un sistema de UF, con una membrana MWCO de 10 kDa,
para poder separar los polisacaridos de alto peso molecular y compuestos no sacaridos, luego
de ello, el permeado que contenia los oligosacaridos deseados se procesO a través de una
segunda membrana de UF MWCO de 3 kDa para poder obtener en el permeado final altas

concentraciones de XOS con grado de polimerizacion de 2-5 y menores concentraciones de
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XOS de alto peso molecular y xilosa. En el permeado final luego de utilizar la membrana de
10 kDa se recuperd en total 72% de XOS y luego de utilizar la membrana de 3 kDa se recuperé
en total 44% de XOS 8L,

En el trabajo realizado por Kim et al. (2022) ', en la etapa de produccion de XOS de bajo peso
molecular a escala piloto, se sometio a tratamiento hidrotermal los residuos agricolas de palma
de aceite, especificamente del racimo de fruto vacio, para luego someter el hidrolizado de
hemicelulosa a una concentracion empleando una membrana de ésmosis inversa (Ol), para
reducir la escala de la etapa de hidrolisis enzimatica. La composicion de los hidrolizados de
hemicelulosa antes y después de la concentracion por Ol se incremento por un factor de 10.
Este proceso de concentracion puede permitir que el permeado sea reutilizado como agua de
proceso, reduciendo asi la cantidad de agua residual generada. Luego de la concentracion
empleando una membrana de OlI, el porcentaje de recuperacion de X; - > Xg fue de
aproximadamente 90% 4. Considerar una etapa de hidrdlisis enzimatica, empleando una
xilanasa para la produccion de XOS con bajos grados de polimerizacion (X2 y Xs), puede
incrementar el contenido total de X, y X3 como en el caso reportado por Kim et al. (2022) 4
donde se consigui6 incrementar este contenido hasta un 69,3%, 2,8 veces méas que antes del
proceso de hidrdlisis enzimatica. Como ya se ha mencionado anteriormente, existen diversas
técnicas de purificacién de XOS en las que se encuentra la polimerizacion enzimatica, la cual
puede también combinarse con procesos de filtracion por membranas, para poder disminuir la
cantidad de compuestos residuales no deseados, como los compuestos fendlicos. Cuando se
habla de una polimerizacion enzimatica lo que se busca es polimerizar los compuestos
fendlicos y precipitarlos mediante reacciones catalizadas por una peroxidasa. La
polimerizacion enzimética resulta interesante para poder obtener polimeros fendlicos a partir
de los diversos compuestos fendlicos generados durante el tratamiento hidrotermal de la

biomasa. Estos compuestos fendlicos forman radicales fenoxi por medio de la peroxidasa en
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presencia de perdxido de hidrogeno, posteriormente sufren una reaccion en cadena con las
demas sustancias fendlicas, dando lugar a la precipitacion de polimeros fendlicos de color
marrdn rojizo 4. Estos polimeros fenolicos pueden ser utilizados en varios campos debido a
sus propiedades fisicoquimicas deseables, que incluyen una alta biocompatibilidad y respeto al

medio ambiente 82

, ademas pueden ser utilizados como materiales antioxidantes ya que
mientras mas alto es el peso molecular del polifenol, mas fuerte es el efecto antioxidante . Se
espera que los polimeros sintetizados de esta manera se utilicen como biopolimeros sostenibles,
debido a su naturaleza renovable y al uso de condiciones de polimerizacion suaves 4. La
aplicacion de esta técnica resulta interesante de evaluar, sobre todo en casos como los

presentados en este trabajo, para poder valorizar incluso los residuos no deseados generados

de los tratamientos hidrotermales, lo que conllevaria al desarrollo de una biorrefineria eficiente.
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CONCLUSIONES

1. Sedetermind el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de los residuos de cebolla
y maiz. Las hojas de cebolla se componian de 26,40% de celulosa, 5,05% de
hemicelulosa y 5,37% de lignina y las pancas de maiz de 34,06% de celulosa, 31,70%
de hemicelulosa y 4,65% de lignina.

2. Se evaluaron diferentes temperaturas y tiempos para poder determinar las mejores
condiciones de tratamiento hidrotérmico. Para todos los casos, la mejor temperatura fue
180°C. En reactores no agitados, en 50 min se obtuvo 0,9 g de XOS por 100 g de hojas
de cebolla y en 75 min se obtuvo 4,8 g de XOS por 100 g de pancas de maiz. En el
reactor agitado, en 30 min, se obtuvo 3,1 g de XOS por 100 g de pancas de maiz. Las
pancas de maiz resultaron mas aprovechables para la produccion de XOS a
comparacion de las hojas de cebolla.

3. Se evalud el potencial de membranas de UF y NF para la purificacion y concentracion
de XQOS, de los hidrolizados de pancas de maiz. Valores de pH 4 y 5,5 favorecian la
concentracion de XOS en los retentados, con un menor flujo de trabajo; por otro lado,
a pH 7 un mayor porcentaje de XOS pasaba hacia el permeado, con un mayor flujo de
trabajo. Todos los hidrolizados fueron sometidos a operaciones combinadas de UF y
NF, obteniendo en los retentados finales porcentajes de recuperacion de XOS de 67%
(pH 7) y de 89-94% (pH cercano a 4). Ademas, se evaluo la capacidad de retencion de
compuestos fendlicos de columnas C18, las cuales lograron retener 85% de estos
compuestos. Sin embargo, también retuvieron 47% del total de XOS.

4. Se realizo la cuantificacion de xilosa y XOS obtenidos, en las diferentes etapas de
hidroélisis hidrotérmica y filtracion por membranas mediante HPLC, esto permiti6 el
calculo tanto de las concentraciones obtenidas y los porcentajes de recuperacion de

XOS (X2-X4) en cada proceso realizado.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda tener en cuenta el empleo de una hidrélisis enzimatica, luego del
tratamiento hidrotermal empleado, para la mayor liberacidén de moléculas mas pequefias
como la xilobiosa y la xilotriosa.

2. Se recomienda optimizar el tratamiento hidrotermal empleado para el tratamiento de
biomasa lignoceluldsica considerando los distintos productos que puedan obtenerse de
las otras fracciones valorizables que componen este tipo de biomasa, para el
aprovechamiento de residuos en un contexto de biorrefineria.

3. Se recomienda tener en consideracion otros parametros en el desarrollo del tratamiento
hidrotermal como pH, ya que podrian influir en la formacion de subproductos no
deseados.

4. Se recomienda considerar la polimerizacion enzimatica para el aprovechamiento de
compuestos fenolicos (subproducto no deseado) y volverlos un subproducto de interés

para la obtencién de polimeros fenolicos.
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