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RESUMEN

El tallo de la quinua (Chenopodium quinoa) es un desecho lignoceluldsico no
valorizado y renovable. Con el objetivo de valorizar este desecho agroindustrial, se
evaluo el proceso de hidrolisis hidro-térmica (178 °C y 10 bar) en reactores Parr para
la produccion directa de xilooligosacaridos (XOS) y posterior hidrolisis enzimatica de
los solidos residuales para la produccion de carotenoides por Rhodotorula glutinis.
Como resultado, el mayor rendimiento de XOS (79 mg/g de biomasa) conteniendo
principalmente xilotetraosa (X4) a xilohexaosa (X6) se obtuvo en 20 min del proceso;
sin embargo, se observé un alto contenido de xilobiosa (X2) y xilotriosa (X3), XOS
de bajo peso molecular, a 45 min del proceso. En el desarrollo de purificacion por
membranas de ultrafiltracion (10 kDa de tamafio de poro) el pH 6.6 permitié mayor
flujo de permeado que el obtenido a pH bajo (3.6, 4.6, 5.6). Ademas, el extracto
obtenido mediante el proceso de NF (~500 Da) y retentato en membrana NF (150~300
Da) permitid obtener un 70% de productos totales (X1-X6) con un 56% de pureza (X2-
X6). Finalmente, en la etapa de fermentacion, la levadura Rhodotorula glutinis produjo
4.1 mg de carotenoides/g (peso de células secas) y 6.27 mg de carotenoides/g de azucar
total consumido. Por consiguiente, el tallo de la quinua es una fuente interesante para

la produccion de biomoléculas de interés y con alto valor econémico.

Palabras clave: Tallos de quinua; xilooligosacaridos; carotenoides; prebioticos;

bioeconomia circular.
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ABSTRACT

The stalks of quinoa (Chenopodium quinoa) is a non-renewable and renewable
lignocellulosic waste. In order to valorize this agro-industrial waste, the hydro-thermal
hydrolysis process (178 °C and 10 bar) was evaluated in Parr reactors for the direct
production of xylooligosaccharides (XOS) and subsequent enzymatic hydrolysis of the
residual solids for the production of carotenoids by Rhodotorula glutinis. As a result,
the highest yield of XOS (79 mg/g biomass) was obtained, containing mainly
xylotetraose (X4) to xylohexaose (X6) in 20 min of process; however, a high content
of xylobiose (X2) and xylotriose (X3), low molecular weight XOS, was observed in
45 min of process. In the purification process using ultrafiltration membranes (10 kDa
pore size), pH 6.6 allowed a greater flow of permeate than that obtained at low pH
(3.6, 4.6, 5.6). In addition, the extract obtained through the NF process (~500 Da) and
retained in the NF membrane (150~300 Da) allowed to obtain 70% of total products
(X1-X6) with 56% purity (X2-X6) . Finally, in the fermentation stage, the yeast
Rhodotorula glutinis produced 4.1 mg of carotenoids/g (dry cell weight) and 6.27 mg
of carotenoids/g of total sugar consumed. Therefore, the quinoa stem is an interesting

source for the production of biomolecules of interest and with high economic value.

Keywords: Quinoa stalks; xylooligosaccharides; carotenoids; prebiotics; circular

bioeconomy.
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INTRODUCCION
La quinua (Chenopodium quinoa), planta de la familia Amaranthaceae, division

Magnoliophyta y clase Magnoliopsida, es uno de los cereales proteicos sin gluten méas
cultivados en los paises de América del Sur, considerado como un “superalimento”
gracias a sus caracteristicas nutricionales, como sus altas cantidades proteicas,
presencia de aminoacidos, minerales esenciales, vitaminas y antioxidantes que son

beneficiosos para la salud®.

Actualmente, el Per( es uno de los principales productores de quinua, representando
el 57% de la produccion mundial de quinua, logrando cosechar 106.643 toneladas en
el afio 2021, con un aumento de la produccion anual del 6,4%. Sin embargo, el aumento
en la produccién de quinua ha implicado también el aumento en la cantidad de residuos
generados en su cosecha, representados en forma de tallos, ramas, cascaras y hojas, ya
que el grano es el unico producto aprovechable del cultivo, el cual corresponde apenas
el 20% del peso total de cosecha de cada parcela de quinua, con estos calculos podemos
decir que cada afio se producen alrededor de 470.000 toneladas de residuos por el

cultivo de quinua, siendo los tallos los que mas volumen y peso representan®.

El tallo de la quinua es un material lignoceluldsico compuesto por fracciones de
carbohidratos (celulosas y hemicelulosas), ligninas y saponinas, sin embargo, la
proporcidn de estos compuestos varian segun la variedad genética de quinua. Este tipo
de residuos a la fecha tiene pocos estudios sobre su revalorizacion, pero son materiales
que se podrian reaprovechar y convertir en masa comercial. Por ejemplo, la fraccion
de hemicelulosa que se extrae de los materiales lignocelulésicos pueden ser
valorizados como xilooligosacaridos (XOS) que son potenciales prebidticos ademas

de poder obtener otros bio-productos en un contexto de biorrefineria®4.

Es necesario que estos residuos se sometan a un proceso de remocion de componentes
toxicos y de poco interés, como las saponinas®, para continuar con la hidrolisis de los
tallos y lograr recuperar los carbohidratos de interés y de alto valor comercial que
estamos buscando, para esto también sera necesario escoger el tipo de hidrolisis que
presente mejor resultados, sea méas eco-amigable y reproducible®.

Los xilooligosacaridos (XOS) son oligbmeros con xilosa en su cadena estructural,
dentro de ellos se encuentran las formas (X2-xilobiosa, X3-xilotriosa, X4-xilotetraosa,
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X5-xilopentanosa, X6-xilohexosa, etc) que se consideran prebidticos importantes y
emergentes debido a su estimulacion selectiva de especies como Bifidobacteria sp.(”.
Ademas, estos carbohidratos también tienen otras caracteristicas que aumentan su
atractivo industrial, debido a que poseen resistencia al calor, tolerancia a los acidos,
bajo valor calérico y poder edulcorante. Estas caracteristicas llamativas hacen que los

XOS sean complementos ideales como aditivos para producir alimentos funcionales®.

Los XOS se pueden obtener a partir de la hidrdlisis de la fraccion hemicelulosica de
diferentes materiales lignocelulésicos, utilizando procesos quimicos, hidrotérmicos y
enzimaticos o por una combinacion de estas estrategias. En el caso de la hidrolisis
térmica o proceso hidrotérmico para produccion de XOS, se emplea agua como
solvente de extraccion y convirtiéndolo en un proceso sustentable y eco-amigable. Los
residuos obtenidos de esta fase contienen elevados porcentajes de celulosa que también
pueden ser utilizados como sustratos para procesos fermentativos, por ejemplo, en la
produccion de carotenoides®!?, Estas metodologias eco-amigables y bio-sustentables
se han venido realizando por la facilidad de su desarrollo, sin embargo, a la fecha no
se ha investigado la obtencion de carbohidratos de valor comercial a partir de los tallos

de quinua®**2,

La purificacion de XOS por tecnologia de membranas es una estrategia interesante.
Por ejemplo, La ultrafiltracion (UF) y la nanofiltracion (NF) fueron usadas
previamente para la produccion de XOS. Sin embargo, existen diversos factores, como
la dispersion del tamafio de poro de las membranas seleccionadas, las condiciones
operativas de filtracion, el flujo tangencial, la temperatura y la presion que requieren

ser estudiados a fin de optimizar el proceso™®.

Con estas consideraciones, el objetivo de la presente investigacion fue la
revalorizacion de la fraccion de carbohidratos (celulosa y hemicelulosa)?, presente
en los tallos de quinua. Inicialmente, se evalud el proceso de hidrolisis hidro-térmica
en un disefio experimental para encontrar las condiciones 6ptimas en un reactor Parr,
posterior a esto, se evaluaron los pardmetros en la filtracion con membranas con el
propdsito de obtener XOS con alta concentracion. Finalmente, el s6lido remanente del
proceso de hidrolisis hidro-térmica se hidrolizé enzimaticamente empleando celulasas

y se utilizd para la produccion de carotenoides %),
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HIPOTESIS
Debido a que los residuos de quinua contienen carbohidratos en forma de celulosa y

hemicelulosa es probable que, puedan ser utilizados para la produccion de XOS y
azucares fermentables empleando procesos hidrotérmicos y de autohidrolisis o

hidrolisis hidro-termica.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Valorizar los residuos de quinua como carbohidratos a través de procesos
hidrotérmicos de la fraccion de hemicelulosa de los residuos de quinua para la
produccidn de xilooligosacaridos.

Objetivos especificos

1. Caracterizar quimicamente tres tipos de variedades de la quinua (celulosa,
hemicelulosa, lignina, extractivos, saponinas y cenizas).

2. Evaluar la obtencion de xilooligosacaridos por proceso hidrotérmico en
reactoresde 50 mL y 2 L.

3. Evidenciar la actividad de las membranas poliméricas de ultrafiltracion y
nanofiltracion para la concentracion y cuantificacion de xilooligosacaridos por
HPLC, obtenidos por procesos hidrotérmicos.

4. Evaluar la obtencion de carotenoides con ayuda R. glutinis empleando el

liquido hidrolizado celulésico como fuente de carbono.
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1: Tabla de variables significativas e unidades indicadoras.

VARIABLES
TRATAMIENTO  FINDEPENDIENTES | VALORES DE | DEPENDIENTES | VALORES  DE
MEDICION MEDICION
CARACTERIZACION | Variedades de quinua Porcentaje de Contenido de: Gramos (g) de cada
DE MUESTRAS componentes (%) Celulosa compuesto/gramos
Hemicelulosa (9) de muestra.
Ligninas
Ceniza
HIDROLISIS DE Temperatura °C Rendimiento de Miligramos (mg) de
HEMICELULOSA Tiempo min X0S XOS/Gramos (g) de
Cantidad de solido Relacién S/L muestra.
Porcentual
MEMBRANAS PH Flujo del Concentracién y
Tipo de filtracion Dalton (Da) permeado pureza de XOS (mg)
Ultrafiltracion (UF) y (mL/min)
Nanofiltracion (NF)
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CAPITULO |
1. MARCO TEORICO
1.1. Quinua (Chenopodium Quinoa willd).

1.1.1. Descripcion de la planta.

La quinua (Chenopodium Quinoa willd), es un cereal oriundo de las tierras
altoandinas, especificamente de las partes altas de la cordillera de los Andes,
este cereal que crecio por primera vez en los alrededores del Lago Titicaca
entre los paises de Pert y Bolivia fue cultivada por las civilizaciones
prehispanicas y tomada como un alimento necesario para las poblaciones®.

Sus caracteristicas principales son: tamafio entre 1.5 a 2.2 metros, puede
presentarse en diferentes tonalidades (blancas, rojas, negras, amarillas y
marrones), las paniculas o pantojas crecen en la punta de los tallos y sus flores
pequefias carecen de pétalos®®1”), como se puede ver en la Figura 1. La calidad
nutricional de los granos es una de las razones por las que se guarda
germoplasma de este cultivo, en instituciones como el Instituto Nacional de
Investigacion y Extension Agraria (INIEA) o la Universidad Nacional del

Altiplano localizada en Puno y el Centro de Investigacion en Cultivos Andinos

(CICA), en donde se tiene por lo menos 3000 accesiones de quinua™®.

Figura 1: Tallo muestra de la quinua, variedad Huancayo. Altura promedio
1.5metros, Pantoja roja y grano blanco; Registro de investigacion.

La importancia de este cultivo radica en su composicién nutricional,
presentando un 14 a 18% de proteina total en toda su masa consumible, ademas,
contiene 16 de los 24 aminoacidos existentes en concentraciones que ayudan a
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las personas a completar el %VD (porcentaje de valor diario de un determinado
compuesto que una persona debe consumir para tener una dieta balanceada),
entre estos encontramos, el acido aspartico, treonina, serina, acido glutamico,
prolina, glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina,
lisina, histidina, arginina, metionina, cistina, triptéfano, amilosa en un 20%VD
y amilopectina en un 80 %VD, ademas, de sus azucares libres, con fibra bruta
y soluble, por ultimo encontramos sus minerales, como el Calcio, Fosforo,

Hierro y 2 % de Nitrogeno en su peso total®® (Tabla 2).

Tabla 2: Valor nutricional de los granos de quinua.

INFORMACION CANTIDAD /PORCION DE 180 gramos.
NUTRICIONAL

Proteinas 8.14 gramos

Carbohidratos 39.41 gramos

Agua 132.48 gramos

Grasas 3.55 gramos

Fibra 5.2 gramos

Azucares 1.61 gramos

MINERALES CANTIDAD VALOR DIARIO
MANGANESO 1.167 mg 51% VD
COBRE 0.355 mg 39% VD
MANGNESIO 118 mg 28% VD
FOSFORO 281 mg 22% VD
ZINC 2.02 mg 18% VD
HIERRO 2.76 mg 15% VD
SELENIO 5.2 mg 9% VD
POTASIO 318 mg 7% VD
CALCIO 31 mg 2% VD
MINERALES CANTIDAD VALOR DIARIO
ACIDO FOLICO 78 ug 20% VD
TIMANIA 0.198 mg 17% VD
RIBOFLAVINA 0.204 mg 16% VD
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COLINA 42.5 mg 8% VD
ALFA-TOCOFEROL 1.17 mg 8% VD
NIACINA 0.762 mg 5% VD
PIRIDOXINA 0.228 mg 5% VD

Nota: Adaptado de QUINUABOL S.R.L."” .

1.1.2. Produccion mundial y nacional de la quinua

La produccion de quina en el 2020 fue aproximadamente 175 188 toneladas a
nivel mundial, de los cuales el Perd contribuy6 con el 57.15 % y Bolivia con el
40.04%. Este cultivo siempre ha sido consumido y exportado en masa sin
embargo las estadisticas indican que desde que el afio 2010 a la actualidad, se
ha evidenciado un aumento del 9.1 % a nivel nacional. Por ejemplo, en regiones
como Arequipa con 24.5 %, Ayacucho con 22.7 %, Apurimac con 22.1 %,
Cusco 19.2 %, Junin 11.9 %y La Libertad 11.7 % representando los mejores y
mas importantes crecimientos hasta la fecha siendo Arequipa la region mas
productora anualmente®®, Sin embargo y tomando estadisticas de afios
anteriores revelamos que en el afio 2014 hubo una sobreproduccion de este
cultivo, llegando a las 114000 toneladas de grano, mostrando asi un incremento
del 119% con respecto al afio anterior, demostrando asi, que la produccién en
el Per(i es factible si se cultiva con las condiciones adecuadas®. En ciudades
como Ayacucho, la cantidad de hectéreas en la que se siembra este cereal ha
tenido un incremento de 2300 hectéareas de produccion en los tltimos 10 afios
lo que significa un incremento del 939 % a lo largo de todos esos 10 afios, hasta
la fecha dicho patrén sigue en aumento exponencial gracias a la demanda de
este cereal (Figura 2).

La quinua posee un alto valor comercial y nutricional frente a los otros cereales
de la zona como la kiwicha, cafiihua, cebada y avena, ademas posee ventajas
en la productividad y el tipo de cosecha, por la adaptabilidad genética que posee
y el empleo de recursos naturales en la limpieza final. Sin embargo, resulta
preocupante que sean los paises donde méas se produce, los mismos que
presentan la menor tasa de consumo, ya sea por el alto costo o la poca

divulgacién de informacion nutricional los agricultores prefieren exportar este
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grano al extranjero que venderlo en el mercado nacional, este también es un
problema que se busca resolver con la investigacion agregando valor a la

cosecha de quinua para su mayor produccion®@?,

PRODUCCION DE QUINUA LOS ULTIMOS

T ANOS
=
e = 120,000 2,500 _
EZ ©
é z 100,000 2,000 S
w O 80,000 1,500 ©
a3 60,000 =
w 3 1,000 &
22 40,000 s
& 20,000 500 &
a 2
> 0 0 w
© 2016 2017 2018 2019 2020 2021
s PRODUCCION(t) 79,269 78,657 86,738 89,775 97,057 106,643
s SUPERFICIE (ha) 64,223 61,721 65,787 65,280 66,584 67,072
em=RENDIMIENTO (t/ha) 1,234 1,274 1,320 1,380 1,458 2,149 |

ANOS DE PRODUCCION.

mmmm PRODUCCION(t)  mmmmm SUPERFICIE (ha)  =====RENDIMIENTO (t/ha)

Figura 2: Aumento de produccion de quinua en los ltimos afios en el Perd.
Adaptado de Zegarra®,

1.1.3. Residuos generados en la cosecha de quinua.

Los residuos generados en la cosecha de la quinua son un conjunto de ramas,
hojas, tallos e inflorescencias, todo esto es desechado o quemado sin
reaprovechar la biomasa de lignocelulosa que posee. Como se observa en el
Figura 3, la etapa principal en donde se van a generar este tipo de desechos es
en la fase de la trilla, ya sea manual o mecénica esta parte del proceso de la
produccion es donde se escogerd solo los granos para proseguir con su

empaquetado y los desechos se llevaran a los dep6sitos comunes.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




- UNIVERSIDAD

.
&

REPOSITORIO DE £ - B —CATOLICA
TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

PROCESO DE PRODUCCION DE LA QUINUA

PREPARACION APORGUE
DEL TERRENO

Y SIEMBRA

OSECHA D
QUINUA

CONTROL DE
PLAGAS Y
MALEZAS (2 en
todo el cultivo)

COSECHA
MANUAL

COSECHA

COSECHA MECANICA

ANUAL-MECANICA

FERTILIZACION
CON
NITROGENO,
FOSFORO Y
POTASIO

TRILLA DEL RESIDUO DE
GRANO COSECHA

GRANO PARA
CONSUMO O
EXPORTACION

Figura 3: Proceso de siembra, cultivo y cosecha de la quinua. Adaptado de
Zegarra 20,

1.1.4. Alternativas para la revalorizacion de la quinua.

El desecho principal en la cosecha de quinua son los tallos, por el volumen que
representan. En el afio 2020 llegaron a generase aproximadamente 84000
toneladas, los mismos que pueden ser utilizados en menor proporcién como
alimento para animales después de un proceso de remocion de saponinas@?.
Sin embargo, considerando el gran volumen generado y el reducido beneficio
comercial, a la actualidad los productores prefieren descartarlos en los propios
campos agricolas para su degradacion natural®?. Esta forma de descarte
contribuye también a la contaminacion ambiental por su proceso de
eliminacién por combustion. Otro desecho generado en el procesamiento de la
quinua corresponde al pericarpio el cual se genera en la trilla manual o
mecanica, el mismo que no contine saponina y por lo tanto se puede ser

utilizado en la formulacion de alimento balanceado para animales®.

Los tallos son los residuos mas atractivos para su valorizacion debido a su
composicion y disponibilidad, en su composicion se destaca la presencia de

celulosa, hemicelulosa, pectinas y lignina, los mismos que pueden variaria en

10
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funcién de varios factores, entre ellos, agricolas (suelo), especie (variedad) y

condiciones climaticas®).

Con relacion a su valorizacion, pocos estudios se han realizado a la fecha, por
ejemplo, en la base de datos de SCOPUS se han llegado a publicar algunos
trabajos que buscan aprovechar todas las fracciones lignocelulésicas de estos
residuos, especificamente hablando, los carbohidratos presentes en este
material. Con relacion a la hemicelulosa, apenas se realizd un trabajo para
produccion de XOS, donde realizd un tratamiento relacionando la subespecie
y la morfologia de planta con la cantidad de hemicelulosa que se puede
recuperar®”. Puesto que, solo se trabajé con la fraccion de hemicelulosa de
estos tallos es necesario mejorar las condiciones para obtener el mayor
rendimiento de xilooligosacaridos (XOS), purificandolos después, con la ayuda
de membranas para evaluar su capacidad prebidtica. Finalmente, buscando
aprovechar todo el residuo se utiliza el material celulésico remanente como

fuente de carbono en la produccion de carotenoides@),

1.2. Materiales lignocelul6sicos

Los materiales lignoceluldsicos estan compuestos principalmente de lignina,
celulosa y hemicelulosa., como se puede ver en la Figura 4. Estos materiales
pueden resultar de la actividad agricola, forestal y municipal, estas
macromoléculas son producidas alrededor de todo el mundo en cantidades
excesivas, llegando aproximadamente a los 200000 millones de toneladas por

afio@),

La lignocelulosa se encuentra en las paredes celulares de las células vegetales
que recubren la mayoria de las plantas, sin embargo, las proporciones de esta
macromolécula pueden variar dependiendo las especies, el tiempo de

desarrollo o la fase de crecimiento de las plantas que se estén evaluando®.

Entre todos los residuos lignocelulésicos que mas se producen encontramos,

los residuos forestales, municipales y los agricolas, estos ultimos han ganado

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM / DE SANTA MARIA

un importante valor comercial por la biodisponibilidad y la posibilidad que se

tiene de recuperar subproductos de interés

Residuos agricolas, como los agaves, los cultivos de arroz, maiz, cebollas,
platanos y cafias de azucar, se han convertido en biomasa de interés por la
cantidad de lignocelulosa que podemos encontrar en ellos, ademas, el poder de
que se investiga el desarrollo de novedosas metodologias para su proximo
tratamiento previo al desecho y la purificacion de lignina, celulosa y
hemicelulosa de valor comercial ®V.

Celulosa
cristalina

o=
©am e G CR-EB-f
Glucosa EHED-0D & v

Clelodextrina  de H

Figura 4: Identificacion del material lignoceluldsico y sus componentes.
Adaptado de Cuervo et al.®2),

1.2.1. Hemicelulosa

La hemicelulosa es una macromolécula de heteropolisacaridos, como se puede
ver en la Figura 5. A diferencia de la celulosa que solo estd compuesta por
moléculas de glucosa, la hemicelulosa, estd compuesta por varios
monosacaridos, azucares como ramosa, arabinosa, manosa, galactosa, xilosa y

glucosa en remanentes cantidades, unidos entre si por enlaces p (1;4) y o (1;3),
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estd macromolécula se encuentra en las paredes celulares, recubriéndolas con
ayuda de las fibras de celulosa facilitando asi el enlace de la pectina®®.

H.0
Hemicelulosa

CH,0 OH

<P

Figura 5: Estructura quimica de la hemicelulosa. Adaptado de Pasini®®4.

La hemicelulosa al ser abundante en el planeta también se puede encontrar en
los desperdicios de los animales, alimentos como el heno de alfalfa o forrajes
criollos o afrechos naturales contienen concentraciones altas de hemicelulosa.
Es asi, como en algunos desperdicios de animales rumiantes se pueden
encontrar concentraciones de hemicelulosa, esta es una de las razones por las
que se usa este desperdicio como abono de suelos, por las caracteristicas
benéficas, que puede aportar la hemicelulosa en los ecosistemas del campo,
animales como cabras, vicufias, alpacas producen un tipo de rumen que se
puede investigar®®. Por otro lado, la presencia de la hemicelulosa es mas
evidente y abundante en las cortezas de los arboles, junto con la lignina y la

celulosa®®,

La hemicelulosa posee en su cadena estructural carbohidratos utiles, los
mismos que pueden usarse en investigaciones o experimentos de fermentacion,
hasta desarrollar biocombustibles®”. Ademas, también se encuentra en estudio
la actividad prebidtica de estos mismos carbohidratos estructurales, la
liberacién de los monosacaridos, especialmente la xilosa, manosa, glucosa y la
galactosa abren una importante rama de investigacion sobre azucares
fermentables y reaprovechadles, la recuperacion por hidrolisis acida o
enzimatica, han convertido en prioridad estas investigaciones, en especial

aquellas donde se reaprovechan los desechos agricolas para el desarrollo de
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microorganismos benéficos en la salud de los seres humanos, esto se logra con

los xilooligosacaridos que se recuperan de la hemicelulosa®®),

Para la recuperaciéon y purificacion de la hemicelulosa se utilizan varias
metodologias, la hidrolisis acida, enzimatica y los tratamientos hidrotérmicos
son las mas estudiadas, pero los que generan mejores resultados y son los mas
replicables son aquellas metodologias que involucran la coccidn alcalina como
pretratamiento®®; Para esto, los tratamientos alcalinos con NaOH en diferentes
concentraciones a diferentes temperaturas, cumplen con extraer la mayor
cantidad de hemicelulosa de los diferentes tipos de biomasa lignocelul6sica,
sin embargo y gracias a la estructura mixta de la hemicelulosa, se puede
descomponer en varias fracciones de interés, como por ejemplo en
biopolimeros o azucares pequefios como la glucosa, manosa, galactosa,
pentosa, xilosa y arabinosa, dentro de esta lista encontramos los mas
importantes y de mayor valor comercial, los xilooligosacaridos, como se puede

ver en la Figura 649,

Estos compuestos se diferencian por las concentraciones estructurales de
xilosa, va desde las 2 moléculas a més de este azucar reductor, nombrandolas
asi, xilobiosa xilotriosa, xilotetraosa, xilopentanosa y la xilohexosa, etc. De
esta manera, estos subproductos usados como prebidticos, que no son
producidos en masa por la dificultad que tienen en su obtencion, por su
sensibilidad y volubilidad, son recuperados como subproductos de alto interés

comercial y se expone una alternativa para su facil obtencion®.

—Derivados hemicelulosicos (Biopolimeros)
Glucosa
0
— Hexosa Manosa — / \ H — OH
HOHzc’Q\n’ e N
Hemicelulosa— Galactosa Hit:]roximel:i]ﬁ.l.rfura(lJ Acido levulinico O
Xilosa
— Pentosa IE—— / \ H o
O )k
Arabinosa Furfural O H OH
Acido formico

— Xilooligosacadiros — = Xilosa — - Xilitol, 1,4-Butanediol, Etanol,........

Figura 6: Derivados de la Hemicelulosa de alto interés. Adaptado de Peng et al. “9.
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1.2.2. Celulosa

La celulosa es un biopolimero compuesto estructuralmente de glucosas unidas
entre si de manera lineal por enlaces B-1,4. Este polimero puede ser obtenido
por varias metodologias y de varias fuentes, entre las mas comunes
encontramos, las cortezas de los arboles y algunas plantas lefiosas, siendo la
edad y la fase de desarrollo de estas una variable importante en la concentracion
final de celulosa, ademas, del tratamiento escogido para estos mismos

materiales vegetales®V,

Este biopolimero ha ganado un gran interés en la actualidad por su
concentracion estructural de glucosa. Esta le da un volumen importante y a
diferencia de la Hemicelulosa este es un homopolisacarido, como se puede ver
en la Figura 7, esta biomolécula resulta ser la mas abundante en la biomasa
terrestre, la forma mas comin de encontrarla es en el algodén ya que este

material esta compuesto en su 90 % de celulosa®?.

- " " |

=]
=]

OH OH

Celulosa n

Figura 7: Cadena estructural de la Celulosa compuesta desde 300-1500
moléculas de glucosa. Adaptado de Sanz “),

La union entre las moléculas de glucosa por puentes B-1y 4-a-glucosidicos le
da firmeza y estabilidad frente a cambios fisicos que se pudieran presentar. La
formula base de la glucosa es (Ce¢H100s)n siendo “n” la cantidad de moléculas
de glucosa, no siendo menor a 300, La funcién de esta macromolécula en
las plantas es de soporte, el 40% de las paredes celulares jovenes estan
formadas de este compuesto. Dentro de los usos que pueden darse a la celulosa
los encontramos en la fabricacion de papel, barnices, explosivos y seda

artificial, ademas, se puede aprovechar su estructura para sacarificaciones ya

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

) ‘ - UNIVERSIDAD
Qi% CATOLICA

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

que es posible someter a la celulosa a pretratamientos para degradarla hasta

productos que sean fermentables por rutas metabdlicas®.

1.2.3. Lignina

La lignina es un polimero aromatico, heterogéneo, compuesto principalmente
por 3 tipos de monodmeros, como fenilpropanoides, el alcohol p-cumarilico
derivado del p-hidroxifenilo, el alcohol coniferilico derivado del guayacilo y el

alcohol sinapilico derivado del siringilo (Figura 8)“.

X OH Alcohol p-cumarilico
Unidad p-hidroxifenilo
HO

OH Alcohol coniferilico
Unidad guayacilo

OH Alcohol sinapilico
Unidad siringilo
HO

I N\
(@] (@]
\
@)
74 é//

Figura 8: Precursores en la formacion de la Lignina. Adaptado de Mateus(“6).

La lignina esta constituida por monolignoles acetilados, como los esteres de
coniferilo y de sinapilo, ademas puede presentar hidroxicinamatos, como el
acido p-cumarico, el ferulato, el sinapato, coniferaldehidos, sinapaldehidos,
acidos ferulicos y el alcohol 5-hidroxiconiferaldehido. Estas son estructuras
que también podemos encontrar en la cadena formativa de la lignina, pero en
menores cantidades o como derivados de los estructurales”). Estos
monolignoles se unen entre si por 20 enlaces distintos, como lo son el B-O-4,
B-5, 5-5, 4-0-5, B-p y el B-1, formando asi cadenas estructurales como el
guayacilglicero-Baril éter, fenilcumaranos, diarilpropanos, resinoles, bifenilos
y difenilos de eter®. Sin embargo, los enlaces estructurales de la lignina son
los B-aril éteres o B-O-4, pero este es mas débil que los anteriores mencionados
(Figura 9)“9,
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Figura 9: Modelo estructural de la Lignina. Adaptado de Mateus®),

Gran parte esta molécula se encuentra en las paredes celulares de los
organismos vegetales, la caracteristica multifuncional de la lignina ofrece
propiedades quimicas muy variadas lo que le permite a su vez un gran nimero
de transformaciones quimicas®®. Una de las primeras aplicaciones de la lignina
fue en el ambito medicinal en la fabricacion de Polifepan, un medicamento que

se usa para el tratamiento de trastornos digestivos en los seres humanos®Y.

También se encuentra en evaluacion varias propiedades de esta molécula, como
su capacidad de remediar cultivos como el tabaco, inhibiendo el crecimiento
del mosaico, la proliferacion del hepatoma AH414 y su posterior
hepatocarcinogenesis, gracias a esto, también se descubrié que sirve como
antibidtico para las personas protegiendo el higado. A su vez es un antiviral
usado para el virus del herpes, la encefalitis equina y el VIH®?,

Sin embargo no todas las ligninas son iguales, ya que, varian dependiendo de
la fuente de extraccion o fabricacién, es asi, como encontramos ligninas
sintéticas como las sulfonadas y las Kraft que son producidas a base de papel,
dentro de los productos que podemos obtener de la lignina encontramos el
LIGMED-A, un producto quimico de la lignina alcalina obtenido del bagazo
de la cafia de azucar, que viene de los licores residuales de la produccion de los
mismos, este compuesto tiene capacidades germicidas, ademas, de tener la
capacidad de atrapar radicales libres, usado también como antioxidante en los

eritrocitos humanos, por lo que, también es considerada como una medicina
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contra problemas estomacales, ya que, estd demostrado que no afectan la

actividad enzimatica del intestino®?,

1.3. Extractivos en granos y residuos de quinua

La quinua, es un cereal muy adaptable y resistente, sin embargo, para su
correcto cultivo y cosecha estas parcelas deben tener muchos cuidados y
consideraciones, en vista que se encuentran amenazadas por muchas plagas y
malas hierbas silvestres, es asi como estas plantas y sus “residuos” terminan
con una gran cantidad de extractivos, provenientes de los germicidas
suministrados a lo largo de su cultivo, presentados como compuestos de poco
interés y toxicos para la salud humana®?.

Por esto se considera que, para comenzar a trabajar con este residuo, es
necesario pretratarlo con un proceso de limpieza hidrotérmica. Para cualquier
intento de recuperacion que se quiera hacer de este material, es necesario
depurarlos de los compuestos toxicos que se encuentran en la parte externa de
los tallos, segtin lo documentado se debe realizar un tratamiento hidrotermal en
temperaturas y medios donde estos extractivos se puedan disolver como el agua

para colorantes naturales y el alcohol para saponinas triterpenicas®.

Estos extractivos contaminantes son un obstaculo en la bio-refineria de la
quinua, en especial, las saponinas de naturaleza triterpénica, la cual se expresa
como &cido oleanolico y se estudia también por su propiedad antioxidante,
hepato protectora y actividad antitumoral®®. De los tipos de quinua que se
tienen registradas se han podido clasificar 30 tipos de saponinas triterpenicas
diferentes, que se distribuyen alrededor de los tallos, las hojas, las flores, los
frutos y las semillas®®).

Estructuralmente, las saponinas son compuestos derivados de una mezcla de
glucésidos tri terpenicos, (Figura 10) estos también derivados del &cido
oleanolico, hederagenina, el acido fitolacagénico, el acido deoxifitolacagenico,
el &cido serfanico y el acido trihidroxi oleanenoico. Los enlaces glucosidicos
de estas macromoléculas se forman con la ayuda de arabinosa, glucosa,
galactosa, xilosa, &cido glucurdnico y ramosa®?”.

18
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Figura 10: Estructura quimica de la saponina. Adaptado de Zufiiga®®.

1.4. Hidrolisis de materiales lignoceluldsicos

La hidrolisis es un proceso quimico en donde moléculas de agua se
descomponen a nivel atomico degradar macromoléculas, la hidrolisis es
considerada una alternativa llamativa en la descomposicion de macromoléculas
de cadenas estructurales muy largas como la hemicelulosa, es necesario, este
tipo de tratamientos para descomponer esta macromolécula y lograr la
recuperacion de xilooligosacaridos, existen muchos tipos de hidrolisis, ya que

estas varian dependiendo del soluto que se vaya a usar para sus reacciones®.

La hidrolisis enzimatica, la hidrolisis acida y la auto hidrolisis, mejor explicada
como la hidrolisis en agua, son las mas utilizadas, para la fragmentacion de
materiales lignocelulosicos, en relacion a la quimica, este proceso podria ser
considerado como el antagonista a las reacciones de condensacion, que es
cuando las moléculas se combinan entre ellas y eliminan moléculas de agua, se
busca lograr este resultado en las cadenas de la hemicelulosa y lograr dividirlas

para obtener los xilooligosacaridos de interés®®,

La hidrolisis enzimética de la hemicelulosa se ha venido investigando por ser
la més especifica cuando se quiere extraer un xilooligosacarido en especifico,
esta se da por enzimas de tipo glucano xilanasas (GH) de la familia 10 y
116182 sin embargo, cuando se emplea enzimas las condiciones de hidrolisis
y el tiempo son parametros mucho maés criticos, lo que la convierte en una

metodologia mas costosa®64).,

En la presente investigacion se estudié la metodologia de hidrolisis en agua o

hidrolisis hidro-térmica por intervalos de tiempos y temperaturas, debido a que
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dichas variables permiten liberar azucares reductores y los xilooligosacaridos

deseados en diferentes concentraciones (Figura 11)®5),

Sellar las
capsulas de
acero con
las capsulas

de Te

oAgregarel
material
lignocelulosico
oAgregar el
liquido para
hidrolisis.

Ajustar la
estufaalas
condiciones

* Guardar los
liquidos
filtrados.

* Guardar los

solidos

hidrolizados. Filtrar el solido W

hidrolizado

Figura 11: Esquema operacional de la hidrolisis hidro-térmica para la
recuperacion de XOS.

Ademas, dichas variables, tienen que estar controladas y estandarizadas pues,
una sobre hidrolisis de hemicelulosa en la muestra conllevard a obtener
productos no deseados como monomeros de azucares, derivados acidos y
Xilosa®®.

1.5. Xilooligosacaridos (XOS)

Estos compuestos son oligosacaridos que poseen en su estructura a la xilosa,
ademas, estos ganan su nombre dependiendo la cantidad de xilosas que puedan

poseer en su cadena estructural conforme se observa en la Figura 1267,
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HO OH
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X3 = xilotriosa
X4 = xilotetraosa
o X5= x!lopentaosa
7 X6 = xilohexaosa
OH X7 = xiloheptaosa

Figura 12: Esquema estructural de los xilooligosacaridos mas comunes.
Adaptado de Carvalho et al.").

En la actualidad, han ganado interés por sus efectos prebidticos y la actividad
que tienen sobre microorganismos benéficos que se favorecen de los cidos
grasos de cadena corta liberados en la hidrolisis y por metabolismos de estos
mismos®. Los XOS de los que se han obtenido mejores resultados por su
actividad prebidtica son la xilobiosa y la xilotriosa; ademas, existen otros XOS
prebioticos formados por derivados de arabinosas denominados
arabinoxilologosacaridos que también son otra fuente prometedora de material

prebi6tico®®),

En la actualidad, el enfoque reside en buscar fuentes de residuos agricolas con
mayor contenido de lignocelulosa, debido a que, esta es la materia prima de
donde se recupera elevadas concentraciones de hemcicelulosa. El material que
queda después de la actividad agroindustrial resulta ser una de las mejores
opciones para este tipo de investigaciones, como el bagazo de la cafia de azUcar,
el salvado de centeno, el salvado de trigo, la paja de trigo, las mazorcas de
maiz, los tallos de la quinua, los tallos de tabaco, la cascara del arroz, los

desechos de la cebolla y muchos otros desechos agroindustriales®?.
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1.5.1. Identificacion de XOS por HPLCy TLC.

La cromatografia es una técnica usada para la identificacion cualitativa y
cuantitativa de compuestos especificos, basada en la migracion de estos por el
peso molecular y el tipo de polaridad que tienen. Para esta investigacion se
trabajé con 2 tipos, la TLC o cromatografia en capa fina y la HPLC o
cromatografia liquida de alta eficacia.

Para emplear la Thin Layer Chromatography o TLC es necesario una fase
estacionaria, cominmente representada por una placa de silice gel con base de
papel o metal. Donde encontramos diferencias es en la fase mévil que se utiliza
para la migracion de cada compuesto. En la investigacion de XOS se
documentaron varias fases mdviles, una de estas estaria compuesta por
propanol — agua — hidréxido de amonio, en proporciones de (79:20:1),
agregando a esto el ftalato de p-anisidina como agente revelador para la
cromatografia de 8 posibles azucares para gomas‘?.

Algunos estudios como el reportado por Camus, 1993. Emplean estas
metodologias para los niveles de sorbitol en muestras de vino, buscando
separar la glicerina, el butanodiol, D-manitol, meso inositol y azucares, como
glucosa, sacarosa y fructuosa, teniendo como fase movil al N-pentanol, &cido
acetico y agua destilada, revelando finalmente con el nitrato de plata diluido en
acetonay al hidroxido de sodio diluido en metanol, evitando asi la interferencia

con las soluciones, analizando el sorbitol en todas estas(?.

Otra de las condiciones de TLC reportadas para el analisis de
xilooligosacaridos consiste en trabajarla en placas metalicas de silice gel, con
una fase movil compuesta por una mezcla de cloroformo-acido acético-agua en
proporcidn de 6:7:1, esta fase mavil ayudara a migrar a los XOS, concluyendo
con la adicion de una solucion reveladora compuesta por HoSO4 al 5 % diluida
en etanol absoluto en nuestra placa, para llevarla finalmente a una estufa a 100
°C por 5 minutos(™,

La técnica de HPLC, por otro lado, inicia con una fase moévil, un solvente y

columnas que funcionan como fase estacionaria, compuestas por diferentes
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zonas de separaciones y por ultimo un detector donde se leera la cantidad del

componente analizado (Figura 13)%.

Pre- col y Col con fase i ia.

Cromatograma

Agua ultra pura de
grado HPLC (fase
movil).

Bomba alimentadora
de HPLC Detector

!

Figura 13: Esquema operacional del HPLC para la identificacion de XOS.

Residuo

En el trabajo de Santibafiez et al. Realizaron el andlisis cuantitativo de
xilooligosacaridos, a través de una columna Aminex HPX-422 debido a que,
esta cuantifica xilooligosacaridos de cadenas de hasta 6 carbonos. Para este tipo
de andlisis se suelen realizar curvas de calibracion con patrones puros para
identificar los XOS o se utiliza cromatografia de intercambio aniénico de alto
rendimiento con deteccion amperométrica pulsada o HPAEC-PAD, con
columnas de tipo PA1, PA100 o PA200 como en el trabajo reportado por

Henriquez Ramirez®.

Por otro lado, en el trabajo de Samala et al. La técnica de HPLC que se usa para
XOS es extraer una alicuota de la muestra después de la hidrolisis acida y
pasarla por filtros de 0.22 micrometros, el equipo que se usa para esta
cromatografia es Agilent 1200 series de sistema HPLC, equipado con un
detector de indice de refraccién, usando la columna Bio-Rad HPX87P a 800c,
colocando 20 microlitros de la muestra y diluyendo con agua de grado para
HPLC),
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1.5.2. Técnicas de purificacion
La destilacion, extraccién, sublimacion, cristalizacion cromatografia,

decantacion, centrifugacion y la filtracién son algunas de las técnicas mas
comunes de purificacion que se conocen, sin embargo la filtracion por
membranas es una de las mejores tecnologias actualmente para la extraccion
de solutos de valor comercial, el principio principal de estas tecnologia es el
usar los filtros como barreras selectivas para lograr filtrar las particulas liquidas
0 para retener macromoléculas de gran tamafio y peso molecular, mas grandes

que los poros de las membranas que se estan utilizando®.

Sin embargo dentro de esta tecnologia también existen diferentes tipos de
filtracion entre estas diferenciandose entre ellas solamente por el tamafio de
poro por el que se pasara el liquido, para la microfiltracion se usaran
membranas con poros entre 1 y 0.1 micrometros de donde nosotros podremos
recuperar solidos suspendidos, después la ultrafiltracion utiliza membranas con
poros entre 0.1 y 0.01 micrometros de donde se puede recuperar coloides y
macromoléculas, después encontramos la nanofiltracion que utiliza poros entre
0.01 y 0.001 micrémetros aqui es donde podremos recuperar iones de gran
tamafo y por ultimo esta la osmosis inversa que utiliza membranas con poros
menores a 0.001 micrdmetros como resultado de esta ultima se obtienen 2 fases

un retentado de iones y agua como permeado®’?).

Cada una de estas tecnologias se usan para diferentes fines, yendo desde la
recuperacion de moléculas de valor comercial hasta la purificacion de aguas
residuales, ademas, también se relaciona a esto la naturaleza de las membranas,
pudiendo ser naturales o sintéticas, las naturales son usadas en varios procesos
de la vida cotidiana al mismo tiempo estas se dividen en vivas y no vivas y son
usadas en procesos biotecnoldgicos en los campos meédicos y farmacéuticos,
las sintéticas por otro lado se usan mas en las investigaciones industriales, estas

también se dividen en inorgénicas, poliméricas, liquidas y compuestas®.

Es por este motivo que se adoptd esta tecnologia como la mas prometedora
para la purificacion de los xilooligosacaridos que se obtuvieron después de la
autohidrolisis, todo esto por los antecedentes que tiene la nanofiltracion en la
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separacion de XOS de bajo grado de polimerizacién (DP), para concentrar 1os

XOS de alto valor comercial y asegurar la pureza comercial ’®.

1.6. Carotenoides.
Por ultimo los carotenoides son un tipo de pigmentos naturales organicos del

grupo de los isoprenoides naturalmente extraidos de la naturaleza de algunas
plantas u organismos fotosintéticos, como lo son las bacterias, las algas y
algunos hongos de facil crecimiento, estos pigmentos ademas se pueden
clasificar entre carotenos y xantofilas siendo los primeros cadenas no
oxigenadas y las xantofilas derivados oxigenados de los carotenos, el color que
estos compuestos pueden presentar van desde un amarillo palido hasta un rojo
oscuro pasando por todas las tonalidades del naranja, esto se encuentra
directamente relacionado a su estructura quimica ya que la presencia de enlaces
dobles carbono-carbono aumenta la longitud de onda a la que absorben luz es
decir que mientras mas enlaces dobles carbono-carbono tenga nuestro caroteno

el compuesto sera mas rojizo®?.

1.6.1 Produccion de carotenos.
Los carotenos no pueden ser producidos por los animales estos deben de ser
consumidos en su dieta de otros organismos, entres estos estan las algas,
plantas o frutos naturales, estos son una fuente importante para las actividades
bioldgicas funcionales, gracias a sus propiedades antioxidantes,
anticancerigenas o antimicrobianas, ademas de que gracias al color que poseen
un gran impacto a nivel industrial, cosmética o en la suplementacion animal .
Por este motivo su demanda ha ido en aumento en los Gltimos afios, asi como
las investigaciones para su obtencidn, actualmente se han buscado maneras méas
rentables y reproductibles para la obtencion en masa estos compuestos
comerciales y una de estas alternativas es el utilizar levaduras, por su facil
acceso, multiplicacion y viabilidad, cepas de la familia Rhodosporium o
Rhodotorula se encuentran en investigacion por la gran cantidad de

carotenoides que se pueden extraer de ellos®?83),
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CAPITULO 11
2. MATERIALESY METODOLOGIAS

2.1. Lugar de ejecucion.

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad
Catolica de Santa Maria. Ademas, se realizaron algunas actividades de
investigacion en la Universidad de Sao Paulo de Brasil y Universidad Estatal
de Campinas de Brasil.

2.2. Materiales.

2.2.1. Material biolégico.

Los residuos agricolas de la quinua, especificamente de la cosecha de mayo,
fueron recolectadas en la region de Puno, a continuacion, se explica
detalladamente las parcelas especificas.

> Tallos de quinua rosada, la variedad Huancayo INIA se obtuvo de
Salcedo, provincia de Puno del departamento de Puno, cuyas
coordenadas de la parcela son 15.880091S—70.001161W. Los tallos
recolectados presentaron una altura promedio de 140 cm y 1.5 cm de
diametro en su tallo (Figura 14).

> Tallos de quinua blanca, la variedad Illpa INIA se obtuvo de Chucuito,
provincia de Puno del departamento de Puno, cuyas coordenadas de la
parcela son 15.8904985-69.892110W. Los tallos recolectados
presentaron una altura promedio de 164 cmy 2.8 cm de diametro en su
tallo (Figura 15).

» Tallos de quinua de la variedad Salcedo INIA se obtuvo de Vilque,
provincia de Puno del departamento de Puno, cuyas coordenadas de la
parcela son 15.764578S-70.261029W. Los tallos recolectados
presentaron una altura promedio de 160 cmy 2.3 cm de diametro en su
tallo (Figura 16).
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2.2.2. Reactivos e insumos quimicos.

Acido sulfarico (95- 97 %), etanol de grado 97°, estandares de xilobiosa (X2),
xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4), xilopentaosa (X5) y xilohexaosa (X6) se
adquirieron de Megazyme®, estandares de xilosa y glucosa se obtuvieron de
Merck & Co. Inc., la enzima celulasa Cellic® CTec2 con 102 FPU/mL de
actividad enzimatica, al igual que el acido oleanolico, reactivo Follin y la
Vainillina, fueron adquiridos de Merck & Co. Inc.

2.2.3. Material de laboratorio.

Probetas, vasos de precipitado, picetas, matraces, botellas de vidrio, pinzas,
tubos de ensayo, pipetas, micropipetas, tips para micropipetas y propipetas,
fiolas, espatula, crisoles, motores de aireacion, tubos de vidrio, soporte

universal, sistema de extraccién por Soxhlet, viales de vidrio.

2.2.4. Aparatosy Equipos.

Equipo. Marca. . Foto. ]
Bombas Longer Pump '“ﬁ% " g
peristalticas o a" § ;

YZ1515x%

Espectrofotometro | Thermo Fisher
GENESYS ™ Scientific
180 UV-Vis
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RI-Detector SerColLab

Filtros de jeringa Menbrane

PES estéril Solutions.
Viales Estériles Menbrane
para HPLC. Solutions.

Tapones de rosca Membrane
de Acrilonitrilo Solutions.
butadieno estireno

2.2.5. Software.
e Chromeleon
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2.3. Metododos.

2.3.1. Acopioy trituracion de las muestras de quinua.

Para el desarrollo de esta investigacion se recolecté tres muestras de tallos de
quinua, consiguiendo dos variedades de Quinua que fueron clasificadas y
registradas por el INIA®Y. Los tallos de todas las variedades se molieron con
ayuda de un molino manual hasta lograr un tamarfio de particula promedio de

0.8 mm.

Figura 15: Tallos de quinua “Illpa Inia” de la zona Chucuito.
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Figura 16: Tallos de quinua “Salcedo Inia” de la zona Vilque.

2.3.2. Caracterizacion de las variedades de quinua.

Una vez recolectadas las muestras se procedi6 a hacer una caracterizacion con
respecto al contenido de celulosa, la lignina, la hemicelulosa, las saponinas,
extractivos y las cenizas o compuestos inorganicos (Tabla 2), conforme a los
procedimientos establecidos en la metodologia publicada por la National
Renewable Energy Laboratory (NREL) de los EEUU®),

El proceso de caracterizacion comenzd con la trituracion de los fragmentos de
tallos de cada una de las variantes (Figura 17). Posterior a la molienda, las
muestras de cada variedad fueron analizadas en su contenido de Humedad y
pesados en cartuchos de papel para la determinacion de extractivos en etanol
(97 %) seguido por el mismo tratamiento en agua. Para el anélisis de extractivos
trabajos con agua y etanol al 96 % como solventes para colorantes naturales,
extractivos fenolicos y saponinas, por 6 horas en un sistema de extraccion
Soxhlet. Los extractos obtenidos fueron analizados posteriormente por sus
contenidos fendlicos totales, usando el &cido galico como muestra estandar,
conforme a las metodologias reportadas por Singleton et al.®® y Hiai et al.®",

respectivamente.
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Variante Huancayo. Variante Illpa Inia. Variante Salcedo Inia.
Figura 17: Muestras de quinua después del proceso de molienda.

Figura 18: Tallos de quinua de 3 variedades. a), b) y ¢) corresponden a
biomasa natural posterior a la molienda de las variedades Huancayo, Illpa Inia
y Salcedo Inia, respectivamente; d), e) y f) corresponden a biomasa sin
extractivos; g), h) e i) corresponden a extractos acuosos correspondientes a
cada variedad.

2.4. Analisis de lignina soluble e insoluble por hidrolisis acida.

Subsiguiente al proceso de extraccion se realizo la determinacion de Ligninay
Azucares Reductores Totales. Previamente realizando una hidrolisis acida a las
muestras, con H2SO4 al 72 % y determinar 2 tipos de ligninas, la soluble en
acido y la insoluble en acido reportado por Sluiter et al.®,

La determinacion de lignina comenzé con la recuperacion de 0.3 g de muestra
de tallo seco sin extractivos, estos se pesaron en tubos de ensayos y se
adicionaron 3 mL de acido sulfurico al 72 %y la reaccion se mantuvo a 30 °C

por 1h Posteriormente, los tubos se lavaron con 84 mL de agua destilada y se
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trasvasaron a matraces de 100 mL Estos se llevaron a la autoclave a 121°C por
1 hora. Posteriormente se dejaron enfriar y se filtraron en los crisoles Gooch
previamente secados y tarados, el hidrolizado filtrado de se recuperd y se midié

en el espectrofotdmetro a 240 nm para determinar la lignina soluble en &cido.

Para la medicion de lignina insoluble en &cido se usaron los nuevos pesos de
los filtros Gooch después de secarlos a 100 °C por dia. Finalmente, a este peso
se le realizaron las correcciones correspondientes de los materiales inorganicos
que tenemos en las muestras y se unieron las concentraciones del
espectrofotdmetro con los pesos finales para determinar el porcentaje de

lignina por gramo de muestra de quinua.

2.5. Analisis de azucares reductores totales.

Los azucares reductores totales se determinaron por reaccion con DNS de la
muestra hidrolizada recuperada en el proceso de filtracion al vacio, para este
fin se extrajo el volumen de 1 mL de cada una de las muestras hidrolizadas
acidas y se neutralizaron con carbonato de sodio hasta llegar a un pH entre 7-
8. Posterior a esto a las muestras neutralizadas se les agrego 0.5 mL del reactivo
DNS y se llevaron a bafio Maria hirviendo por 10 minutos, después se les
agregara 3.5 mL de agua destilada y se cuantificaron en el espectrofotémetro a

una longitud de 540 nm.

2.6. Remocidn de saponina para su posterior uso en la produccién de
XOS.

Las saponinas presentes en los tallos de quinua de las variedades obtenidas
fueron removidas por extraccion de dos fases segun el procedimiento reportado
por Carrasco, et al.®. Iniciando con el pesado de 25 g de tallos de quinua y su
re suspendieron en 400 mL de agua destilada, la mezcla se agité a 250 rpm en
un shaker con agitacién orbital y la temperatura se mantuvo a 35 °C durante
1.5 horas (Figura 19).
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Figura 19: Tallos de quinua de 3 variedades, en la primera fase de limpieza de
extractivos.

En la segunda etapa de extraccion de saponinas, se empled una mezcla de
etanol: agua (50:50) a 100 °C durante 90 minutos. En esta etapa se trabajé con
12 g de material y 500 mL de solvente (Figura 20). EI material solido resultante
de ambas extracciones se lavo con agua destilada y se secd para su posterior
uso en la produccion de XOS por tratamiento hidrotérmico. Para este analisis
espectrofotométrico, se utilizé el &cido oleandlico (OA) como estandar, los

resultados se expresaron como mg EOA/g de biomasa.

Figura 20: Tallos de quinua de 3 variedades, en la segunda fase de limpieza de
extractivos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE "3&7%, UNIVERSIDAD
fxCATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

2.7. Tratamiento Hidrotermal para la produccion de XOS

2.7.1. Tratamiento realizado en Reactor Parr de 2 L.

El tallo de quinua sin saponina se sometié a hidrolisis hidrotérmica en un
reactor Parr de 2 L como se observa en la Figura 21. En esta etapa se utilizé 53
g (en base seca) de tallo de quinua en una relacion solido-liquido del 5%
manteniendo una agitacion de 120 rpm. En la esta etapa inicial se evalud el
efecto del tiempo de proceso (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45 minutos) a 178 °C sobre
la produccion de xilooligosacaridos (XOS). En todos los casos fueron
necesarios 40 min para alcanzar los 178°C. dentro del reactor. Finalizado el
proceso, la fraccién sélida se separé por filtracién al vacio empleando un papel
filtro cualitativo y la fraccion liquida se recuperé para el anélisis de XOS. El
hidrolizado seleccionado con alto contenido en XOS se envi0 para su posterior

proceso de purificacion por membrana.

Figura 21: Reactor Parr de 2L donde se realizo el primer disefio experimental
de la hidrolisis térmica o auto hidrolisis.

2.7.2 Tratamiento realizado en Reactor Parr de 50 mL.

Para este tratamiento se utiliz6 quinua de la variedad de “Huancayo” con el

mismo pretratamiento que tuvo el material anterior, es decir con el mismo tipo
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de limpieza de extractivos y de saponinas, sin embargo, para este tipo de
hidrolisis hidrotérmica se trabajé con reactores Parr de 50 mL como es
observado en la Figura 22, estos reactores no eran tan modernos como los de
la fase anterior por lo que se tuvieron que tomar ciertas precauciones en el
modelamiento del disefio, la primera de estas modificaciones fueron la cantidad
de solido y liquido que se podia poner por experimento con un maximo de 2.5
g de muestra diluido en 20 mL de agua destilada, otra de las modificaciones
fue la temperatura y el tiempo de accion, ya que al no poder contar con un
medidor de temperatura interno se consider¢ el calentamiento de este reactor a

< 5°C/min, estimacion que se obtuvo por las especificaciones del fabricante.

Figura 22: Reactores Parr de 50mL utilizados para la hidrolisis.

El tratamiento de la muestra por hidrolisis hidro-térmica se optimizo utilizando
el disefio Box-Behnken para nuestras variables de temperatura, tiempo y
concentracion porcentual de Solido/Liquido (S/L%) considerando como
variable de respuesta las concentraciones de xilooligosacaridos de bajo grado
de definicion (DP)®®), estas 3 variables fueron las seleccionadas por el impacto
que tienen en la recuperacion de xilooligosacaridos, sus efectos relativos se
estudiaron en el siguiente rango: tiempos de 76-106-136 para temperatura de
170 °C, tiempos de 74-104-134 para temperatura de 180 °C y tiempos de 72-
102-132 min para la temperatura de 190 °C. Sin contar el tiempo de
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calentamiento del reactor Parr que por especificaciones del fabricante el
material de teflon del que esta echa la celda de hidrolisis tiene una transferencia
de calor de <5 °C/minutos. Por ultimo, se considerd importante el S/L%
considerando que mientras mas concentrada estuviera la muestra la cantidad de
XOS en el liquido recuperado seria mayor, trabajando en un rango de 10,12.5
y 15 %.

El limite superior de temperatura se escogié porque a esa temperatura los
xilooligosacaridos en los menores tiempos de tratamiento y en las mayores
concentraciones los XOS se degradaban hasta xilosa o derivados acidos de este.
Los tiempos de tratamiento se escogieron porque fueron los que mejores
resultados dieron en pruebas anteriores de hidrolisis hidrotérmica. Finalmente,
las variables de relacion solido/liquido porcentual se establecieron porque

fueron las capacidades maximas que nos ofrecia nuestro reactor Parr de 50 mL

La optimizacion se llevo a cabo utilizando la funcion de optimizacion numérica
del software Design Expert V12, basandose en la funcion de deseabilidad,
teniendo como objetivo principal el maximizar la concentracion de XOS de
bajo DP, este mismo modelamiento se confirmd con las lecturas de las muestras
recuperadas en el HPLC, muestras que se analizaron en base a la metodologia

descrita por lliev et al.®, (Tabla 4).

2.8. Purificacion de XOS por tecnologia de membranas.

El hidrolizado obtenido a los 30 min del proceso hidrotermal se someti6 a un
proceso de filtracién. En primer lugar, se evalu6 el efecto del pH (3.6, 4.6, 5.6,
6.6 y 7.6) contra el coeficiente de rechazo, correspondiente al flujo del
permeado a través de la membrana y el contenido de xilosa y XOS en el
permeado. El pH inicial del hidrolizado fue de 3.6, este valor se ajust6 a pH de
4.6, 5.6, 6.6 y 7.6 utilizando hidroxido de sodio (0.25 M), la presion y
temperatura se mantuvieron a 30 barr y 20 °C durante el proceso,
respectivamente.

Después de escoger el pH con el mejor rendimiento de filtracion, el hidrolizado

obtenido después de 45 minutos de proceso hidrotermal se sometio a UF
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usando Microdyn Nadir, Nadir PM UP010, membrana de polietersulfona
(PES), para ultrafiltracion (UF) con tamafio del poro (MWCO) nominal de 10
kDa Luego, el permeado se someti6 primero a NF-1 utilizando la membrana
de ldmina plana Microdyn Nadir, NP030, membrana de polietersulfona PES,
para nano filtracion NF con tamafio del poro MWCO de ~500 Da Finalmente,
el permeado obtenido en NF-1 se sometié a un segundo proceso de NF-2
utilizando una membrana de hoja plana (Flat Sheet Membrane), DK, con una
capa fina de poliamida (PA-TFC), para una nano filtracion (NF) de SUEZ (GE)
con tamafio del poro MWCO de ~150-300 Da En todo el proceso, se analizé el
contenido de xilosa 'y XOS en el retenido y permeado para el balance de masa

respectivo.

2.9. ldentificacion y cuantificacion de XOS obtenidos por TLCy
HPLC.

La identificacion cualitativa de los xilooligosacaridos se realizé por medio de
una cromatografia en capa fina (TLC) usando placas de silice gel en donde se
insertd la muestra a un centimetro antes de la base y se dej6 correr hasta un
centimetro antes de llegar al extremo superior, para esta cromatografia la fase
movil fue una mezcla de cloroformo-acido acético-agua en proporciones de
6:7:1. Finalmente este proceso culminé con el revelado sumergiendo la placa
en H.SOs4 al 5 % diluido en etanol puro y llevandola a estufa por 5 minutos a
100 °C.

Para la identificacion de XOS por HPLC se trabajo con el UltiMate™ 3000
Semi-Preparative System de la marca Thermo Scientific™, acoplado ademéas
con un detertor Knauer RI-Detector RefractoMax 520 de la marca SerCoLab,
todo este sistema trabajO con el software Chromeleon™, Chromatography
Data System. Para este analisis cada una de las partes del HPLC necesito de
una fase acuosa y una fase mavil para transportar la muestra, la fase movil
estuvo constituida por agua ultrapura de grado HPLC que se filtro a través de

una membrana de 0.22 um La fase tampdn para los sellos del HPLC estuvo
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compuesta por una solucion de agua ultrapura — acetonitrilo, en relacién de
70:30. Los XOS con DP de 2-6 fueron identificados utilizando el detector las
sefiales de amplitud RID, estas sefiales marcaron la amplitud del area en base
a Unidades de Indice de Reflaxion o RIU, con ayuda de una lampara de

Tungsteno.

Para la deteccion de los XOS por HPLC se usé una pre-columna de 50x7.7 mm
para Carbohidratos H* 8um HypeRez XP y una columna de 300x7.7 mm para
Carbohidratos H" 8u HypeRez XP. A su vez, se emplearon estandares de XOS
con DP 2-6 (X2-X6)) de Megazyme, Irlanda.

Las condiciones para este tratamiento fueron en aumento desde el Sampler del
HPLC, 22 °C y 270 PSI de presion, hasta el horno donde se posiciono la
columna previamente acondicionada a 75 °Cy 270 PSI para un flujo de muestra
final de 0.006 mL Los estandares usados en la elaboracion de la curva de
calibracion para el analisis de la muestra fueron, xilobiosa (X2), xilotriosa
(X3), xilotetraosa (X4), de Megazyme® (Irlanda). Por otro lado, los estandares
de xilosa y glucosa que se usaron para la creacion de las curvas de calibracion

se obtuvieron de Sigma Aldrich.

2.10. HPLC de liguidos hidrolizados en el reactor Parr de 50 mL

Las muestras liquidas hidrolizadas en los reactores Parr, se recuperaron y se
mantuvieron en refrigeracion para evitar la degradacion de los azucares. Para
el andlisis de muestras se tuvo que centrifugar y filtrar estos hidrolizados
recuperados para la eliminacién de cualquier fase solida remanente. Posterior
a los liquidos pasaron por filtros de jeringas estériles de polietersulfona (PES),
las cuales poseian un diametro de filtracion de 32.99 mm de diametro, con un
tamafio de poro de 0,22 mm, se almacenaron en viales de vidrio (Autosampler
Clear Vials) de 2.5 mL de capacidad y se sellaron con tapones azules de
Acrilonitrilo  butadieno estireno (ABS) para viales de muestra en

cromatografia, siguiendo la metodologia reportada por Francisco et al.®?.
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2.11. HPLC de liquidos hidrolizados en el reactor Parr de 2 L

Se utiliz6 una cromatografia de intercambio anidnico de alta resolucién con
deteccion amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) para la cuantificacion de
xilosa y XOS (X2 a X6) a través de un sistema Dionex DX-500 (Sunnyvale,
CA, EE. UU.) con una columna CarboPac PA100 (4x 250 mm) y una
precolumna CarboPac PA100 (4x50 mm). El tampon A (NaOH 100 mM) y B
(NaOAc 300 mM; NaOH 100 mM<) se usaron como eluyentes con un caudal
de 1 mL/min El programa de gradiente fue: 95 % de Ay 5% de B de 0 a 10
min; 0% de Ay 100% de B de 10 a 20 minutos; 95% de Ay 5% de B de 20 a
25 minutos.

Los mondmeros de azucar se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en el Agilent serie 1200 (Agilent Technologies, Inc., EE.
UU.) equipado con un detector de indice de refraccion RID-6A y una columna
HPX-87H (300 x 7.8 mm) (Bio-Rad, EE.UU.). Las condiciones fueron las
siguientes: Temperatura de columna de 45 °C, H,SO4 al 0.01 N como fase
movil, velocidad de flujo de 0.6 mL/min y volumen de inyeccion de 20 pL

2.12. Produccién de carotenoides usando el hidrolizado celulésico.

2.12.1. Caracterizacion e hidrolisis enzimatica de material celuldsico
remanente.

La fraccion solida recuperada despueés del tratamiento hidrotermal se lavo con
agua destilada, se seco y se sometié a una caracterizacion composicional de
acuerdo con la metodologia reportada por Sluiter et al.®®. El indice de
cristalinidad (Crl) del tallo de quinua sin tratar y pretratado se analizaro
utilizando un difractometro XRD-600 (Shimadzu, Tokio, Japon). El
difractdbmetro de rayos X se ajustd a 40 kV. y 30 mA Las muestras se
escanearon en el rango de 20 = 10-60 ° y el Crl se determind utilizando la
Ecuacion 19,

CTI — [Icristalino_lamorfo] % 100 Equation 1

Icristalino

Donde:
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Crl: representa el indice de cristalinidad.
Icristalino = Intensidad del difractdmetro a 22.3 °

lamorfo = Intensidad del difractometro a 16.1 °

La fraccion solida también se sometid a hidrdlisis enzimatica al 5 % de carga
y se clasificaron gracias al sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB) se
trabajo en solucidn de citrato de sodio 50 mM usando una mezcla comercial de
enzimas Cellic® CTec2 con una carga de 20 FPU/g de biomasa seca. El
proceso se realizdé a 50 °C y 150 rpm durante 24 horas. El rendimiento de
hidrolisis enzimatica de la celulosa se calculé considerando la liberacion de
glucosa en el proceso enzimatico. con respecto a la glucosa total liberada

después de la hidrolisis quimica de la biomasa.

2.12.2. Preparacion del Inoculo.

El proceso de extraccion de carotenoides inicié con células de levadura
Rhodotorula glutinis CCT2186 mantenidas en medio YMA con glucosa (10
g/L), peptona (5 g/L), extracto de levadura (3 g/L), extracto de malta (3 g/L) y
agar. Después de esto a las células fueron transferidas a matraces Erlenmeyer
(125 mL) que contenian 30 mL de medio semisintético (Y M) con la siguiente
composicion en g/L: glucosa (30), peptona (5), extracto de levadura (3) y
extracto de malta (3), y se incubaron en un agitador orbital a 30 °C y 150 rpm
durante aproximadamente 20 horas. Las células se recuperaron por
centrifugacion a 2320 de fuerza centrifuga (xg) o 3000 rpm, durante 15

minutos, se lavaron y se re suspendieron en agua con peptona (0,1 %, p/v).

2.12.3. Proceso de fermentacion en hidrolizado.

Previamente a las pruebas de fermentacion, se estandariz6 la concentracion
inicial de la suma de glucosa y xilosa presente en el hidrolizado a
aproximadamente 10 g/L, el pH inicial se ajusté a 5.5 y el hidrolizado se
complemento con peptona (5 g/L), extracto de levadura (3 g/L) y extracto de
malta (3 g/L). Se esterilizo en condiciones de autoclave a 121 °C por 15
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minutos, un Erlenmeyer (250 mL) que contenia 60 mL del hidrolizado
suplementado. Posteriormente los frascos se inocularon con células de levadura
para obtener una concentracion celular final de 0,3 g/L estas se incubaron a 30
°C, 150 rpm durante 72 horas. Se recogieron muestras cada dos horas hasta
completar las 10 h de crecimiento y después de 24, 48 y 72 horas para analisis
de concentracién de biomasa celular y consumo de azucar. Las células
recolectadas al final de la fermentacidn se utilizaron para extraer bio pigmentos
y cuantificar los carotenoides. Todos los ensayos de fermentacion se realizaron

por triplicado.

2.12.4. Extraccién de bio pigmentos.

Las muestras recolectadas se centrifugaron para separar las células del medio
de cultivo. Los sedimentos celulares se lavaron y secaron a 60 °C durante 48 h
Posteriormente se usé 0.1 g de células secas para re-suspension en 10 mL de
solucién de NaOH (2 mol/L) y se. incubaron en un bafio de agua a 100 °C
durante 10 min Después, las células fueron centrifugadas y congeladas durante
10hr Los sedimentos se re suspendieron en 10 mL de una solucion de metanol:
solucién de acetona (7:3 v/v) y se homogenizé mediante ultra zonificacion
durante 10 min para romper las células y extraer el bio pigmento. Los restos
celulares se separaron por centrifugacion y el sobrenadante (extractos ricos en
carotenoides) se recolectd y cuantifico utilizando una curva de calibracién de
B-caroteno en un espectrofotometro Eppendorf (Eppendorf AG, Alemania). La
cuantificacion del bio pigmento se realiz6 a partir de la identificacion de picos

en la regién entre 350 y 700 nm
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CAPITULO III
3. RESULTADOS Y DISCUCION

3.1. Caracterizacién Quimica de los Tallos de Quinua.

Se caracterizaron los tallos de las variedades de quinua (C. quinoa), los
resultados se muestran en la Tabla 3 y 4. Como se observa, el contenido de
carbohidratos totales fue mayor en la variedad Huancayo Inia (46,08 %) en
comparacion con llipa Inia (45,37 %) y Salcedo Inia (41,81 %). La variedad
[lIpa Inia tiene 8% y 12% maés contenido de hemicelulosa que las variedades
de Huancayo y Salcedo Inia, respectivamente. Ademas, el contenido de
celulosa, hemicelulosa y lignina en los materiales estan de acuerdo con lo
informado previamente para el tallo de quinua de la variedad real blanca por
Carrasco et al.® y otra variedad de quinua no identificada reportada por Xie et
al.®?. Por otro lado, los extractivos como pigmentos, azcares, saponina,
fenoles y otros compuestos, fueron mas solubles en agua que en etanol
principalmente en las variedades Huancayo e Illpa Inia. La concentracién de
compuestos fendlicos en el extractivo acuoso fue de 7.5, 5.54 y 6 mg de EAG/g
de biomasa para las variedades Huancayo, lllpa y Salcedo Inia,
respectivamente. Por otro lado, en el extracto etandlico los compuestos
fenolicos totales fueron de 4.11, 2.21 y 8.34 mg EAG/g de biomasa para las
variedades Huancayo, Illpa y Salcedo Inia, respectivamente. Finalmente, el
contenido de saponinas fue de 14, 8 y 17 mg EOA/g de biomasa, valores que
se encuentran acorde a lo reportado previamente para tallo de quinua de la

variedad Real Blanca®.

Tabla 3. Composicion quimica de los tallos de las 3 variedades de quinua.

Celulosa Hemicelulosa Lignina
Huancayo 30.27+1.24* 15.81+0.67* 18.66 +0.42%
Illpa Inia 28.21+0.81* 17.16+0.61°  19.68 + 0.44°
Salcedo Inia 26.68+1.16° 15.13+0.44®°  19.05+0.30°
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Grupos Acetilos Extractivos Cenizas

Etanol Agua
Huancayo 0.24 £0.022 411+0.84> 7.49+0.34° 4.69+0.16°
lllpa Inia 0.20 £ 0.082 2.21+0.114* 554+0.67% 3.19+0.10°
Salcedo Inia 0.20 + 0.062 8.34+0.26° 6.00+0.99%° 3.24 +0.15"

Los resultados corresponden al promedio por triplicado + la desviacion estandar. La misma desviacion en la columna
indica que no hay diferencia segun la prueba de rango de Tukey (95% del nivel de confianza).

En la Figura 18, se puede observar el extractivo acuoso de 3 variedades, la
variedad Huancayo Inia fue mas pigmentada (color rojo), observandose los
picos de maxima absorcion a 310 y 526 nm cuando fueron medidos en el
espectrofotometro UV-VIS. La pigmentacion roja puede estar asociada a la
presencia de antocianinas, las cuales son solubles en agua y generalmente se
detectan a 525 nm®3. Luego de la caracterizacion de las diferentes variedades,
en base al contenido de hemicelulosa y saponina, se selecciono el residuo
solido de Illpa Inia para su posterior tratamiento hidrotermal con el objetivo de

obtener xilooligosacaridos (XOS) que se presenta a continuacion.

3.2. Optimizacion del proceso de auto hidrolisis para produccion de
XOS.

La influencia de las variables (tiempo, temperatura y relacion solido/liquido)
sobre la produccion de XOS se evalud a traves de un disefio experimental, Box
behnken (Tabla 5), con un total de 12 combinaciones diferentes mas 3 puntos
centrales para encontrar el rango de los valores se tomaron en cuenta las

investigaciones de Carrasco C , Ruiz HA et al. y Gil-Ramirez A et al.
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Table 5. Condiciones de hidrolisis térmica en reactor Parr de 50 mL.

. Solido/ Xilosa Xilobiosa Xilotriosa Azucares

Estandar Tempera(ti‘é‘;‘ T"(emiﬁ]‘; Liquido| (X1)mglg %2 (X3)mglg Red#gtt‘;ﬁ:
(%)|| biomasa biomasa r biomasa (mg/mL)

| 15| 180| 120| 12,5 21.5699] 5.7394] 0465 173.12
| 14) 180 120|  12.5] 11| 5875 0.28377] 182.19|
| 13| 180| 120| 12,5 19.3996| 7.1465| 0.3251]  174.7|
| 12| 180  150| 15| 13.6313| 55553] 2.4838| 168.206|
| 11) 180 90| 15| 135426| 4.7523] 0.4185 171.051]
| 10| 180  150]| 10| 22.6694| 6.288] 1.1988| 139.495)
| 9 180 90| 10| 5831 23132 o 183.653]
| 8 190  120| 15| 18.1136| 6.2224 of 127.862]
| 7| 170  120| 15| 10.7009| 3.5191) of 1573
| 6 190  120] 10| 19.3334] 3.0064] 0] 14891
| 5| 170 120 10| 45588 3.9308] 0| 146,516
| 4 190 150  12.5] 12| 0 of 6747
| 3 170  150| 12.5] 13.8494] 9.9276] 0.4496] 168.733|
| 2| 190) 90| 125 14.2087| 7.761) of 179.141]
| 1]| 170/ 90| 125 148 0.3487 0| 128|

La respuesta en la produccion de XOS se ajusté por la interaccion cuadréatica
de los valores respuesta de nuestro disefio experimental (Quadratic), modelo
(Ecuacion 2) con un valor R-cuadrado de 0.9731. el significado de este modelo
(95 % de nivel de confianza) también fue confirmado por p-value(0.0323), el

f-value(12.07) y prueba de falta de ajuste (valor p>0.05);

Y = 6.04 — 0.59934 + 0.9379B + 0.1701C — 4.56AB + 1.69AC
—0.7930BC — 0.53514% — 0.7651B% — 0.5442C*

Equation 2: Ecuacion de la recta para la produccion de XOS.
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Donde Y es la variable respuesta “XOS de bajo DP”; A, B'Y C corresponderia
a valores reales de temperatura (°C), tiempo (min) y concentracion S/L (%),
respectivamente como se observa en la Figura 23.

X2 (mg/g de muestra) X2 (mg/g de muestra)

150

Prediction 11.7095

130

120

G S/ (%)

B: TIME (min)

110

170 175 180 185 190
A: TEMP (°C)
X2 (mg/g de muestra)

Q)

C:SAL (%)

Prediction 11.7095

90 100 110 120 130 140 150

B: TIME (min)

Figura 23: Interaccion de las condiciones de hidrolisis en la obtencion de XOS;
A) Interaccion de la Temperatura-Tiempo; B) Interaccion de la Temperatura-
concentracién S/L %; C) Interaccion de la concentracion S/L %-Tiempo. Nota:

En relacion a lo observado podemos decir que las mejores condiciones fueron
una temperatura de 178 °C, un tiempo de 45 min y una relacion solido liquido
del 5% mismas que se usaron para la hidrolisis en el reactor de 2 L.
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3.3. Tratamiento hidrotermal para la produccion de XOS en reactor
Parr de 2L.

Se evalud la produccion de xilooligosacaridos (XOS) a partir de los tallos de
quinua mediante el proceso de hidrdlisis térmica a 178 °C en diferentes tiempos
de tratamiento y los resultados se muestran en la Figura 24. Como se esperaba,
la produccién de xilosa aumentd con el tiempo de hidrdlisis alcanzando 14
mg/g de material seco en 45 min Con respecto a los xilooligosacaridos de bajo
peso molecular (X2 y X3), la mayor produccién se logré a los 30 min, pero no
fue muy diferente a los 10 min Ademas, el tiempo adecuado para una mayor
produccion de X4 fue de 20 min

30
gXl @mX2 ®X3 oOX4 mX5 mX6

25 t

20

15

10

Xilosa y XOS (mg/gr. de material)

0 5 10 15 20

Tiempo de la hidrolisis hidrotérmica (min)

Figura 24: Produccion de xilosa y xilooligosacaridos a 178 °C y 10 bar en
reactor Parr a diferentes tiempos de retencion. Nota: Esta grafica muestra la
relacion porcentual de los mg de los XOS obtenidos los datos cuantitativos
fueron dados por HPLC y relacionados con la materia prima tratada.

En el proceso de auto hidrolisis, los iones de hidrogeno generados y el acido
acetico liberado como producto de la hidrolisis de la hemicelulosa contribuyen
a la reduccién en el grado de polimerizacion de las cadenas de hemicelulosa en
fracciones con menor grado de polimerizacion, por ejemplo, en la muestra
tratada durante 45 min se logré una produccion de 1.6 g/L de &cido acético y
el pH del hidrolizado fue alrededor de 3.6.

La produccidn por procesos de auto hidrolisis a partir de residuos de quinua no
fue previamente reportada, siendo este el primer trabajo. Sin embargo, el
resultado obtenido puede ser comparado con lo informado anteriormente para
la produccion de XOS a partir de bagazo de cafia de aztcar mediante el proceso
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de auto hidrolisis por Zang et al.®¥, donde el rendimiento méaximo 14.68 g/L
de XOS se logré a 175 °C durante 30 min, pero a altas temperaturas como 185
°C fue requerido apenas 10 minutos de iniciado el proceso. En otro trabajo se
determin6 como condicion optimizada (170 °C por 50 min) para la produccion
de XOS a partir de aserrin de alamo®? , obteniéndose 8.0 g de XOS de bajo
DP por cada 100 de biomasa seca tratada. Los XOS también se obtuvo a partir
de cascara de semilla de mango mediante tratamiento de hidrolisis en
condiciones optimizadas (180 °C, 2,5 MPa. y 15 min) logrando 393,44 mg
X0S/g de xilano®,

La hidrdlisis es una tecnologia verde y rentable para el tratamiento de biomasa
lignoceluldsica con el objetivo de producir XOS, una vez que el proceso tiende
a actuar selectivamente sobre la hemicelulosa y una parte de la lignina®?. Sin
embargo, condiciones drasticas podrian producir compuestos indeseables
como furfural y sus derivados, productos de deshidratacién y transformacion a
xilosa durante la exposicion continua al calor y ambientes de bajo pH De esta
forma, el hidrolizado obtenido a los 30 y 45 min mostr6 presencia de furfural
en concentraciones de 0.19 y 0.44 g/L, respectivamente. Por lo tanto, este
estudio es el primer informe para la produccion de XOS a partir de tallos de
quinua por hidrolisis en un reactor Parr y mas estudios necesarios con el
objetivo de establecer las mejores condiciones para producir una alta
concentracion de XOS evitando la formacién de degradados y xilosa que podria

dificultar el proceso posterior.

3.4. Analisis de XOS analizados por técnicas de HPLC.
El analisis de las muestras hidrolizadas de los reactores Parr, se cuantificaron

en HPLC, las cantidades se midieron segun la amplitud y la intensidad de las
curvas bajo la recta, se siguieron los mismos pardmetros, métodos de
purificacion y fases mdviles que se usaron con los patrones, que se prepararon
y analizaron a diferentes concentraciones de patrones para tener un mayor
rango en el analisis de nuestras muestras.

En liquido hidrolizado resultado de las condiciones Optimas se lograron
cuantificar un total de 9.325 mg/g de muestra tratada de xilotriosa y 10.248

mg/g de muestra tratada de xilobiosa, esta fue una primera evaluacion de la
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muestra previo a la fase de purificacion por membranas, por lo que se logré
identificar ademas una masa mas grande que las 2 anteriormente mencionada
que estaria compuesta por particulas de Xxilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa,
xilopentanosa y xilohexosa(Figura 25), esta fase inicial se tom6 como patron y
evidencia de la obtencion de nuestros xilooligosacaridos a partir de tallos de
quinua.

En el analisis inicial por HPLC se tuvieron resultado muy por debajo de lo que
se estimaron, de xilobiosa se obtuvo un rendimiento del 0.1% y de xilotriosa
0.9% sin embargo y después del proceso de purificacion por membranas se
llegé a obtener un rendimiento mejor que el reportado Su Y., donde
reportaron un rendimiento del 4% de X2 y 2.5% de X3 en donde ademas se
trabajé con una hidrolisis enzimatica ademas se obtuvo un mejor resultado que
lo reportado por Samala A.®® en donde el rendimiento de X2 fue del 4.4% y
de 2.55% de X3, este resultado fue de una autohidrolisis en muestras residuales
de maiz. Al final y luego de la purificacion y separacion por membranas se
llegé a obtener un resultado de 7.9% de X2 y de 7.6% de X3 como se puede
ver en la Figura 27.

" 1-CURVAXOS#73 Q1356 RI1

1wri0

min

r T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 1.28 250 375 5.00 £.25 750 8.75 10.00 11.25 12.50 13.75 15.00 16.25 17.50 18.75 20.00

Figura 25: Primer analisis de la hidrolisis optimizada por HPLC. Nota: Esta
grafica fue obtenida gracias al software Chromeleon que estaba enlazado con el
HPLC donde se leyeron las muestras, las curvas de la grafica representa las
concentraciones de xilosa, xilobiosa y xilotriosa.

3.5. Purificacion XOS usando membrana.
El hidrolizado obtenido a los 30 min del proceso se sometio a ultrafiltracion a

diferentes pH y los resultados se muestran en la Figura 26. Como se observa
en la Figura 26A, la mayor concentracion de xilosa, X2, X3 y X4 en el
permeado a través de la membrana MF a Se obtuvo 35 bar de presion y 20 °C
a pH alto. Ademas, el flujo de permeado a través de la membrana en los

primeros 10 min fue en promedio de 2.1, 1.9 y 1.8 mL/min para pH 6.6, 7.6 y
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5.6, respectivamente. Por otro lado, a pH 3.6 y 4.6 se logrd un bajo flujo de
permeado que fue en promedio de 0.9 y 1.3 mL/min, respectivamente. Un
aumento en el pH de las soluciones para las membranas poliméricas las carg6
mas negativamente saturandolas y volviéndolas hidrofilicas, lo que permitié un
alto flujo de permeado, un fuerte rendimiento antiincrustante y una
disminucion de la retencion de moléculas sin carga, por ejemplo, xilosa y XOS.
Adicionalmente, valores altos de pH modifican la matriz de la membrana que
estaria en un estado mas expandido atribuido a una mayor repulsion
electrostatica intra membranal®”. Si bien, el efecto del pH en UF para la
purificacion de XOS aun no se ha informado previamente, pero esta de acuerdo
con trabajos previos informados para la decoloracion de melaza de cafia de
azucar®®, clarificacion de jugo de pifia (Ananas comosus, L. Merril )9 y
ultrafiltracion de jugo de cafia de azucar®®,

En el retenido obtenido después de la UF también se analizo el contenido de
xilosa y XOS y los resultados se muestran en la Figura 26B. Como era de
esperarse, a pH bajo se observo alta retencion de azucares y XOS, por otro lado,
apHde 6.6y 7.6, la retencion de producto fue baja. Otra observacion relevante
en el retenido fue la intensidad del color que era mas oscuro, véase la Figura
27, este comportamiento podria atribuirse a la repulsion electrostatica entre la
membrana y los pigmentos, principalmente cargados negativamente a un pH
alto, lo que da como resultado una polarizacion de concentracion mas debil vy,
en consecuencia, una adsorcion menos hidrofobica de los pigmentos en la
membrana®”®®_ Se observé un comportamiento similar durante la filtracion de

melaza diluida con una membrana UF de poliamida de 2 kDa pristina®®.

El hidrolizado obtenido después de 45 min (que contenia més xilosa y XOS)
fue seleccionado y sometido a UF (10 kDa) y NF (500 Da y luego 150~300
Da) a pH previamente definido como optimo (6.6) y el resultado se muestra en
la Figura 27. Como se observa, el 44% del total de productos (X1-X6) se
obtuvo en el liquido permeado a través de membrana Microdyn Nadir UP010
con MWCO nominal de 10 kDa a pH 6.6, 35 bar de presion y 20 °C; sin

embargo, el 56% de los productos se encuentran en el retenido, lo que requiere
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un proceso de diafiltracion adicional agregando agua destilada con el objetivo

de recuperar el XOS en el lado del permeado.

Ademas, sera necesario un proceso de optimizacién de variables como presion,
temperatura 'y pH En el segundo paso del proceso seria basado en membranas,
el permeado obtenido de UF se sometié a NF (~500 Da), logrando en el
permeado solo el 25% del producto total (X1-X6) alimentado en el proceso de
NF; sin embargo, con 50% de pureza (X2-X6). Con respecto a la segunda NF
(hasta 150~300 Da), en el retenido se obtuvo el 70% del total de productos
(X1-X6) y la pureza de XOS fue del 56%. La concentracion de XOS (X2 a X6)
lograda después de NF-2 fue de 1.26 g/L, que fue inferior a lo informado por
el proceso de Oliveira et al.*°Y, En ese trabajo, se obtuvieron 3.7 g/L de LMW
XOS, 20.9 % de pureza'y 46 % de rendimiento después de un sistema basado
en membrana en serie, usando NP030 seguido de TS40 y un proceso adicional

de diafiltracion de 1 vez.

A) 40 B) %

) ZpH 36 % SpH3.6
35 apH 4.6 § OpH 4.6
= @pH 56 70 § apH 5.6
mpH 6.6 60 § ®pH 6.6
25 apH 7.6 § apH 7.6

55

N

Productos retenidos por la ultrafiltracion({mg)
N
o
T

Productos resultados por la ultrafiltracién (mg)

X3 X4 X5 X6 X1 X2 X3 X4 X5 X6
Productos Productos

Figura 26: Proceso de Ultra y nanofiltracion con membranas para la
purificacion de xilooligosacaridos (XOS) a partir de hidrolizado de tallos de
quinua. A) contenido de XOS en el permeado y B) contenido de XOS en el
retenido. Nota: se provaron diferentes niveles de pH para evaluar la
permeabilidad de nuestros XOS, las concentraciones en mg también se
evaluaron por cuantificacion con HPLC.
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Hidrolizado tros 45

min de UF: 10 kDa NF1: ~500 Da NF2: ~150-300 Da
trotomiento
hidrotérmico
Producto mg Soml Oal: LS
F Producto

Producto mg Producto mg
X1 2n
20ml. X2 4248
» X3 4945
X4 232

X1 79.39
X2 79.05
X3 76.57
X4 36.03

X1 2918
x2 2857 §
. X3 2709
X4 1184
X5 167
X6 6.41
_Total 10476

X6 X5 388

Total _297.69 ) X6 1293
o R T Total _163.16

Figura 27: Filtracion secuencial por membranas de UF y NF para la
purificacion de xilooligosacaridos (XOS) a liquidos hidrolizados por 45 min de
tallos de quinua.

UF:10kDa: Donde la primera fase del retentado tubo un 80.31% de pureza de
XOS.

NF1:500Da: Nanofiltracion 1 donde el retentado tubo un 72.15% de pureza de
XOS.

NF2:150-300Da: Nanofiltracion 2 donde el retentado tubo un 56.02% de pureza
de XOS entre xilobiosa-xilohexosa. Nota: Se presenta asi la filtracion secuencial
de los liquidos, se conservaron los retentados para purificacion secuencial y los
permeados para continuar con la filtracion la cuantificacion se hizo por HPLC y
el software chromeleon.

3.6. Composicidn de sélidos residuales e hidrdlisis enzimatica.

El residuo solido obtenido después del proceso de hidrdlisis fue analizado en
su composicién con el objetivo de producir azlcares fermentables para la
produccion de carotenoides y los resultados se muestran en la Tabla 7. Como
se observa, el contenido de celulosa en el material sometido solo a rampa de
calentamiento hasta 178 °C aument6é en un 28% con respecto al contenido
inicial de celulosa en el tallo de quinua sin extractivo, ademas, el alto contenido
de celulosa (promedio 52%) se logr6 después de 20 min de tratamiento a 178
°C Sin embargo, como era de esperar, en 45 min de tratamiento a 178 °C
alrededor del 54 % de la hemicelulosa se hidrolizé en xilosa y XOS. La
remocién de hemicelulosa en el material por efecto del tratamiento térmico
volvié el material mas cristalino lo cual fue confirmado por el analisis del
indice de cristalinidad (%IC) (Tabla 6). El indice de cristalinidad del material

tratado durante 45 min en el reactor Parr (178 °C) aumentd en un 60 % con
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respecto al tallo de quinua sin extractivos®®. Los resultados estan de acuerdo
con los informados anteriormente para el pretratamiento hidrotérmico por
(Nitsos et al., 2012), aunque con otros tipos de materiales, por ejemplo, madera
de haya, tableros de fibra, aglomerados y bloques (Zhao et al., 2020)1%%),

Ademas, la eliminacion de la hemicelulosa, el tratamiento hidrotérmico
también elimina parcialmente la lignina, provocando una reubicacion parcial
de la lignina, esta aumenta el &rea superficial y la porosidad del material, lo que
se refleja en la alta susceptibilidad del material (celu lignina) a la accion de las
enzimas (Tabla 8). Como se observa, los azlcares totales que se liberaron
(glucosa y xilosa) aumentaron con el tiempo del proceso, lograndose en el
material tratado (45 min a 178 °C), en promedio 589 g/Kg de celu lignina que
corresponden al 99% del rendimiento de hidrdlisis de celulosa por la mezcla de
enzimas de celulasa. Ademas de la celulosa, la hemicelulosa residual también
fue hidrolizada por la enzima, esto se debe a la presencia de hemicelulasas en
la mezcla de enzimas como se informa en la ficha técnica comercial. Sin
embargo, la concentracion de xilosa disminuyo con el tiempo de proceso lo
cual esta de acuerdo con el bajo contenido de hemicelulosa en el material. En
general, el material residual después del proceso de hidrolisis se puede utilizar
para la produccion de azucares fermentables y la posterior produccion de

carotenoides.

Tabla 6. Caracterizacion de residuos solidos tras hidrdlisis hidrotermal.

Celulosa

Hemicelulosa

Lignina

0 min 45.32 + 3.60° 18.26 £1.60*  25.70 + 0.30? 35.90
5 min 50.17 + 1.45% 1451 +0.31°  27.60 + 0.50® 43.26
10 min 51.21 £1.017 13.30 £0.28™  29.20 + 1.60 41.98
20 min 52.85 = 2.54% 12.00 +0.34%4 32,00 + 0.51% 46.89
30 min 51.34 + 1.46% 11.07 £ 0.65%  35.57 £ 0.71% 46.92
45 min 51.04 + 3.68% 9.08 +0.19¢ 34.97 +0.87° 46.12
Control sin 35.548 + 1.37 19.88 £ 0.75 21.11+0.48 28.75

extractivos y sin
tratamientos
térmicos
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Tabla 7. Azlcares totales liberados obtenidos después del tratamiento

hidrotérmico de tallos de quinua.

- Glucosa Xilosa

Al natural (sin 46.04 +1.38° 22.02 +£5.04°
ningun
tratamiento)

0 296.96 + 33.87° 119.05 + 13.46°
5 344.23 + 41,63 98.29 + 11.33"
10 365.75 + 43.62° 90.29 + 12.54%
15 394.37 + 43,220 82.94 +11.48
20 450.61 + 37.44%¢ 87.07 +9.00™
30 506. 63 + 32.53% 81.50 + 4.60™
45 514.76 + 46.73¢ 74.31 +6.16°

Los resultados corresponden al promedio de triplicados + desviacién estandar. La misma desviacién en la columna
indica que no hay diferencia segun la prueba de rango de Tukey (95 % del nivel de confianza).

Tabla 8. Rendimiento de hidrolisis de celulosa en los soélidos residuales obtenidos

después del tratamiento hidrotérmico de tallos de quinua.

Al natural (sin 68.06 + 6.422 13.62 +0.54*
ningdn
tratamiento)
‘ 0 416.01 + 47.33" 65.52 + 7.47°
5 44252 +52.95¢ 69.74 + 6.70™
‘ 10 456.04 + 56.16° 73.22 +5.97%
15  477.31 +54.69° 80.16 + 4.47¢
20 537.69 + 46.44 87.64 + 3.73¢
30 588.12 + 37.139 97.10 + 4.10°
45 589.07 + 52.909 99.00 + 1.41°

Los resultados corresponden al promedio de triplicados + desviacién estandar. La misma desviacion en la columna
indica que no hay diferencia segtn la prueba de rango de Tukey (95% del nivel de confianza).

3.7.Produccidén de carotenoides usando hidrolizado celulésico.

El hidrolizado enzimatico obtenido fue utilizado para la producciéon de
carotenoides por Rhodotorula glutinis CCT2186 y los resultados se muestran
en la Figura 28. Como se observa, la glucosa y la xilosa fueron consumidas

simultaneamente durante la fermentacion por R. glutinis, en la condicién de
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fermentacion, logrando asi 4.1 mg de carotenoides /g (peso de células secas)
de carotenoides y 6.27 mg de carotenoides/g de azlcar total consumido,
ademas de esto se alcanz6 una tasa maxima de crecimiento (umax) de 0.32 min-
1 El resultado obtenido es ligeramente superior a 1.3 mg de B-caroteno/g de
celulas obtenidas utilizando hidrolizado de biomasa lignocelulésica como
fuente de carbono en un biorreactor de circulacion de aire de circuito interno,
como lo hizo (Hong-Wei Y., 2014), donde llego a obtener 20 g de biomasa
después de las 72 horas de crecimiento con los mismos azucares reductores
como fuente de carbono®®®. Considerando este estudio como un primer reporte
sobre el uso de tallos de quinua para la produccion de carotenoides, se requerira
optimizar el proceso. Ademas, los inhibidores presentes en hidrolizados acidos
como furfural, acido acético y 5-HMF también podrian ser metabolizados por
R. glutinis y podrian tener un mejor resultado, ya que (Brandenburg, J. et al.,
2021) llego a obtener 18 g de biomasa por L de medio suministrado con lipidos
y Xilosa después de 24 horas y (Liu, Y. et al., 2015) produjo 16 g de biomasa
en 60 horas de cultivo®>1%), | os resultados obtenidos en la investigacion y
presentados en la Figura 28 presento que podemos obtener 16 g de biomasa
pasadas las 48 horas de crecimiento con el liquido hidrolizado como fuente de
carbono en el medio, esto se puede comparar a los resultados anteriormente
reportados sin embargo sus inhibidores presentaron cierta complicacién en el
desarrollo de las levaduras. Por lo tanto, los trabajos futuros podrian centrarse
en el uso de hidrolizado no detoxificado de tallo de quinua directamente

principalmente para la produccién de carotenoides y lipidos.
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Figura 28: Produccion de pigmentos carotenoides por R. Glutinis utilizando
hidrolizado enzimatico de celulosa del tallo de quinua pretratado en proceso
hidrotermal. Nota: En esta imagen se ven las concentraciones en gr/L que se
producen de R. Glutinis y gracias a las curvas de calibracién con carotenos
entendimos que se produjeron 20.8mg de carotenoides como méaximo resultado.
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CONCLUSIONES

» Conclusion General:
Se logro valorizar los desechos agroindustriales de la quinua por procesos
biotecnoldgicos haciendo la recuperacion de carbohidratos de alto valor
comercial en forma de xilooligosacaridos.

» Primera:
Se logro caracterizar con éxito la composicion quimica de las 3 variedades
de quinua con las que se trabajaron, por consiguiente, la variedad Illpa Inia
seria la escogida para la fase de hidrolisis por presentar un 28.21% de
celulosa, 17.16% de hemicelulosa, 5.54% de extractivos totales y 3.19% de
cenizas, presentando mas hemicelulosa y menos extractivos y cenizas que
las demés.

» Segunda:
Se evaluaron los rangos Optimos con ayuda del sistema estadistico Box
Bekhen y las influencia que tienen las variables de temperatura, tiempo y
relacion solido/liquido, escogiendo al final la hidrolisis hidrotérmica del
reactor de 2 litros por su mejor eficiencia para la obtenicon de
xilooligosacaridos presentando 7.9% del total en xilobiosa y 7.6% de
xilotriosa.

» Tercera:
Gracias a la ultrafiltracién y nanofiltracion secuencial por membrana se
purifico el hidrolizado, consiguiendo en el retenido de la segunda
nanofiltracion un 56% de pureza de XOS de alto valor comercial.

» Cuarta:
El sélido residual mostr6 una alta susceptibilidad a la accién enzimatica
liberando una alta concentracion de azucares fermentables, lo que fue
utilizado con éxito para la produccion de carotenoides usando R. Glutinis

logrando obtener hasta 20 mg/L de carotenos.
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RECOMENDACIONES

> Se recomienda principalmente a las entidades nacionales de agricultura como
el Minagri, INIA, PETT, entre otras a presentar estas nuevas tecnologias
como alternativas para el tratamiento de residuos agroindustriales, buscando
frenar la contaminacion ambiental que estos provocan.

> Se recomienda analizar de manera productiva la actividad de los XOS como
prebioticos en diferentes alimentos de consumo general como yogures 0
cereales.

> Se recomienda a las industrias textiles promulgar las investigaciones sobre la
obtencién de carotenos por levaduras.

> Se recomienda de forma general seguir estudiando a la quinua y sus
concentraciones de hemicelulosa y su composicion quimica.

> Se recomienda ademas, tratar con los residuos de cafa de azucar, arroz, maiz
y cebolla que son los que presentan mas porcentaje de hemicelulosa, para
difundir este tipo de tratamientos y valorizaciones comerciales con la

finalidad de disminuir el impacto ambiental que estos generan.
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ANEXOS.
> ANEXO : CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO
OLEANOLICO(Usada para la medicién de saponinas).

Curva calibracion saponinas

1.8
1.6
14

1.2
1 y =0.0034x + 0.0204

R*=0.9986
0.8

0.6
0.4
0.2

ABSORVANCIA FINAL

0 100 200 300 400 500 600
CONCENTRACIONES (mg/L)

> ANEXO : ESPECTRO DEL LOS COROLORANTES EXTRAIDOS DE
LAS VARIEDADES DE QUINUA.
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Nombre del método: Barrido 27-jun.-2022 Modelo instrumento: GENESYS 150

Método creado: 27-un.-2022 07:00 p. m. Version de paquete de software: 2.3 Firma:

Método actualizado: 27-jun.-2022 07:00 p. m.
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Espectro de absorcién en la region visible de los pigmentos extraidos de los
desechos de quinua, variedad Huancayo(quinua roja).
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> ANEXO : CURVA DE CALIBRACION PARA LA MEDICION DE
AZUCARES REDUCTORES TOTALES(ART).

> ANEXO :CURVA DE CALIBRACION PARA LA MEDICION DE ACIDO
GALICO(Usada para la medicidon de extractivos fendlicos).

Ac. Galico_C
A Y=AX+B

A de referencia mg/L Ninguno
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» ANEXO : CURVA DE CALIBRACION PARA LA MEDICION DE

XOS(Usado para la cuantificacion de xilooligosacaridos cuantificando por
amplitud bajo la curva).

%" J1_CURVA XO5#8
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> ANEXO : Articulo cientifico “Carbohydrates valorization of Quinoa

(Chenopodium quinoa) stalk in xylooligosaccharides and carotenoids as
emergent biomolecules” publicado en la revista “Industrial Crops and
Products”
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Quinoa (Chenopodium quinoa) stalk (QS) is an unvalued and renewable lignocellulosic waste. Aiming to its
Quinoa stalk valorization, autohydrolysis process (178 °C and 10 bar) for xylooligosaccharides (XOS) production and enzy-
’E"bd“s"_‘a"d""-d“ matic hydrolysate of residual solid for car ids production by Rhodorarula ghitinis were evaluated. The highest
;‘::::x'd yield of XOS (79 mg/g of biomass) containing mainly xylotetraose (X4) to xylohexaose (X6) was achieved in 20

min of process, while high xylobiose (X2, 18 mg/g of QS) and xylotriose (X3, 18 mg/g of QS) contents were
observed in 45 min. In ultrafiltration-UF using membrane with nominal MWCO of 10 kDa, higher permeate flux
was observed at pH 6.6 than at lower pH values (3.6, 4.6, and 5.6). In the retentate after nanofiltration-NF
(150-300 Da), 56 % of total XOS (X2-X6) was recovered. Finally, 4.1 mg of carotenoids/g of dry cells weight,
corresponding to 6.27 mg of carotenoids/g of total sugar consumed, were produced by the yeast using residual
solids hydrolysate. Therefore, quinoa stalk was shown as an interesting source for high value biomolecules

Clrcular bioeconomy

production.

1. Introduction

Quinoa (Chenopodium quinoa) is one of the gluten-free grains
extensively cultivated in Andean countries of South America, and it is
considered as a “supcrfood” duc to its nutritional propertics (high
quantities of protein, essential amino acids, essential minerals and vi-
tamins) and health benefits (Pathan and Siddiqui. 2022). Currently,
about 57 % of world production of quinoa is from Peru, achieving 106,
643 ton in 2021, value 6.4 % higher than 2020 (MIDAGRI, 2022). An
increase in the quinoa production leads to an increase in the amount of
quinoa waste in the form of stems and branches, since the only part used
is the grain, which correspond to 20 % of the total weight of the crop.
Therefore, it is estimated that about 470,000 tons of quinoa crop res-
idue, mainly stalk, are produced every year. Currently, the quinoa stalk
is used as firewood, but in small amounts, and the rest degrades natu

rally in agricultural fields.

* Corresponding author.
E-mail address: rieran@ vesm.edu.pe (R. Teran Hilares).

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2023,116274

Quinoa stalk is composed mainly by carbohydrate fraction (cellulose
and hemicellulose), lignin and saponin: however, the composition is
variable according to variety. Although valorization of quinoa stalk was
recently reported, it was limited only to enzymatic route for xylooligo-
saccharides (X0S) production using glucuronoarabinoxylan cxtracted
from quinoa stalk by alkaline method (Salas-Veizaga et al., 2021, 2017).
Moreover, quinoa stalk was used for sugar production by enzymatic
hydrolysis of cellulose fraction after sulfuric-acid-catalyzed hydrother-
mal pretreatment (SA-HTP) (Carrasco et al., 2021). Therefore, there is a
knowledge gap regarding processing of this important waste aiming to
its valorization, requiring studies to evaluate possibilities of its use as
raw material for suitable and high value products production, as XOS
and carotenoids.

XOS are xylose-based oligomers comprising 2-10 D-xylose residues
linked via 1,4 glycosidic bonds (Huang et al., 20224, 2022b), and
those ones with less than 4 monomers (X2-xylobiose, X3-xylotriose,

Received 20 November 2022; Received in revised form 5 January 2023; Accepted 10 January 2023

Available online 18 January 2023
0926-6690/© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.
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X4-xylotetraose) are considered important and emergent prebiotics due
to their selective stimulation of probiotic species, such as Bifidobacteria
sp. (Palaniappan et al., 2021). In addition to its status as prebiotic, these
carbohydrates also have other characteristics that increase their indus-
trial appeal, e.g., resistance to heat, acidic tolerance, low-calorie value
and sweetening power, which turn XOS more suitable for ideal in-
gredients for functional foods (Santibinez et al., 2021). XOS can be
produced from hemicellulosic fraction from different lignocellulosic
materials, including agro-industrial wastes, using chemical, enzymatic
processes or a combination of both strategies. Autohydrolysis or hy-
drothermal process has been used for XOS production from different
lignocellulosic biomass (Gullén et al., 2018; Neto et al.,, 2020), but not
yet from quinoa stalk. In the autohydrolysis, the ionization of water
produces hydronium ions which lead to the depolymerization of poly-
saccharides through selective hydrolysis of heterocyclic ether bonds and
cleavage of acetyl groups (Lu et al., 2016; Yang et al.,, 2018); moreover,
the cleavage of acetyl groups releases organic acids which catalyze the
hydrolysis of hemicellulose fraction allowing significant amounts of XOS
with a low polymerization degree (DP) (Ruiz et al., 2020; Su et al.,
2021). This method is considered environmentally friendly and
cost-efficient due to its simple utilization of pressurized hot water as the
extraction solvent, and some advantages correspond to simple opera-
tion, relatively short treatment time, low cost, and low corrosion to
equipment (Huang et al., 2022a, 2022b).

The purity of XOS have powerful impact on the biological function
(Huang et al., 2019); therefore, purity higher than 75 % is required for
food application. In this way, the most promising downstream strategy
for the industrial manufacture of high-purity XOS correspond to mem-
brane separation (Santibdanez et al., 2021), as previously reported for
XOS purification obtained by autohydrolysis of almond shells (Nabarlatz
et al., 2007), and obtained from sugarcane straw hydrolyzed liquor
(SSHL) after pre-treatment by deacetylation followed by hydrothermal
process (Oliveira et al., 2021). Although ultrafiltration (UF) and nano-
filtration (NF) have been previously reported for XOS production,
considering the variability in the composition of hydrolysate obtained in
different conditions and from different materials, filtration condition
cannot be generalized, requiring to evaluate specific conditions for each
case. Factors such as the pore size dispersion of the selected membranes,
and the operational conditions of filtration such as tangential flow,
temperature and pressure, influence the filtration performance.

Cellulose fraction is the main carbohydrate remaining in the material
after XOS production by autohydrolysis process. This material is sus-
ceptible to enzyme action, releasing fermentable sugars mainly glucose
and xylose in low concentration, which can be used for biomolecules
production like carotenoids. Furthermore, the use of low-cost substrate
can lower the production costs and at the same time mitigating the
disposal problem of agricultural activities. Several works have been
reported for carotenoids production, e.g., carotenoids were produced by
Rhodosporidium toruloides in medium containing enzymatic Camelina
sativa meal hydrolysate (Bertacchi et al., 2021). Besides, lipid and
carotenoid production by L. starkeyi and R. toruloides from wheat straw
hydrolysates (Liu et al.. 2020), and lipids and carotenoids by Rhodo-
sporidium toruloides from wheat straw hydrolysate (Liu et al., 2021),
were reported.

The objective of this work was the valorization of carbohydrate
fractions of quinoa stalk. Initially, the autohydrolysis process for XOS
production from quinoa stalk was evaluated; then, some parameters in
membrane filtration were assessed aiming to obtain XOS with high
concentration; finally, the residual solid after autohydrolysis process
was enzymatically hydrolyzed and used for carotenoids production.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and quinoa stalk

Quinoa stalk of 3 varieties (Huancayo Inia, Illpa Inia and Salcedo

Indusirial Crops & Products 194 (2023) 116274

Inia) were collected from agricultural fields in the Puno region in 2022
crop (April-May/2022), the coordinates of the crops were: Huancayo
Inia (15.880091 S - 70.001161 W), Illpa Inia (15.8904980 S -
69.8921100 W), and Salcedo Inia (15.764678 S ~ 70.261029 W). The
stalk was sun dried and ground using a manual mill to an average par-
ticle size of 0.8 mm, and then were used for the experiments. Standards
of xylobiose (X2), xylotriose (X3), xylotetraose (X4), xylopentaose (X5)
and xylohexaose (X6), were purchased from Megazyme® (Ireland).
Standards of xylose and glucose were obtained from Merck & Co., Inc.
Cellulase blend Cellick CTec2 with 102 FPU/mL of enzyme activity was
purchased from Merck & Co., Inc. All other chemicals were from
analytical or microbiological grade (for microorganism cultivation), and
were purchased from Merck & Co., Inc.

2.2. Characterization of quinoa stalk

The quinoa stalk of 3 varieties were characterized in relation to their
main components as extractives, cellulose, hemicellulose, lignin and
ash. For extractives, the material was sequentially treated firstly with
distilled water, and then with ethanol (97 %), in both case for 6 h. In the
extract (aqueous and ethanolic) the total phenolic content and saponin
content were measured according to methods previously reported by
Singleton and Rossi (1965) and Hiai et al. (1975), respectively. In case of
saponin analysis, the oleanolic acid (OA) was used as standard, and
results were reported as mg EOA/ g of biomass. The main composition
(cellulose, hemicellulose, and lignin) of untreated and treated quinoa
stalk was determined using the standard procedures for biomass analysis
of the U.S. National Renewable Energy Laboratory (NREL) (Sluiter et al.,
2012).

2.3. Desaponification of quinoa stalk

The saponins from quinoa stalk of variety “Illpa Inia” were removed
by extraction with water and aqueous ethanol according to procedure
reported by Carrasco et al. (2021), with slightly modification. For the
water extraction, 25 g of quinoa stalk were suspended in 400 mL of
distilled water at 35 °C, and the suspension was mixed by stirring at 250
rpm for 1.5 h. After that, the solid fraction was recovered and submitted
to aqueous ethanol extraction at 100 °C for 90 min, with about 12 g of
quinoa stalk mixed with 500 mL of a 50:50 (v/v) ethanol-water mixture.
The solid material resulting from both extractions was washed with
distilled water and dried for subsequent use for XOS production by hy-
drothermal treatment.

2.4. Hydrothermal treatment for XOS production

The saponin-free quinoa stalk was submitted to hydrothermal hy-
drolysis in a 2 L stirred tank pressurized reactor (Model 4536, PARR
Instrument Company, Moline, Illinois, USA). 53 g (on a dry basis) of
quinoa stalk were used at a solid-liquid ratio of 5 %, and agitated at 120
rpm. The effects of process time (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45 min) at 178 °C
were evaluated aiming to obtain xylooligosaccharides (XOS). In all the
cases, 40 min was necessary Lo reach 178 °C inside the reactor, and 5
min to cool the reactor until internal pressure be reduced to 1 atm. After
the process, the solid fraction was separated under vacuum filtration and
the liquid fraction was recovered for XOS analysis. The selected hy-
drolysate with high XOS content was sent for subsequent membrane
purification process.

2.5. XOS purification using membranes

The hydrolysate obtained at 30 min of hydrothermal process was
submitted to filtration process. In the first step, the effect of pH (3.6, 4.6,
5.6, 6.6 and 7.6) on the permeate flux though membrane, and contents
of xylose and XOS in the permeate were evaluated. The initial pH value
of hydrolysate, of 3.6, was adjusted to pH of 4.6, 5.6, 6.6 and 7.6 using
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sodium hydroxide (0.25 M); the pressure and temperature were main-
tained at 35 bar and 20 °C during the process, respectively.

After choosing the pH with high filtration performance, the hydro-
lysate obtained after 45 min of hydrothermal process was submitted to
UF using Microdyn Nadir Membrane, Nadir PM UP010, PES, UF with
nominal MWCO of 10 kDa. Then, the permeate was submitted to first
NF-1 using Microdyn Nadir Flat Sheet Membrane, NP030, PES, NF with
MWCO of ~500 Da. Finally, the permeate obtained in NF-1 was sub-
mitted to second NF-2 process using SUEZ (GE) Flat Sheet Membrane,
DK, PA-TFC, NF with MWCO of ~150-300 Da as described by Oliveira
et al. (2021). Al filtration process was carried out using High Pressure
Stirred Cell. The xylose and XOS content were analyzed in retentate and
permeate fraction for respective mass balance.

2.6, Characterization and enzymatic hydrolysis of residual solids

The solid fraction recovered after hydrothermal treatment was
washed with distilled water, and the excess of water was removed by
evaporation at room temperature (around 24 *C) for 24 h. Then, the
material was characterized, as following described.

The chemical characterization of solid was carried out according
methodology reported by Sluiter et al. (2012). The crystallinity index
(Crl) of the untreated and pretreated quinoa stalk was analyzed using
XRD-600 diffractometer (Shimadzu, Tokyo, Japan). The X-ray diffrac-
tometer was set at 40 kV and 30 mA. Samples were scanned over the
range of 20 = 10-60° and the CrT was determinate using Fq. (1) (Segal
er al., 1959).

CH = M] £ 100 &)

cryasalline

Where: Icrystalline = Intensity at 22.3° and lamorphous = Intensity at
16.1°.

The solid fraction was also submitted to enzymatic hydrolysis at 5 %
solids loading of the treated SCB in 50 mM sodium citrate solution at 4.8
of pH. A commercial enzyme blend Cellic® CTec2 was used with a
loading of 20 FPU/g of dry biomass. The process was performed at 50 °C
and 150 rpm for 24 h. The enzymatic hydrolysis yield of cellulose was
calculate considering the glucose released in enzymatic process respect
to total glucose released after complete chemical hydrolysis according
methodology reported by Sluiter et al. (2012).

2.7. Carotenoid’s production using cellulosic hydrolysate

2.7.1. Imoculum preparation

First, cells of yeast Rhodotorula glutinis CCT2186 maintained in YMA
medium (glucose - 10 g/L. peptone - 5 g/L, yeast extract - 3 g/L, malt
extract - 3g/L, and agar) were transferred to Erlenmeyer flasks
(125 mL) containing 30 mL of commercial glucose-based medium (YM)
with the following composition (g/1): glucose (30), peptone (5), extract
of yeast (3), and malt extract (3), and incubated in an orbital shaker at
30 °C and 150 rpm for about 20 h. Cells were recovered by centrifuga-
tion at 2320 x g for 15 min, washed, and resuspended in peptone water
(0.1 %, w/v).

2.7.2. Fermentation process in hydrolysate

Before the fermentation tests, the initial concentration of the sum of
glucose and xylose present in the hydrolysate was standardized to about
10 g/L, the initial pH was adjusted to 5.5, and the hydrolysate was
supplemented with peptone (5 g/L), yeast extract (3 g/L) and malt
extract (3 g/L). Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 60 mL of sup-
plemented hydrolysate were sterilized at 121 °C for 15 min in an auto-
clave. Then, the flasks were inoculated with yeast cells to obtain an
initial cell concentration in fermentation of 0.3 g/1, and incubated at
30 °C, 150 rpm for 72 h. Samples were collected every two hours until
10 h of growth, subsequently collecting 24, 48, and 72 h samples for
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analysis of cell biomass concentration and sugar consumption.
Maximum growth rate (4myg,) was considered as the maximum value of
relative (specific) growth rate (u) which was determined as a slope of the
In(N) vs time (t) curve in exponential growth phase (Eq. 2). Cells har-
vested at the end of fermentation were used to extract biopigments and
to quantify carotenoids. All fermentation assays were performed in
triplicate.

La(N) = La(No) + p.t )

2.7.3. Biopigment extraction

The collected samples were centrifuged to separate the cells from the
culture medium. The cell pellets were washed and dried at 60 °C for
48 h. Then, 0.1 g of dry cells were resuspended in 10 mL of NaOH so-
lution (2.0 mol/L), and incubated in a water bath at 100 °C for 10 min.
After that, the cells were centrifuged and frozen overnight. The pellets
were resuspended in 10 mL of methanol: acetone solution (7:3, v/v) and
homogenized by ultrasonication for 10 min to cell disruption and bio-
pigment extraction. The cell debris were separated by centrifugation and
the supernatant (carotenoid-rich extracts) were collected and quantified
using a calibration curve of p-carotene at 450 nm, in an Eppendorf
Spectrophotometer (Eppendorf AG, Germany).

2.8. Analytical methods

A high-performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD) was used for xylose and XOS (X2
to X6) quantification in a Dionex DX-500 system (Sunnyvale, CA, USA)
with a CarboPac PA100 column (4 x 250 mm) and a CarboPac PA100
guard column (4 x 50 mm). Buffer A (NaOH 100 mM) and B (NaOAc
300 mM; NaOH 100 mM) were used as eluents with 1.0 mL/min flow
rate. The gradient program was: 95 % of A and 5 % of B from 0 to
10 min; 0 % of A and 100 % of B from 10 to 20 min; 95 % of A and 5 % of
B from 20 to 25 min

Sugar monomers were analyzed by High Performance Liquid Chro-
matography (HPLC) in an equipment Agilent 1200 series (Agilent
Technologies, Inc., USA) equipped with a Refractive index detector RID-
6A, and a HPX-87 H (300 x 7.8 mm) column (Bio-Rad, USA). Used
conditions were the following: 45°C column temperature,
0.01 N H2S04 as the mobile phase, 0.6 mL/min flow rate, and 20 uL
injection volume.

3. Results and discussions
3.1. Chemical characterization of quinoa stalk

The varieties of quinoa stalk were characterized, and results are
shown in Table 1. As observed, the total carbohydrate content was
higher in the variety Huancayo Inia (46.08 %), compared to Illpa Inia
(45.37 %) and Salcedo Inia (41.81 %) varieties. The Illpa Inia variety has
8 % and 12 % more hemicellulose content respect to Huancayo and
Salcedo Inia varieties, respectively. Moreover, the cellulose, hemicel-
lulose and lignin content in the materials are in agreement with previ-
ously reported for white royal quinoa stalk by Carrasco et al. (2021) and
other variety not identified by Xie et al. (2020). On the other hand,
extractives like pigments, sugars, saponin, phenolics and others com-
pounds, were more soluble in water than ethanol, mainly in the Huan-
cayo and Illpa Inia varieties. The phenolic compound in the aqueous
extractive was 50, 46 and 39 mg EAG/g of biomass for Huancayo, lllpa
and Salcedo Inia varieties, respectively. On the other hand, in the
ethanolic extract, the total phenolic compounds were 64, 67 and 74 mg
EAG/g of biomass for Huancayo, Illpa and Salcedo Inia varieties,
respectively. Finally, the saponin contents were, respectively, 14, 8 and
17 mg EOA/g of biomass, which is according previously reported for
quinoa stalk of Real Blanca variety (Gil-Ramirez er al., 2018). In Fig. 1,
photography of aqueous extractive of 3 varieties can be observed; the
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Table 1
Composition of stalk of 3 varieties of quinoa.
Quinoa variety Content (%)
Cellulose Hemicellulose Lignin Acetyl group Extractives Ash
Ethanol Water
Huancayo 30.27 &+ 1.24* 15.81 4 0.67* 18.66 + 0.42* 0.24 4+ 0.02* 4.11 4. 0.84° 7.49 £ 0.34° 4.69 + 0.16*
lllpa Inia 28.21 = 0.81" 17.16 = 0.61" 19.68 + 0.44" 0.20 £ 0.08" 221 +£0.114* 5.54 = 0.67* 3.19 £ 0.10"
Salcedo Inia 26.68 = 1.16° 15.13 = 0.44° 19.05 + 0.30° 0.20 £ 0.06" 8.34 £ 0.26° 6.00 = 0.99* 3.24 = 0.15"

Results correspond to average of triplicates + standard deviation. Same letter in column indicates no difference according to Tukey's range test (95 % of confidence

level).

Fig. 1. Photography of Quinoa stalk and extractives of 3 varietes. a), b) and ¢) correspond to In nature biomass of Huancayo, Illpa Inia and Salcedo Inia varietes,
respectively; d), ) and f) correspond to respective biomasses without extractives; g), h) and i) correspond to respective aqueous extractives.

Huancayo Inia variety was more pigmented, with high absorption at 310
and 526 nm in UV-VIS spectrophotometer. The red pigmentation can be
associated to the presence of anthocyanins, which are soluble in water
and usually detected at 525 nm (Aguilera Ortiz et al., 2011); moreover,
absorption at 310 nm could be associated to presence of phenolic
compounds (Aruwa et al., 2019; Ziani et al., 2019). After characteriza-
tion of different varieties, based in the hemicellulose and saponin con-
tent the solid residue, Illpa Inia was selected for subsequent
hydrothermal treatment aiming to obtain xylooligosaccharides (XOS),
which is presented in the follow section.

3.2. Hydrothermal treatment of quinoa stalk for XOS production

Xylooligosaccharides (XOS) production from quinoa stalk by auto-
hydrolysis process at different times was evaluated and results are
shown in Fig. 2. As expected, the xylose production increased with hy-
drolysis time, achieving 14 mg/g of DWB (dry weight biomass) in
45 min. Respect to X2 and X3, the highest production was achieved at
30 min, but not strongly different compared to 10 min. Moreover, the
time for high X4 production was 20 min. In the evaluated condition,
hydronium ions and acetic acid released from hemicelluloses acted to
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Fig. 2. Xylose (X1) and xylooligosaccharides (X2 = xylobiose, X3 = xylotriose,
X4 = xylotetraose, X5 = xylopentaose, and X6 = xylohexaose) production at
178 °C and 10 bar in a stirred tank reactor at different retention times.

cut down the polymer into small fragments; e.g., in sample treated for
45 min, 1.6 g/L of acetic acid was achieved and the pH was around 3.6,
condition that favored the respective hydrolysis.

This is a first report using autohydrolysis process for XOS production
from quinoa stalk. However, the obtained result is in agreement to
previously reported for XOS production from sugarcane bagasse by
autohydrolysis process by Zhang et al. (2020). In that work, the
maximum yield of XOS was achieved at 175°C for 30 min, but
increasing the time the xylose (X1) and furfural production were pro-
moted, and X6, X5, X4, X3 and X2 decreased. In another work, 170 °C
for 50 min was the optimal condition for XOS production from poplar
sawdust (Su et al., 2021). XOS also was obtained from mango seed shell
by autohydrolysis treatment under optimized condition (180 “C,
2.5 MPa and 15 min), achieving 393.44 mg X0S/g of xvlan (Monteiro
et ak, 2021).

Autohydrolysis is a cost-efficient and green technology for lignocel-
lulosic biomass treatment biomass aiming to produce XOS, once the
process tends to act selectively upon hemicellulose and a portion of
lignin (Su et al., 2021). However, drastic condition could produce un-
desirable compound like furfural and its derivatives, products of xylose
dehydration and transformation during continued exposure to heat and
low pH environment. In the present work. the hydrolysate obtained after
30 and 45 min showed presence of furfural at 0.19 and 0.44 g/L,
respectively. Future studies will be necessary aiming to optimize the
better condition to produce high XOS concentration, avoiding xylose
and undesirable products formation, which could hinder the down-
stream process.

3.3. XOS purification using membrane

The hydrolysate obtained after 30 min of process was submitted to
ultrafiltration at different pH values, and the results are shown in Fig. 3.
As observed in Fig. 3A, the highest concentration of xylose, X2, X3 and
X4 in the permeate though MF membrane at 35 bar of pressure and
20 °C was obtained at high pH. Moreover, the permeate flux through
membrane in the first 10 min was in average 2.1, 1.9 and 1.8 mL/min
for pH 6.6, 7.6 and 5.6, respectively. On the other hand, at pH 3.6 and
4.6, low permeate flux was achieved, which was in average 0.9 and
1.3 mL/min, respectively. An increase in the pH of polymeric mem-
branes turned them more negatively charged and hydrophilic, allowing
high permeate flux and strong antifouling performance, decreasing the
retention of uncharged molecules, e.g., xylose and XOS. Additionally,
high values of pH modify the membrane matrix to a more expanded
state, attributed to greater intramembrane electrostatic repulsion
(Manttari et al., 2006).

The effect of pH in UF for XOS purification has not vet previously
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Fig. 3. Results of membrane filtration using UF membrane for xyloolizo-

saccharides (XOS) purification from hydrolysate of quinoa stalk. A) XOS con-
tent in permeate and B) XOS content in retentate,

reported, but it is in agreement with previous works reported for

decoloration of sugarcane molasses (Guo et al., 2018), clarification of
pineapple juice (Ananas comosus, L. Merril) (de Carvalho et al., 2008),
and sugarcane juice ultrafiltration (Balakrishnan et al., 2000).

The retentate obtained after UF was also analyzed regarding to its
xylose and XOS content, and results are shown in Fig. 3B. As expected, at
low pH, high retention of sugars and XOS was observed; on the other
hand, at pH of 6.6 and 7.6, the product retention was low. Other relevant
observation in the retentate was the color intensity, which was darker
(Fig. 4). This color can be attributed to electrostatic repulsion between
the membrane and pigments, mainly negative charged at high pH,
resulting in a reduction of the concentration polarization and conse-
quently leading to less hydrophobic adsorption of pigments on the
membrane (Guo et al.,, 2018; Manttari et al., 2006). Similar behavior
was observed during filtration of diluted molasses by pristine
2 kDa-Polyamide UF membrane (Guo et al., 2018).

The hydrolysate obtained after 45 min (containing more xylose and
XO0S) was selected and submitted to UF (10 kDa) and NF (500 Da and
then 150-300 Da) at previously defined pH (6.6), and results are shown
in Fig. 4. As observed, 44 % of total products (X1-X6) were obtained in
the permeate liquid though Microdyn Nadir UP010 membrane with
nominal MWCO of 10 kDa at pH 6.6, 35 bar of pressure and 20 °C;
however, 56 % of the products were in the retentate, requiring addi-
tional diafiltration process adding distilled water aiming to XOS recov-
ery from permeate side. In the second step of the serial membrane-based
process, the permeate obtained from UF was submitted to NF
(—500 Da), achieving in the permeate only 25 % of total product (X1-
X6) feed in the NF process, although with 50 % of purity (X2-X6).
Regarding to second NF (through 150-300 Da), 70 % of the total
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Fig. 4. Results of mass balance and photography of membrane filtration steps using UF and NF membrane for xylooligosaccharides (XOS) purification from hy-

drolysate of quinea stalk obtained in 45 min of autohydrolysis process.

products (X1-X6) were obtained in the retentate, and the purity of XOS
was 56 %. The achieved XOS (X2 to X6) concentration after NF-2 was
1.26 g/1, which was lower than reported by Oliveira et al. (2021) for
optimized condition combined with diafiltration process. In that work,
3.7 g/L of LMW XOS, 20.9 % purity and 46 % of yield were obtained
after serial membrane-based system, using NP030 followed by TS40,
and additional 1-time diafiltration process. Finally, after nanofiltration
the undesirable xylose (44 %) in the extract needs to be removed, and
some variables (pressure, membrane pore size and pH) could be opti-
mized aiming to reduce the xylose concentration in the product.

3.4. Compoasition of residual solids and enzymatic hydrolysis

The solid residue obtained after autohydrolysis process was analyzed
in relation to their composition aiming to produce fermentable sugars
for carotenoids production, and results are shown in Table 2. As
observed, the cellulose content in the material submitted only to heating
ramp until 178 °C increased in 28 % in relation to initial cellulose
content in the quinoa stalk without extractive; moreover, high cellulose

hydrolyzed into xylose and XOS. The removal of hemicellulose in the
material by effect of thermal treatment turn it more crystalline, which
was confirmed by crystallinity index (%CI) (Table 2). As observed in
Table 2, the crystallinity index of material treated for 45 min in the
reactor (178 °C) increased in 60 % in relation to quinoa stalk without
extractives. The results are in agreement with previously reported for
hydrothermal pretreatment, although using other kind of materials, e.g.,
beech wood (Nitsos et al., 2013), fiberboard, chipboard, and blockboard
(Zhao et al., 2020).

In addition to hemicellulose removal, hydrothermal treatment also
partially removes the lignin, causing a partial relocation of lignin or
changes in the structure (Huang et al., 2022a. 2022b), and increasing
the surface area and the porosity of the material, which is reflected in
higher susceptibility of the material (cellulose) to enzyme action
(Table 3). As observed, the total sugar (glucose and xylose) released in

Table 3
Total sugars released and cellulose hydrolysis yield of the residual solids ob-
tained after hydrothermal treatment of quinoa stalk.

content (average 52 %) was achieved after 20 min of treated at 178 °C. Relention fime; _ Stigart content Total Cen“k”‘,
k o = (min) at hydrolysate fermentable Hydrolysis
In 45 min of treatment at 178 °C, around 54 % of hemicellulose was 178°C (g/Kg of treated biomass) sugars yield (3%)
e maa. . GXgel
Table 2 S e tremecd
Characterization of solid residues after hydrothermal hydrolysis. blowice)
” i In natura 46.04 22,02 68.06 £ 6.42a 13.62 + 0.54*
Sample / Composition (%) Crystallinity Githaant +1.38" 4+ 504"
freatrme’tiue Cellulose Hemicellulose  Lignin et any
PARR (%) . 5
0 min 45.32 18.26 - 1.60* 25.70 35.90 0 296.96 119.05 416.01 65.52 + 7.47°
+ 3.60" = 0.30* + 33.87" + 13.46° + 47.33b
Smin 50.17 14.51 £ 0.31" 27.60 43.26 5 344.23 98.29 44252 69.74
4 1.45°% 4 0.50% 1 41.63% 411.33" 4 52.95b L 6.70™
10 min 51.21 13.30 29.20 41.98 10 365.75 90.29 456.04 73.22
+1.01° +0.28% = 1.60% + 43,62 +1254  156.16b +£5.97%
20 min 52.85 12.00 32.00 46.89 15 394.37 8294 477.31 80.16
+254" +0.34™¢ <051 +43.22"%  +11.48"  +54.69b + 4.47%4
30 min 51.34 11.07 35.57 46.92 20 450.61 87.07 537.69 87.64
+1.46" +0.65 +071% + 37.44°% +9.00" + 46.44b +373
45 min 51.04 9.08 + 019" 34,97 46,12 30 506. 63 81.50 588.12 97.10 + 410"
+ 3.68° +0.87° + 32.53% + 4.60% +37.13b
Extractives-free 35.548 19.88 L 0.75 2111 2875 45 514.76 74.31 589.07 99.00 + 1.41%
raw biomass +1.37 +0.48 +46.73° +6.16" + 52.90b

Results correspond to average of triplicates = standard deviation. Same letter in
column indicates no difference according to Tukey’s range test (95 % of confi-
dence level).

Results correspond to average of triplicates + standard deviation. Same letter in
column indicates no difference according to Tukey’s range test (95 % of confi-
dence level).
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hydrolysis increased with the pretreatment time, achieving in the
treated material (45 min at 178 °C), in average, 589 g/Kg of material,
which correspond to 99 % of cellulose hydrolysis yield by the cellulase
enzyme blend. Besides cellulose, the residual hemicellulose was also
hydrolyzed by the enzyme, considering the presence of hemicellulases in
the enzyme blend, as reported in the commercial datasheet. However,
the concentration of xylose decreased with the pretreatment time, which
is according with the low content of hemicellulose in the material. In
overall, the residual material after autohydrolysis process can be enzy-
matically hydrolyzed releasing fermentable sugars (glucose and xylose),
which can be used for carotenoids production.

3.5. Carotenoid’s production using cellulosic hydrolysate

The enzymatic hydrolysate obtained was used for carotenoids pro-
duction by Rhodotorula glutinis CCT2186, and results are shown in Fig. 5.
As observed, the glucose and xylose were consumed simultaneously
during the fermentation by R. glutinis, in the fermentation condition,
achieving 4.1 mg of carotenoids/g (dry cells weight) of carotenoids, and
6.27 mg of carotenoids/g of total sugar consumed. Moreover, maximum
growth rate (40 of 0.32 min~" was reached. The obtained result is
slightly higher than 1.3 mg of fi-carotene/g of cells obtained using
lignocellulosic biomass hydrolysate as the carbon source in an internal-
loop airlift bioreactor (Yen and Chang. 2015). Considering this study as
a first report about the use of quinoa stalk for carotenoids production,
optimization process will be required. Moreover, inhibitors present in
acid hydrolysates as furfural, acetic acid and 5-HMF could be also
metabolized by R. glutinis (Brandenburg et al., 2021; Liu et al., 2015).
Therefore, futures works could be focused in the use of undetoxified
hydrolysate of quinoa stalk directly mainly for carotenoids and lipid
production.

4. Conclusion

The autohydrolysis process was an efficient method for direct XOS
production. XOS were purified through sequential membrane filtration,
achieving 56 % of purity in the retentate of second nanofiltration.
Moreover, the residual solid showed high susceptibility to enzyme ac-
tion, releasing high concentration of fermentable sugars, which was
successfully used for carotenoids production. This study is a first report
about the valorization of quinoa stalk in high valuable products like XOS
and carotenoids, showing the high potential of this biomass to be used as
raw material for value added products.
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Fig. 5. Profile of sugars consumption, cells and carotenoids production by
R. glutinis using cellulosic enzymatic hydrolysate of quinoa stalk pretreated by
hydrothermal process.
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